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ABREVIATURAS







En esta tesis se han utilizado algunas abreviaturas intentando respetar el término en
espafiol. Sin embargo, en ocasiones se ha recurrido a la abreviatura anglosajona de uso
mucho mas extendido. Abajo se listan todas las abreviaturas que se han utilizado junto
a su definicion.

5-HT: Serotonina

A10: Amplitud de coagulo a 10 minutos

AAS: Aspirina (Acido AcetilSalicilico)

ABC/AUC: Area Bajo la Curva

ACOD: Anticoagulantes Orales de Accion Directa
ACV: Accidente Cerebrovascular

ADP: Adenosina Difosfato

AINE: Antiinflamatorio No Esteroideo

AIT: Accidente Isquémico Transitorio

AO: Anticoagulante Oral

ATP: Adenosina Trifosfato

AVK: Antagonista de la Vitamina K

BID: Dos veces al dia (Bis In Die)

Cimax: Concentracion Maxima

Cpin: Concentracion Minima

DIOCLES: Descripcion de la Cardiopatia Isquémica en Territorio Espaiiol
EAC: Enfermedad Arterial Coronaria

ECG: Electrocardiograma

EMA: European Medicines Agency

EP: Embolia Pulmonar

ERC: Enfermedad Renal Crénica

ESC: Sociedad Europea de Cardiologia

FA: Fibrilacién Auricular

FANV: Fibrilacién Auricular No Valvular

FDA: U.S. Food and Drug Administration

FllI/Flla: Protrombina/trombina

FIX/FIXa: Factor de coagulacidn IX/IX activado
FNG: Fibrindgeno

FT: Factor Tisular

FV/FVa: Factor de coagulacion V/V activado
FVII/FVlla: Factor de coagulacion VII/VII activado
FVIII/FVIlla: Factor de coagulacion VII/VIII activado
FVW: Factor de von Willebrand

FX/FXa: Factor de coagulacion X/X activado

FXI: Factor de coagulacion XI

FXII: Factor de coagulacién Xll

FXIII: Factor XIIl de coagulacion

GP: Glicoproteina

HBPM: Heparina de Bajo Peso Molecular

HNF: Heparina No Fraccionada
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HR: Hazard Ratio

i.v.: Intravenoso

ICP: Intervencién Coronaria Percutanea

IM: Infarto de Miocardio

IMCEST: Infarto de Miocardio Con Elevacidon del ST
IMSEST: Infarto de Miocardio Sin Elevacién del ST
INR: International Normalized Ratio

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad

MACE: Eventos Adversos cardiacos Mayores
min: Minutos

NACO: Nuevos Anticoagulantes Orales

NO: Oxido Nitrico

NS: No-significativo

OAI: Orejuela de la Auricula Izquierda

OR: Odds Ratio

P2Y,,: Inhibidor del receptor plaquetario

PAI: Inhibidor del activador del plasminégeno
PBS: Tampdn Fosfato Salino

PCR: Proteina C-Reactiva

PIt: Plaquetas

PPP: Plasma pobre en plaquetas

PRP: Plasma rico en plaquetas

QD: Cada Dia (Quaque Die)

rFVlla: Factor VIl activado recombinante

RR: Riesgo Relativo

RRR: Reduccidn del Riesgo Relativo

s.c.: Subcutaneo

SCA: Sindrome Coronario Agudo

SCACEST: SCA con elevacion del segmento ST
SCASEST: SCA sin elevacion del segmento ST
SCASEST: Sindrome Coronario Agudo Sin Elevacion del ST
SEM: Error estandar de la media

TC: Tiempo de Coagulacion

TEM: Tromboelastometria

TEV: Tromboembolismo venoso

TFC: Tiempo de Formacién del Coagulo

TFGe: Tasa de Filtrado Glomerular Estimado
TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor

TID: Tres veces al dia (Ter In Die)

TP: Tiempo de protrombina

TT: Tiempo de trombina

TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado
TVP: Trombosis Venosa Profunda

TXA2: Tromboxano A2

Veh: Solucidon Vehiculo

22



INTRODUCCION







La hemostasia es un mecanismo de defensa que protege al organismo de las
pérdidas sanguineas que se producen tras una lesion vascular. Clasicamente se ha
dividido en hemostasia primaria, en la que participan fundamentalmente las plaquetas
a través de los procesos de adhesion, reclutamiento, activacidon y agregacidon para
formar el tapon hemostatico plaquetario inicial, y la fase de coagulacion sanguinea
(también conocida como hemostasia secundaria). La deficiencia o anomalia del sistema
hemostatico conlleva una tendencia hemorragica, mientras que una activacidn excesiva
puede resultar en trombosis ocluyendo el vaso (1) (2).

En la década de 1960, dos grupos propusieron paralelamente un modelo de
coagulacion en forma de “cascada” enzimatica, compuesta por una serie de etapas
secuenciales. En ambos modelos, la activacidén de un factor de coagulacién activa al
siguiente, con el objetivo de generar el enzima activo trombina (factor lla), el cual
convierte una proteina soluble del plasma, el fibrindgeno (FNG), en una proteina
insoluble, la fibrina, componente estructural del codgulo (3) (4). Segun el modelo clasico
de la coagulacion existen dos vias de activacion, la intrinseca y la extrinseca, iniciadas
por el factor Xll y el complejo factor tisular/factor VIl respectivamente, convergiendo en
una via comun a nivel del factor X activo (FXa). El complejo protrombinasa, compuesto
por el FXa, ca® y factor Va, a nivel de superficies fosfolipidicas favoreceria la generacion
de trombina y la formacién de fibrina (5) (6) (7).

Sin embargo, este modelo no contemplaba la participacion de las plaquetas ni de
otros elementos celulares de la sangre. Estudios mas recientes han demostrado la
importancia de los componentes celulares en el proceso de coagulacién, vy
especialmente el papel de las plaquetas. La teoria celular de la coagulacion plantea una
nueva vision de la misma en la que participan elementos celulares de la sangre; ésta se
produce en tres etapas interrelacionadas: iniciacion, amplificacién y propagacién (8) (9).
Este modelo contempla una via Unica y la focalizacidon del proceso en las superficies
celulares (5) (6). Brevemente, la coagulacidn fisiolégica depende de la exposiciéon de FT
tanto a nivel subendotelial como expuesto por distintas células sanguineas, que
interacciona con el factor Vlla, y del ensamblaje de los complejos de la coagulacién a
nivel de superficies celulares como las plaquetas, lo que favorece la formacién de

trombina a nivel local y la generacion de un coagulo estable de fibrina.
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En situaciones patolégicas con elevado riesgo cardiovascular encontramos una
activacidon incrementada de la hemostasia primaria o de los mecanismos de la
coagulacion; y las aproximaciones terapéuticas para disminuir estas activaciones son
diferentes. Los tratamientos anticoagulantes convencionales pueden reducir
significativamente el riesgo de trombosis en el territorio venoso, y el ictus o embolismo
sistémico en pacientes con fibrilacidon auricular (FA). Los anticoagulantes orales clasicos
basados en el antagonismo de la vitamina K (AVK) han demostrado eficacia en la
prevencion de complicaciones tromboembdlicas en este contexto clinico.
Desafortunadamente, los AVK tienen limitaciones inherentes, incluyendo retraso en el
inicio de su accién, estrecho rango terapéutico, la variabilidad de su respuesta, la
necesidad de control continuado y numerosas interacciones con otros medicamentos y
alimentos. La frecuencia de ictus relacionado con la FA aumenta con la edad, por ello las
guias de las diferentes sociedades cientificas advierten de que el riesgo de sangrado en
un paciente debe cuantificarse antes de la exposicion a la anticoagulacion y sopesar
frente el riesgo de ictus con y sin anticoagulacién. A pesar de los esfuerzos para una
correcta evaluacidn clinica de la relacién riesgo/beneficio, no todos los pacientes con FA
con riesgo tromboembdlico reciben el tratamiento anticoagulante adecuado (10). Esto
llevé a considerar nuevas estrategias para optimizar la prevencién del ictus isquémico
embdlico, a menudo mortal o incapacitante, causada por FA. En la Ultima década, el
desarrollo de los nuevos anticoagulantes orales, actualmente también conocidos como
anticoagulantes orales de accién directa (ACODs), con mecanismos de accion mas
especificos, amplio rango terapéutico y con menos interacciones farmacoldgicas
podrian suponer una nueva opcién terapéutica para estos pacientes. Aun asi, en algun
caso estos farmacos podrian producir hemorragia y, por consiguiente, seria necesario la
determinacion y control de su actividad anticoagulante, ademas de la investigacidn
sobre la reversidon de dicho efecto en caso necesario (11). Los ACODs se clasifican en dos
grupos dependiendo de su mecanismo de accién, dirigidos a la inhibicidn directa del Flla
(trombina), como ximelagatran y dabigatran etexilato (Pradaxa®); o del FXa, como
rivaroxaban (Xarelto®), apixaban (Eliquis®), y edoxaban (Lixiana®) (12).

Apixaban es un anticoagulante oral con una accién inhibitoria directa, especifica
y reversible del FXa. Estudios clinicos previos, realizados con miles de pacientes

sometidos a cirugia ortopédica mayor, han demostrado un alto perfil de seguridad y
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eficacia en la profilaxis y el tratamiento de la enfermedad tromboembdlica venosa
frente a enoxaparina. Los resultados de dos grandes ensayos clinicos en fase 3
(ARISTOTLE y AVERROES) (13) (14) han demostrado la eficacia y seguridad de apixaban
en comparacién con aspirina (acido acetilsalicilico; AAS) o warfarina, respectivamente,
en la prevencion del ictus y embolia sistémica en pacientes con FA. Ademas, en
pacientes no aptos para el tratamiento con AVK, apixaban mostré mas eficacia que AAS
en la prevencion del ictus con similares niveles de seguridad con respecto a los riesgos
de sangrado. La eficacia y seguridad de apixaban en los ultimos ensayos clinicos fue
consistente a través de varios analisis de subgrupos (13) (14).

Asimismo, los agentes antiplaguetarios y tratamientos anticoagulantes, tales
como heparinas, han demostrado éxito clinico en disminuir la formacion de coagulos
sanguineos en el sistema arterial y venoso, a pesar de ello todavia se producen un
numero significativo de eventos recurrentes. Los ACODs pueden considerarse
igualmente eficaces que la warfarina, pero mas seguros y mas faciles de usar, en la
prevencion de ictus debida a la FA, y el tromboemboslimo venoso. A pesar de estas
ventajas, hay informacidn limitada sobre los efectos de los ACODs, como apixaban, en el
marco del sindrome coronario agudo (SCA); y la posible sinergia de un tratamiento
combinado antiplaquetario mds anticoagulante no se ha investigado en detalle (15). La
actividad inhibidora de apixaban sobre la generacion de trombina debe ser considerada
como una ventaja importante; sin embargo, su efecto sobre la actividad procoagulante
mediada por plaquetas no se ha explorado todavia.

En resumen, la activacién plaquetaria, la generacién local de trombina y la
formacion de fibrina son tres elementos clave que contribuyen a la formacion de
trombos oclusivos en los territorios arteriales. Los mecanismos de accion de los ACODs,
como apixaban, apoyan su potencial uso terapéutico en la prevencion de
complicaciones trombdticas en el sistema vascular arterial, sin embargo los efectos de
estos agentes sobre la activacion y agregacion plaquetaria no se han investigado en

detalle.
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1. HEMOSTASIA PRIMARIA: LAS PLAQUETAS

La hemostasia es el conjunto de procesos que tiene el organismo que permite
que la sangre circule en estado fluido por los vasos. La hemostasia también actua
cuando se produce un dafio vascular permitiendo la formacién de un tapon hemostatico
para detener la hemorragia y posteriormente reparar el dano. Si el equilibrio se rompe
hacia un defecto en la hemostasia suelen darse complicaciones de tipo hemorragico,
mientras que si se decanta hacia un exceso, las complicaciones son de tipo trombético.

Las plaquetas son corpusculos celulares, implicadas en el mantenimiento de la
hemostasia fisiolégica a través de la formacion de un tapdén plaguetario, en un proceso
conocido como hemostasia primaria. El primer contacto entre la plaquetas y la
superficie vascular dafiada esta mediado por la interaccidn entre la glicoproteina (GP) Ib
de la superficie plaquetaria y el factor de von Willebrand (FVW) expuesto en el
subendotelio (16). Esta interaccion permite a las plaquetas circulantes detectar las
zonas dafadas, activarse y adherirse a la superficie para cubrir el maximo de superficie.

La activacion plaquetaria induce cambios en el citoesqueleto plaquetario, se
forman pseuddpodos y se despliegan las membranas del sistema canalicular abierto
para cubrir el maximo de superficie (17). Las plaguetas no tienen nucleo, pero poseen
en su interior granulos alfa (derivados del megacariocito) donde entre otros se
almacena FVW, factor V (FV) de la coagulacién, factor Xl (FXIIl), FNG, asi como el
inhibidor del activador del plasmindgeno (PAl) (17) (18). Ademas, en su interior también
se encuentran cuerpos densos en los que se almacena adenosina difosfato (ADP;
procedente de la adenosina trifosfato (ATP) que es consumido por la plaqueta), calcio y
serotonina (5-HT) (17) (Figura 1). La activacion de las plaquetas también implica
centralizacidon de estos granulos, de manera que se produce una fusién de membranas
con las del sistema canalicular abierto, permitiendo la liberacién de su contenido a la
circulacion (19) (20). A su vez, se produce acido araquiddnico dentro de la plagueta que
es transformado en tromboxano A2 (TXA2) a través de la ciclooxigenasa (21). EI TXA2 es
un vasoconstrictor, al igual que la 5-HT, y ademas estimula la liberacién de ADP
promoviendo la agregacion plaquetaria. Durante la activacion plaquetaria, se exponen
fosfolipidos anidnicos en la superficie plaguetar tras un mecanismo conocido como

“flip-flop”. Estos fosfolipidos haran de catalizadores de la coagulacion, ya que
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proporcionan la superficie adecuada sobre la que se ensamblen los complejos
enzimaticos de la coagulacion. A menudo, la exposicion de estos fosfolipidos es

conocida como expresion de actividad procoagulante (22).

Figura 1. Micrografias de microscopia electréonica de transmision mostrando plaquetas por

distintas técnicas. En ambas imagenes se puede apreciar que las plaquetas son células no
nucleadas, aunque en su interior si poseen granulos alfa (flecha blanca), y también cuerpos
densos (flecha negra) (23).

Tras la reaccion de liberacion, se expresa en la superficie de la plaqueta activada
GP llb-llla conformacionalmente activa, que permite la agregacion de las plaquetas
entre si. Esta unién utiliza como puente molecular FNG y FVW. El resultado es la
formacidn de un tapdon hemostdatico primario que posteriormente, tras la activacion de
los mecanismos de la coagulacion, se vera consolidado por una malla de fibrina (Figura
2). Este proceso se conoce como hemostasia secundaria. En situaciones patoldgicas
donde se da una excesiva activacion plaquetaria, los mismos mecanismos plaquetarios

pueden resultar en la aparicién de episodios trombdticos.

2. HEMOSTASIA SECUNDARIA: LA COAGULACION

La cascada de la coagulacidn tiene como catalizador los fosfolipidos anidnicos de
la superficie de las plaquetas activadas. El objetivo es la generacidon de trombina que
permite formar de la malla de fibrina que estabilice el tapdn hemostatico (24). A su vez,

la trombina generada también permitira la activacidon de nuevas plaquetas.
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Es conocido que la exposicidon de factor tisular (FT) y coldgeno tras la disrupcion
de las placas aterosclerdticas juegan un papel critico en las complicaciones isquémicas

causadas por las plaquetas (figura 2).
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Figura 2. Fases de la hemostasia primaria (contacto, adhesion y agregacion) y hemostasia
secundaria (activacion de la coagulacidn) tras una lesion vascular.

2.1. Via clasica de la coagulacion

Tradicionalmente, la coagulacion se ha dividido en dos vias: intrinseca y
extrinseca. Ambas vias confluyen en la activacién del factor X (FX) de la coagulacién (25)
(26) (27).

La via intrinseca se inicia con la fase de contacto tras ponerse en contacto los
factores de la coagulacion con el endotelio dafiado. El factor XIl (FXII) se activa
parcialmente y actla sobre la precalicreina formando calicreina. Esta junto al
guininégeno de alto peso molecular amplifica la activacion del FXIl, el cual actua sobre
el factor XI (FXI) produciendo FXla. Y éste activa al factor IX (FIX), que activara al FX tras
interaccionar con el FVIlla (Figura 3).

La via extrinseca se inicia tras la unién del FVlla al principal iniciador de la
coagulacion, el FT, el cual juega un papel critico en la hemostasia (28). De este modo, se
forma el complejo FT-FVIla en el que es necesaria la presencia de calcio (Ca%),
constituyendo en condiciones fisioldgicas el inicio de la coagulacion. Una vez formado el

complejo FT-FVIla, la cascada de la coagulacion puede seguir dos caminos: la activacién
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del FIX o la activacién directa del FX. El FXa también es capaz de activar al FIX,
acelerando el proceso de formacién del FIXa. En condiciones normales, el complejo FT-
FVlla es responsable de iniciar la generacién de FXa, el cual genera suficiente trombina
como para inducir la agregacion local de las plaquetas y la activacion de los cofactores
FV y FVIII. Sin embargo, el FXa producido por el complejo FT-FVIla es insuficiente para
sostener la hemostasia ya que su actividad esta controlada por el inhibidor de la via del
FT (TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor). La accidon de los factores FIXa y FVllla es
entonces necesaria para amplificar y mantener la hemostasia (Figura 3).

El FXa, formado a través de cualquiera de las dos vias mencionadas, forma, a su
vez, un complejo con el FVa (complejo protrombinasa) capaz de transformar el Fll
(protrombina) en Flla (trombina). En una ultima etapa, la trombina abandona la

superficie celular para trasformar el FNG en fibrina (Figura 3).
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| "’»L
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Figura 3. Fases de la hemostasia secundaria (via intrinseca y extrinseca).
El factor V puede ser activado por el propio FXa, por ciertas proteasas de la
matriz extracelular o puede ser liberado directamente por las plaquetas tras el contacto
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con el colageno u otros componentes de la matriz extracelular. Normalmente el FXa
permanece unido a la membrana celular para protegerse de la degradacién. En caso de
producirse su disociacién y pasar al torrente sanguineo, es rapidamente inhibido en el
plasma por inhibidores de la ruta de los factores tisulares o por antitrombina, evitando
asi que sea activo fuera de la zona de la lesién. De esta forma, la presencia de
inhibidores focaliza y limita eficientemente la actividad del FXa a las superficies
celulares donde se produce la lesién. El factor IXa puede moverse a través del plasma
desde la célula en que se origina hacia una plagueta vecina u otra superficie celular, ya
que es inhibido mucho mas lentamente por la antitrombina.

En la fase final de la coagulacidn, el factor Xlll se activa gracias a la presencia de
trombina y calcio. El factor Xlll permite que las moléculas de fibrina individuales se
conecten entre si mediante enlaces covalentes y formen una red de fibrina estable que
permite la estabilizacidon del tapdn plaquetario. Los filamentos de fibrina se vuelven
insolubles al entrelazarse con las plaquetas en el tapdn hemostatico (29).

En condiciones fisioldgicas, la coagulacion y la fibrindlisis estdan minuciosamente
reguladas por diferentes sustratos, activadores, inhibidores, cofactores y receptores. La
activacion del sistema fibrinolitico es esencial para eliminar depdsitos intravasculares de
fibrina resultantes de la activacidn fisioldgica o patologica del sistema de coagulacion.
La fibrindlisis es un proceso compuesto por una serie de activadores e inhibidores que
regulan la conversién del proenzima circulante plasminégeno en el enzima activo
plasmina. La produccién de plasmina libre en la superficie del trombo conduce a la lisis
de la fibrina y esto es muy importante para el mantenimiento de la permeabilidad

vascular (30).

2.2. Modelo “Celular” de la Coagulacion

El modelo de coagulacién clasica propuesto hace mas de 40 afios, separa las
fases celular y humoral de la coagulacion. Considera que el proceso de hemostasia se
consigue a través de la activacién secuencial de enzimas efectoras en dos vias
independientes (la extrinseca y la intrinseca), como una “cascada” enzimatica
compuesta por una serie de etapas secuenciales (3) (4). Dicho modelo (via clasica), no

contempla la participacion de las plaquetas ni de otras superficies celulares.
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Actualmente se conoce que la hemostasia no es posible sin el concurso de las plaquetas.
Ademas, el FT es una proteina que esta presente en la membrana de diversas células,
como monocitos, y hoy sabemos que diferentes células expresan proteinas
procoagulantes y anticoagulantes, ademas de receptores para diversos componentes de
la hemostasia, lo que ha supuesto un nuevo paradigma para explicar las reacciones que
tienen lugar durante el proceso hemostatico.

En un intento por abordar el fenémeno de la hemostasia desde otra perspectiva,
se han desarrollado modelos experimentales y conceptuales para probar las hipotesis
en un modelo bioquimico ex vivo, y permitir un mejor entendimiento de cémo el
sistema funciona in vivo. El mas logrado de éstos es el modelo celular de la coagulacion
desarrollado por Hoffman y cols (5). El aspecto mas importante del modelo es
considerar a las células como elementos esenciales en el proceso de formacién del
codgulo y demostrar que las superficies celulares poseen caracteristicas especiales
capaces de dirigir el proceso hemostatico. La nueva teoria rompe asi con el paradigma
del modelo tradicional, segun el cual, el papel de la célula era Unicamente el de ofrecer
una superficie portadora de fosfatidilserina donde los complejos procoagulantes
podrian ser armados. Esta nueva teoria reemplaza la tradicional hipdtesis de las
cascadas y enfatiza en las células como elementos esenciales capaces de dirigir el
proceso hemostatico en tres fases interrelacionadas: iniciacién, amplificacion vy
propagacion (5) (Figura 4).

La fase de iniciacion, que tiene lugar a nivel de células portadoras de FT, como
fibroblastos o monocitos, y conlleva la generacién de los factores Xa, IXa y pequefias
cantidades de trombina, suficientes para iniciar el proceso. La fase de amplificacion se
traslada a la superficie de las plaquetas, que son activadas por la trombina generada y
acumulan factores y cofactores en su superficie, permitiendo el ensamblaje necesario
para que tengan lugar las reacciones enzimaticas. Finalmente, en la fase de
propagacion, las proteasas se combinan con los cofactores en la superficie plaquetaria,
promoviendo la generacion de grandes cantidades de trombina que favorecen la
formacién de fibrina y su ulterior polimerizacidén para constituir un coagulo estable (8)

(9) (32) (33) (34).
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Figura 4. Esquema del modelo celular de la coagulacion. Adaptacion de Monroe, DM et al.

ATVB. 2002. (31)

2.3. Comportamiento reologico de la sangre

La reologia es el estudio de los principios fisicos que regulan el movimiento de
los fluidos. La sangre como fluido bioldgico también presenta un comportamiento
reoldgico cuyo estudio se denomina hemoreologia. La reologia de la sangre es compleja
y esta influenciada por diversos factores como son: la viscosidad del plasma, el indice de
cizalladura, el hematocrito, el nivel de agregacion de eritrocitos y su deformabilidad
(35). Una consecuencia de este comportamiento es que las células sanguineas no se
distribuyen de forma homogénea en todo el vaso. En circulacién, las plaquetas, por ser
células de menor tamafio, son empujadas por células de mayor tamafio
(mayoritariamente glébulos rojos) hacia la pared vascular. Este fendmeno hace que la
concentracion plaquetaria cerca de la pared vascular sea mayor que la medida en una
alicuota de sangre en condiciones estaticas donde se reparten de forma homogénea. La
concentracion plaquetaria cerca de la pared vascular aumenta con el hematocrito, con

el tamafio de los glébulos rojos y con el indice de cizalladura del vaso (35) (36) (37). Sin
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embargo, es importante que las plaquetas circulen lo mas préximas a la pared del vaso,
puesto que es ahi donde ejercen su funcidn reconociendo cualquier lesién vascular.

En la mayoria de los vasos el flujo sanguineo puede ser considerado un flujo
laminar, en el que las capas circulantes del centro lo hacen a una velocidad mayor que
las capas de la periferia mas cercanas a la pared vascular. Un parametro clave en el flujo
laminar que tiene un impacto importante en la trombosis es el indice de cizalladura (38)
(39). El indice de cizalladura por definicion es el indice de cambio de la velocidad a la
gue una capa de fluido pasa sobre otra capa adyacente paralela. A lo largo del arbol
vascular en funcién del didmetro del vaso y de su localizacidn, el indice de cizalladura es
variable (40). Esta variacion tiene su repercusion en el tipo de fendmenos que se

pueden observar en cada zona (figura 5).
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Figura 5. Esquema que representa la variacidn del indice de cizalladura en funcién del didmetro

del vaso. Adaptacidon de Baumgartner HR, Microvasc Res. 1973. (40)

En el recorrido mayoritariamente arterial, donde se encuentran los mayores
indices de cizalladura, predominaran los eventos mediados por las plaguetas lo que
puede favorecer las complicaciones de tipo isquémico. Mientras que en el territorio
venoso, donde se encuentran los indices de cizalladura menores, predominardn los

mecanismos de la coagulacién favoreciendo la deposicidon y formacion de la malla de
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fibrina. En condiciones patolégicas donde hay una disminucién del lumen del vaso,
como sucederia por la presencia de una placa de ateroma, el indice de cizalladura
alcanzado es muy elevado y podria dar lugar a un SCA (40).

La reologia también tiene su impacto en las lesiones aterosclerdticas, que suelen
desarrollarse normalmente en regiones vasculares donde hay bifurcaciones o curvas a
nivel de las arterias. Una vez presente la lesidon aterosclerdtica se generan perfiles de
flujo complejos que difieren bastante del flujo laminar uniforme (38) (39), y que

aceleran la progresion de la aterogénesis (41) (Figura 6).

|

Figura 6. Complejidad de las alteraciones en el flujo de la sangre en el tramo de una arteria
estenosada. Adaptacidn de Nesbitt WS, et al. ] Mol Med. 2006 (41)

3. RIESGO CARDIOVASCULAR

La FA y el SCA son dos situaciones patoldgicas con elevado riesgo cardiovascular.

3.1. La fibrilacion auricular

3.1.1. Epidemiologia de la fibrilacion auricular

La FA es un trastorno del ritmo cardiaco (o arritmia) que se caracteriza por una
activacion irregular, rapida y desorganizada de las auriculas cardiacas. La mayoria de los
estudios epidemioldgicos coinciden en situar la prevalencia global de la FA en torno al
1% (42) (43). La FA es la arritmia mds frecuente en la prdctica clinica y se estima que
afecta a 4,5 millones de europeos (unas 670.000 personas en Espafia) y 2,3 millones de
estadounidenses (44). Esto quiere decir que aproximadamente uno de cada cuatro
varones y mujeres mayores de 40 a 55 afios sin FA padeceran esta enfermedad en el

transcurso del resto de sus vidas (45) (46). La FA es especialmente frecuente en los
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ancianos y el nimero de casos aumenta a medida que envejece la poblacion. La
prevalencia ajustada por edad de la FA muestra una tendencia al aumento (42) (47). A
modo de ejemplo, en el Reino Unido la prevalencia de la FA activa en la base de datos
de atencién primaria DINLINK aumenté entre 1994 y 2003 desde el 0,78% hasta el
1,31% en los varones y desde el 0,79% hasta el 1,15% en las mujeres (47). Este aumento
se debid principalmente al crecimiento de la prevalencia en los ancianos. En los Estados
Unidos, los resultados del estudio ATRIA sugieren que el numero de afectados por la FA
se multiplicard por 2,5 entre 2001 y 2050. Se estima que, para entonces, el 53% de los
afectados por la FA tendrd una edad > 80 afios (42).

La FA favorece la formacién de coagulos de sangre en el corazén, que podrian
desplazarse al cerebro y provocar un ictus isquémico, el tipo de ictus mas frecuente
(48). De hecho, la FA multiplica aproximadamente por cinco el riesgo de padecer un
ictus y origina entre el 15% y el 20% de los ictus isquémicos (48) (49). Es mas, las
probabilidades de que el ictus sea incapacitante, recurrente o incluso mortal aumentan
en los ictus provocados por la FA (50) (51) (52). La FA conlleva un coste econémico
considerable, derivado principalmente de la atencion hospitalaria, los procedimientos
intervencionistas y la incapacidad laboral. Se estima que el coste total del tratamiento y
la incapacidad laboral derivada de la FA en cinco paises europeos (Espafia, Grecia,

Holanda, Italia y Polonia) fue de 6.200 millones de euros en 2006 (53).

3.1.2. Fisiopatologia de la fibrilacién auricular

En la FA, desaparece la coordinacién entre los miocitos auriculares, que se
contraen de forma independiente. Como consecuencia, el latido auricular se acelera y
se hace irregular. La FA conlleva una serie de consecuencias adversas: 1) Las auriculas
dejan de bombear adecuadamente la sangre, que tiende a estancarse en las auriculas
(estasis sanguinea). Esto favorece la formacién de coagulos de sangre y constituye la
principal causa de la asociacion entre la FA vy el ictus; 2) Las auriculas pierden su
capacidad de bombeo y la eficiencia cardiaca general se resiente, sobre todo en los
pacientes con una cardiopatia concomitante; 3) La elevada frecuencia auricular induce
la aceleracion de la frecuencia ventricular. Esta aceleracidn de la frecuencia ventricular

reduce aun mas la eficiencia cardiaca y aumenta el consumo de oxigeno (54).
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Aunque hay varias enfermedades que predisponen a padecer FA, su
fisiopatologia y etiologia no se conocen con exactitud (44) (54) (55). En la fisiopatologia
de la FA intervienen, como minimo, tres procesos: 1) una serie de mecanismos
electrofisiolégicos que desencadenan la arritmia; 2) una remodelacion electrofisioldgica
o alteracion de la electrofisiologia cardiaca que favorece la génesis, recurrencia o
persistencia de la FA; 3) una remodelacion estructural o alteracion de la estructura
auricular que favorece la génesis, recurrencia o persistencia de la FA. Las
remodelaciones estructurales y electrofisiolédgicas que a veces preceden a la FA
propician la aparicion de la enfermedad. Una vez desencadenada la FA, podria
producirse una nueva remodelaciéon que contribuya a la persistencia y progresion de la
arritmia (44) (54). Se han sefialado dos mecanismos electrofisiolégicos como principales
causas subyacentes de la FA: 1) Focos ectdpicos de activacion; 2) Reentrada de
multiples ondas; los cuales son mecanismos no excluyentes que pueden coexistir en un
paciente.

El cuadro clinico de la FA es sumamente variable. Algunos pacientes no muestran
sintomas (FA asintomadtica). En estos casos el diagndstico de la FA es fortuito, por
ejemplo durante un electrocardiograma (ECG) rutinario o una hospitalizacion por infarto
de miocardio o ictus (55) (54). Segun las estimaciones, el porcentaje de casos
asintomaticos oscila entre el 10% y el 40% (56) (57). En los pacientes con un episodio
inicial sintomatico, la FA puede volverse asintomatica al cabo del tiempo si progresa a la
forma permanente, un fendmeno especialmente frecuente en los ancianos (56) (57).
Los sintomas habituales de la FA son ansiedad, palpitaciones, disnea, mareos, dolor
toracico, debilidad episddica o progresiva y astenia (44) (55) (58) (59).

La FA se puede clasificar en funcion de diversos criterios, como los hallazgos
electrocardiograficos, la cartografia de la actividad eléctrica auricular o el cuadro clinico
(44). Un criterio especialmente util es el que diferencia la FA primaria de la secundaria:
la FA secundaria obedece a una causa aguda y posiblemente reversible, como el
hipertiroidismo (55). Otro criterio distingue la FA valvular de la no valvular. La FA no
valvular engloba los casos con ausencia de valvulopatia mitral reumatica, protesis
valvular o reparacién valvular (44). Sin embargo, a efectos de la toma de decisiones
clinicas, la FA se clasifica principalmente en funcidon de su duracidn. Las directrices

vigentes de la ESC (European Society of Cardiology) sobre la FA, publicadas en 2010,
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definen cinco tipos de FA que deben tenerse en cuenta en la practica clinica (54). Estos

tipos son:

1)

2)

3)

4)

5)

FA diagnosticada por primera vez: Cuando la FA se detecta por primera vez en
un paciente, invariablemente se cataloga como FA diagnosticada por primera
vez. A partir de ese momento la FA se clasifica en una de las siguientes
categorias.

FA paroxistica: Es una FA autolimitada, que normalmente remite en el plazo de
48 h. Transcurridas 48 h, la probabilidad de normalizacién espontanea del ritmo
cardiaco es baja, por lo que debe contemplarse el uso de anticoagulacion.

FA persistente: La FA se considera persistente cuando un episodio dura mas de
siete dias o cuando es necesario revertir la arritmia mediante cardioversion, ya
sea farmacoldgica o eléctrica.

FA persistente de larga duracion: Es la FA de evolucion igual o superior a un
ano, momento en que se adopta una estrategia de control del ritmo.

FA permanente: La FA se considera permanente cuando tanto el paciente como
el médico aceptan la enfermedad y no se plantean una intervencién para
controlar el ritmo. Si se adopta una estrategia de control del ritmo en un
paciente con FA permanente, la arritmia se redefine como FA persistente de

larga duracion.

En buena parte de los casos, con el tiempo, la FA progresa hacia una forma mas

grave (54). La FA puede provocar un ictus isquémico derivado de un tromboembolismo,

es decir, debido a la formacidon de coagulos de sangre (trombos) que se desplazan a

través del torrente sanguineo y provocan la oclusion (embolismo) de una arteria

cerebral. En la formacidon de trombos intervienen tres factores principales, que forman

la triada de Virchow (60). Estos factores son:

1)

Estasis sanguinea: La FA provoca insuficiencia sistolica auricular y pérdida de la
contraccion auricular organizada, que derivan en estasis sanguinea al quedar
estancada en las auriculas la sangre que no se bombea a los ventriculos (61). La
dilatacion auricular progresiva asociada a la FA favorece la trombosis. La estasis
sanguinea es especialmente frecuente en la auricula izquierda, concretamente

en la orejuela de la auricula izquierda (OAl). La OAI constituye el principal foco
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trombético, tanto en los pacientes con FA como en los que presentan un ritmo
sinusal normal (44). Determinados factores de riesgo de ictus, como el
envejecimiento y la hipertensién, se asocian a una disminucion de |la
contractilidad y la velocidad del flujo sanguineo en la OAIl (62). La estasis se
forma debido a la agregacién de los eritrocitos mediada por la interaccién con el
FNG (61) (63).

2) Disfuncion endotelial: En los pacientes con FA se observan anomalias en el
endotelio auricular, que adquiere un aspecto aspero y rugoso a consecuencia del
edema vy la fibrosis, ademds de presentar zonas sin endotelio. La disfuncidn
endotelial es indicativa de una alteracidon en los niveles de una serie de
compuestos que intervienen en la coagulacidn, como se expone a continuacion
(61).

3) Hipercoagulabilidad: La FA se asocia, asimismo, a un estado de
hipercoagulabilidad. Se han observado anomalias en los niveles de diversos
factores de la coagulacién, tales como: fragmentos de protrombina 1y 2, dimero
D, B-tromboglobulina, FVW, FT, interleucina, y proteina C-reactiva (PCR) (61)
(62).

En la FA existe una compleja interrelacion entre los tres factores de la triada de

Virchow.

3.1.3. Estratificacion del riesgo tromboembdlico y hemorragico en la FA

Existen dos indices de estratificacion de riesgo tromboembdlico para pacientes
con FA: CHADS, y CHA,DS,-VASc Score, los cuales se utilizan fundamentalmente para
decidir sobre la eleccién del tratamiento anticoagulante o antiagregante. Los ensayos
clinicos han utilizado el indice CHADS,; para estratificar los riesgos de los pacientes, que
incluye factores de riesgo comunes de accidente cerebrovascular (ACV) como la
insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, edad 275 anos, diabetes mellitus, e ictus
previo o isquemia transitoria. El indice CHA,DS,-VASc es la evolucién de su antecesor
(indice CHADS,), el cual responde a la critica que se hizo a su precedente de que no
incluia algunos factores que también podrian influir en la aparicién de ACV, aunque es

ligeramente mas complejo; donde a las siglas de CHADS,, se afiaden la evaluacién de
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enfermedad cardiovascular previa, y el sexo, que son los pardmetros en los que se basa
el actual sistema de evaluacién. Su resultado es una puntuacién, que indica el
porcentaje de riesgo de sufrir un ACV en los siguientes doce meses. Su utilizacion es
recomendada por las Sociedades Europea y Canadiense de Cardiologia. Las guias
actuales recomiendan anticoagulacion si el CHADS, es 2>2. También proponen
anticoagulacion si el CHADS, es 1 y el paciente presenta escaso riesgo hemorragico. En
base a la escala CHA,DS,-VASc, los pacientes con una puntuacién 22 deben recibir un
anticoagulante oral (AO); los pacientes con 1 punto deben recibir tratamiento
antitrombético con un AO o 75-325 mg/dia de AAS (preferiblemente AO); y los
pacientes con puntuaciéon 0 pueden ser tratados con AAS o no recibir tratamiento
antitrombdtico (esta opcidn es preferible) (64) (65).

Tanto el uso del CHADS;, como el CHA,DS,-VASc se aconsejan en conjuncidn con
otros sistemas de evaluacién del riesgo de sangrado (HAS-BLED, HEMORR,HAGES,
ATRIA, y otros). La decision de instaurar tratamiento anticoagulante debe basarse
siempre en los riesgos absolutos de ACV y hemorragia, y en el riesgo/beneficio relativos
para un paciente. La escala de riesgo HAS-BLED es una herramienta sencilla y practica
gue permite evaluar el riesgo hemorragico individual y puede ayudar a tomar decisiones
clinicas sobre el tratamiento antitrombdtico en pacientes con FA, que incluye factores
de riesgo comunes de sangrado (hipertension, funcion renal y hepatica anormal, ictus
previo, historia o predisposicién al sangrado, INR I3bil [si el paciente esta tomando un
AVK], edad >65 afios, y farmacos concomitantes o abuso/exceso de la ingesta de
alcohol). Una puntuacién =3 indica un riesgo alto y requiere precaucion con el uso de
farmacos antitrombdticos; se recomienda la revision periédica, el manejo de los

factores corregibles de riesgo y la educacion del paciente (66).

3.2. La patologia aterosclerdtica y el sindrome coronario agudo

3.2.1. Aterotrombosis

El endotelio de la pared vascular, consta de una monocapa de células que
recubre todo el arbol vascular, separando la sangre de la pared vascular. Entre sus
funciones se encuentra la regulacion de la fluidez luminal de la sangre, permeabilidad

vascular a lipoproteinas plasmaticas, expresion de proteinas adhesivas, reclutamiento
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de monocitos, liberacién de agentes con actividad pro- y antitrombotica, factores de
crecimiento y sustancias vasoactivas (como el éxido nitrico (NO) o la endotelina-1). En
condiciones fisioldgicas las células endoteliales exhiben propiedades antitrombédticas y
fibrinoliticas que previenen la formacion patoldgica de trombos (67) (68).

En la actualidad, se tiende a utilizar el término aterotrombosis, que por un lado
hace referencia a la patologia aterosclerdtica y por otro sugiere presencia de
complicaciones trombdticas, como un fendmeno que aparece durante la evolucién de la
enfermedad. Se ha sugerido que el desencadenante inicial de la enfermedad
aterotrombdtica es una disfuncion endotelial. Es conocido que la disfuncién endotelial
promueve mecanismos de inflamacion, oxidacién de lipoproteinas, proliferacion de
células del musculo liso, deposicién de matriz extracelular o lisis, acumulacién de
lipidos, activacion plaquetaria y finalmente formacion del trombo (69). Todos estos
elementos favorecen la expresién de moléculas adhesivas en el endotelio, para atraery
adherir monocitos y linfocitos-T, que pueden estar unidos a plaquetas u otros leucocitos
(70).

La exposicidon cronica y repetida a los factores de riesgo cardiovascular como
infecciones, fendmenos inmunitarios, estrés hemodindmico, enzimas eicosanoides
liberadas por las plaquetas y leucocitos en los estados de inflamacion,
hiperhomocisteinemias, entre otras (67) (71) (72) (73), producen una
activaciéon/disfuncién del endotelio que se caracteriza por una disminucién de NO y de
todos los mecanismo fisiolégicos de proteccion vascular (74). Esto facilita la
acumulacién y la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la pared, que a su
vez favorece la infiltracién de monocitos por ser un gran estimulo inflamatorio (75). En
el espacio endotelial estas células se diferencian a macréfagos, los cuales captan lipidos
en gran cantidad y se transforman en células espumosas. Asimismo, factores de
crecimiento, citosinas liberadas por las células endoteliales, monocitos/macrofagos, las
plaquetas y los linfocitos T agravan la lesién endotelial y potencian la migracion,
proliferaciéon y la sintesis de matriz extracelular por las células musculares lisas
vasculares determinando el crecimiento de la placa ateroesclerdtica (76) (77). De este
modo, se produce asi, una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa.

Las placas de ateroma constan de células espumosas (monocitos convertidos en

macrofagos que contienen lipidos fagocitados), células del musculo liso y lipidos
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extracelulares recubiertos por una capa fibrosa rica en colageno en contacto con la luz
vascular. El componente escleroso, compuesto por el coldgeno secretado por las células
musculares lisas, estabiliza la placa y la protege de la rotura. El desarrollo de la placa es
lento y la manifestacidén clinica habitual es la angina estable con una supervivencia
elevada. Las placas mas susceptibles a la rotura presentan un gran contenido lipidico
(esteres y cristales de colesterol), mayor concentracién de células espumosas y FT, baja
densidad de células musculares lisas y una capa fibrosa muy delgada (78) (79), si se
comparan con las placas estables, con el subsiguiente riesgo elevado de formacién de
un trombo. Los mecanismos que pueden producir la rotura de la placa son el espasmo
coronario, actividad fisica extrema, trauma emocional severo, actividad sexual,
exposiciéon a drogas como cocaina o anfetaminas, infecciones, exposicion al calor o
simplemente actividades de la vida diaria (80) (81). La activacion de macrdfagos vy
linfocitos T localizados en la placa promueven la proliferacion de células musculares
lisas, las cuales pueden producir proteasas que digieren la matriz extracelular
favoreciendo el proceso (82).

Cuando el desgarro de la placa es pequeno, la sangre penetra y expande la placa,
pero no origina trombo en la luz arterial. Si la rotura o fisura de la placa es mayor, el
material lipidico que la compone, muy rico en FT altamente trombogénico (83), queda
expuesto al flujo sanguineo y se produce la adhesién y a la agregacién de las plaquetas,
la generacién de trombina vy, finalmente la formacién de un trombo de fibrina, que
puede derivar en la aparicion de un evento isquémico coronario (84).

En grado variable, las placas aterotromboticas estan compuestas de: un “core” o
nucleo rico en lipidos (que contiene colesterol cristalizado, ésteres de colesterol y
fosfolipidos), un “shell” o capa de tejido fibroso (con células vasculares de musculo liso y
tejido conectivo de matriz extracelular que incluye colageno, proteoglicanos vy fibras
elasticas de fibronectina), y finalmente células inflamatorias (como los macroéfagos, vy
linfocitos-T) que producen varias enzimas y factores procoagulantes como el FT (85)
(86). Las distintas placas ateroscleréticas pueden contener proporciones variables de los
componentes previamente citados, y esto da lugar a todo un espectro de lesiones. La
vulnerabilidad de una lesién coronaria viene determinada por la masa critica del core
lipidico, el grosor de la capa fibrosa y del alto contenido en macrdéfagos (87). Ademas, la

disrupcion de una placa de ateroma estd influenciada tanto por fendmenos pasivos
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como activos (69). Los fendmenos activos consisten en las fuerzas fisicas que causan la
disrupcion. Esto normalmente sucede con mas frecuencia en las zonas donde la capa
fibrosa es mas delgada, hay mayor infiltracion de células espumosas (macréfagos mas
desarrollados ricos en FT y lipidos), y por lo tanto mas débiles. Por otro lado, los
fendmenos pasivos como la inflamacién juegan también un papel clave en la disrupcién
de la placa. Esto sucede en zonas ricas en macrofagos los cuales son capaces de
degradar la matriz extracelular debido a que tras un proceso de apoptosis secretan
enzimas proteoliticas, como las metaloproteasas de la matriz (colagenasas, gelatinasas,
etc.) (69). Durante este proceso apoptotico también se produce un shedding de
microparticulas desde la membrana de las células y la expresién de fosfatidilserina que
resulta en una actividad procoagulante incrementada. Todos estos datos sugieren que
la composicidon de las placas atendiendo a sus proteinas principales, FT y coldgeno, sea
clave determinando su trombogenicidad.

La ateroesclerosis por si sola, raramente conduce a desenlaces fatales. Sin
embargo, el evento agudo que puede comprometer la vida del paciente y que
predominan en las lesiones que causan el SCA es la formacion de un trombo sobre la
ruptura o erosién de una placa de ateroma que produce una reduccion aguda del flujo
coronario, con o sin vasoconstriccion concomitante, comprometiendo la oxigenacién
miocardica (88) (89) (75) (90). De forma minoritaria, también pueden producirse por
traumatismo, disecciones endoteliales, tromboembolias, vasculitis con implicacion de
las coronarias, anomalias congénitas, adicciéon a la cocaina y complicaciones del

cateterismo cardiaco.

3.2.2. Epidemiologia del sindrome coronario agudo

La enfermedad arterial coronaria (EAC) se ha convertido en una de las
prioridades mas importantes de la politica sanitaria tanto por sus repercusiones
sociales, econdmicas, como de impacto en los recursos sanitarios en muchos paises. En
Espafa, la EAC lleva siendo la principal causa individual de muerte en la poblacion de
mas de 30 afios y el SCA es una de las principales causas de mortalidad, morbilidad y
coste sanitario en Espana (91) (92).

En los dltimos anos, se ha observado una reduccién en la mortalidad a corto y

largo plazo asociada al SCA, aumentando la supervivencia y pronostico de estos
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pacientes y, consecuentemente, aumentando la prevalencia de la enfermedad. La
disminucion de la mortalidad se asocia fundamentalmente a los avances en el
diagnéstico, en tratamientos de reperfusién, mayor accesibilidad a la angioplastia
primaria, aparicion de la terapia antitrombdtica moderna y estrategias de prevencion
secundaria (93) (94).

Los ultimos datos epidemioldgicos publicados en Espafia sefalan que la
incidencia anual del SCA sin elevacién del segmento ST (SCASEST) es mas alta que el SCA
con elevacion del segmento ST (SCACEST). Un estudio reciente sobre la distribucion del
SCA en nuestro pais estimo: 38.2% de SCACEST, 55.8% de SCASEST y un 6% de SCA no
clasificable (91). También se estimé en el mismo estudio un importante aumento
esperable en la incidencia de SCA durante los préximos 35-40 afios, paralelo al
envejecimiento poblacional. Asi, desde 2013 a 2049 se espera que los casos de SCA se
incrementen entre un 69 y un 116% en el grupo de edad mas avanzada, aunque
también se espera mayor incidencia en grupos de menor edad (91).

En el registro DIOCLES (Descripcion de la Cardiopatia Isquémica en Territorio
Espafiol), la mortalidad intrahospitalaria de los pacientes con SCA en Espafia (4.1%)
disminuyo con respecto al ultimo registro disponible (5.7%) correspondiente a los afios
2004-2005 (95). El SCASEST presento el menor indice de mortalidad hospitalaria (2.4%)
frente a SCACEST (6.6%) y el SCA inclasificable (7.8%) (96). La mortalidad a los 30 dias
fue del 4.8%; 8% en SCACEST, 3.2% en SCASEST y 8.1% en SCA inclasificable. La
mortalidad a los 6 meses de todos los pacientes fue del 3.8%. La supervivencia a los 6
meses fue mayor para SCASEST que para SCACEST y SCA inclasificable (96).

La FA en su forma permanente o paroxistica es frecuente en los pacientes con
SCASEST. El desarrollo de esta arritmia ocurre en 2-21% de pacientes con SCASEST. La
FA aumenta el riesgo de empeoramiento de la isquemia, el desarrollo de insuficiencia
cardiaca y de complicaciones tromboembdlicas. La FA que complica el SCA se asocia con

un aumento de la mortalidad en el hospital a largo plazo (97).

3.2.3. Fisiopatologia del sindrome coronario agudo

El SCA se define como la presentacion aguda de la cardiopatia isquémica (98) y

comprende un conjunto de entidades clinicas cuyas manifestaciones incluyen la angina
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inestable, el infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (IMCEST), infarto de
miocardio sin elevacién del segmento ST (IMSEST) y la muerte subita.

El sintoma principal que pone en marcha el proceso diagndstico y terapéutico de
los pacientes con sospecha de SCA es el dolor tordcico. Basdndose en el ECG, presencia
0 ausencia de elevacion del ST, se puede encontrar dos categorias de pacientes (97):

1. Pacientes con dolor toracico agudo tipico y elevacidon persistente (>20 min de
duracién) del segmento ST. Esta entidad se denomina SCACEST y generalmente
refleja una oclusién coronaria aguda total. En la mayoria de estos pacientes se
desarrollara en ultimo término un IMCEST. El objetivo terapéutico se basa en
una reperfusion rapida, completa y sostenida de la arteria coronaria responsable
mediante angioplastia primaria o tratamiento fibrinolitico.

2. Pacientes con dolor toracico agudo pero sin elevacidn persistente del segmento
ST. Esta entidad se denomina SCASEST y habitualmente pueden incluir una
elevacion transitoria del segmento ST, una depresion persistente o transitoria
del segmento ST, una inversion de las ondas T, ondas T planas, o una pseudo-
normalizacién de las ondas T o ausencia de cambios en el ECG cuando se

presentan los sintomas.

El mecanismo fisiopatoldgico que con mas frecuencia subyace en el SCA es la
obstruccion parcial o total de una arteria coronaria por un trombo provocado por la
rotura o erosion de una placa de ateroma preexistente en la luz arterial, produciendo
complicaciones clinicas secundarias a la isquemia o necrosis miocardica (88) (99). El tipo
y grado de oclusiéon (total o parcial) y la duracion de la isquemia producida por la
trombosis aguda coronaria determinan la extension del tejido necrosado o isquémico y
la severidad del evento agudo.

La inflamacion se cree que juega un papel clave en rotura de la placa, a pesar de
los estimulos que inician el proceso inflamatorio agudo permanecen imprecisos (100)
(101). La activacidn y agregacion plaquetaria sobre la superficie trombogénica expuesta
de una placa rota es un evento importante precoz en la patogénesis de la SCA (101)
(102). Las plaquetas activadas liberan sustancias inflamatorias y mitogénicas en el
microambiente, alterando principalmente la quimiotaxis, propiedades adhesivas y

proteoliticas del endotelio (102). El endotelio vascular sano libera NO y prostaciclina, los
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cuales inhiben la activacion y agregacion de plaquetas. Es probable que estos
mecanismos contra-reguladores de tromborresistencia endotelial limiten el alcance y la
duracion de la activacion plaquetaria en respuesta a la lesidon vascular (102). Esta
hipdtesis explicaria por qué sélo una pequefia fraccién de las placas rotas puede
provocar sintomas mientras que la mayoria sanan en silencio. La naturaleza episddica
de la activacion plaquetaria, con el apoyo de los aumentos transitorios de la biosintesis
de TXA2, es coherente con el concepto de la aterotrombosis coronaria como un proceso
dindmico, en el que los episodios repetidos de formacién de trombos y la fragmentacion
se producen a través de una placa rota (102). Por ultimo, un espasmo focal o difuso de
las arterias coronarias normales o ateroscleréticas, predominantemente causados por
estimulos vasoconstrictores que actuan sobre las células del musculo liso vascular
hiperreactivas, puede causar SCA.

El trombo es rico en fibrina y completamente oclusivo y sin circulacién colateral
en casos de IMCEST. La isquemia es mas prolongada, con mayor duracién del dolor y
mayor extension de la necrosis. Sin embargo, el trombo es rico en plaquetas, |abil y
parcial o transitoriamente oclusivo con circulacion colateral o no en los SCASEST. En la
angina inestable la oclusién temporal no suele durar mas de 20 minutos y no produce
necrosis miocdrdica. En el IMSEST, la interrupcion del flujo dura mas tiempo, aunque el
territorio distal puede estar protegido por circulacién colateral procedente de otros
vasos, lo que limita la duracién de la isquemia y la cantidad de miocardio necrosado. En
este ultimo caso, puede ocurrir que en lugar de la rotura se produzca la fragmentacion
de la placa en particulas pequefias, que a su vez, pueden embolizar y ser arrastradas
hasta ocluir capilares y arterias. Estos émbolos plaquetarios pueden causar zonas de
necrosis en el miocardio irrigado por el vaso de origen, con la consecuente liberacién de
marcadores bioquimicos de necrosis miocardica. Ademas de la ruptura de la placa, otro
fendmeno que puede desencadenar un SCA es la erosion de la placa. La formacion de
un trombo en estos casos podria verse facilitada por un estado de trombogenicidad
sistémica aumentada. Este mecanismo es mas frecuente en pacientes jovenes,

fumadores y mujeres (103) (104).
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4. ANTICOAGULANTES DE ACCION DIRECTA Y APIXABAN

Los tratamientos anticoagulantes convencionales pueden reducir
significativamente el riesgo de trombosis en el territorio venoso, y el ictus o embolismo
sistémico en pacientes con FA. Los anticoagulantes orales clasicos basado en el
antagonismo de la vitamina K han demostrado eficacia en la prevencidon de
complicaciones tromboembdlicas en este contexto clinico. Desafortunadamente, los
AVK tienen limitaciones inherentes, incluyendo, retraso en el inicio de su accidn,
estrecho rango terapéutico, la variabilidad de su respuesta, la necesidad de control
continuado y numerosas interacciones con otros medicamentos y alimentos. Dado que
la frecuencia de ictus relacionado con la FA aumenta con la edad, las guias de las
diferentes sociedades cientificas advierten de que el riesgo de sangrado en un paciente
debe cuantificarse antes de la exposicidn a la anticoagulacion y sopesar frente el riesgo
de ictus con y sin anticoagulacién. A pesar de los esfuerzos para una correcta evaluacion
clinica de la relacidn riesgo/beneficio, no todos los pacientes con FA con riesgo
tromboembdlico  reciben el tratamiento anticoagulante adecuado (10).
Consecuentemente, se considerd que se necesitaban nuevas estrategias para optimizar
la prevencion del ictus isquémico embdlico, a menudo mortal o incapacitante, causada
por FA. En la ultima década, el desarrollo de los nuevos anticoagulantes orales (NACOs),
actualmente también conocidos como anticoagulantes orales de accién directa
(ACODs), con mecanismos de accion mas especificos, amplio rango terapéutico y con
menos interacciones farmacoldgicas, podria ser una nueva opcion terapéutica para
estos pacientes. Aun asi, en algin caso estos nuevos farmacos podrian producir
hemorragia y, por consiguiente, seria necesario la determinaciéon y control de su
actividad anticoagulante, ademas de la investigacion sobre la reversion de dicho efecto
en caso necesario (11). Los ACODs se clasifican en dos grupos dependiendo de su
mecanismo de accién, dirigidos a la inhibicion directa del Flla (trombina), como
ximelagatran y dabigatran etexilato (Pradaxa®); o del FXa, como rivaroxaban (Xarelto®),
apixaban (Eliquis®), y edoxaban (Lixiana®) (12).

Apixaban es un ACOD con una accidn inhibitoria directa, especifica y reversible
del FXa. Estudios clinicos previos, realizados con miles de pacientes sometidos a cirugia

ortopédica mayor, han demostrado un alto perfil de seguridad y eficacia en la profilaxis
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y el tratamiento de la enfermedad tromboembdlica venosa. Los resultados de dos
grandes ensayos clinicos en fase 3 (ARISTOTLE y AVERROES) (13) (14) han demostrado la
eficacia y seguridad de apixaban (5 mg BID; y con reduccion de dosis a 2,5 mg BID para
pacientes con FA no valvular (FANV) y al menos 2 de las siguientes caracteristicas: edad
>80 afos, peso corporal <60 kg, o creatinina sérica 21,5 mg/dL (133 umol/L)) en
comparacion con AAS o warfarina en la prevencion del ictus en pacientes con FA. Para
los pacientes no aptos para el tratamiento con AVK, apixaban mostré mas eficacia que
la AAS en la prevencion del ictus con similares niveles de seguridad con respecto a los
riesgos de sangrado. La eficacia y seguridad de apixaban en los ultimos ensayos clinicos
fue consistente a través de varios analisis de subgrupos (13) (14).

En el caso de los pacientes que han presentado un SCA, a pesar de ser tratados
con doble antiagregacién (inhibidores del receptor plaquetario [P2Yi,; clopidogrel,
ticopidina, ticagrelor, prasugrel y cangrelor] + AAS), permanecen en riesgo de presentar
nuevos eventos tromboembdlicos. Debido a que sobre las lesiones aterosclerdticas
causantes de la clinica existe una trombosis que es la causa directa del episodio clinico,
siempre ha habido interés en investigar los posibles beneficios de los anticoagulantes
anadidos al tratamiento antiagregante habitual. Cuando se trata de pacientes con SCA,
en los que se realiza intervencionismo coronario suele ser necesaria la implantacién de
un stent coronario, lo que conlleva tratamiento indefinido con anticoagulante, por la FA,
y con doble antiagregacion, por el stent, por un tiempo variable, que va, segun el tipo
de stent y el paciente, de uno a 12 meses. Esto conlleva, ldgicamente, un incremento
del riesgo de sangrado. En este contexto, no es bien conocido qué papel pueden jugar
los ACODs como los inhibidores del FXa y los inhibidores directos de la trombina.

Con el objetivo de evaluar la eficacia y seguridad de los anticoagulantes de
nueva generacion en comparacion con placebo en pacientes con un SCA que reciben
doble terapia antiplaquetaria Komaocsi et al. (105) disefiaron un metaanalisis en el que
se incluyeron todos los estudios que habian evaluado los ACODs, tanto anti-Xa como
inhibidores directos de la trombina en pacientes con un SCA y terapia antiagregante
dual. Los indicadores de eficacia fueron la trombosis del stent, mortalidad global y un
evento combinado de eventos isquémicos mayores. Los indicadores de seguridad
fueron los eventos mayores de sangrado segun los criterios del grupo TIMI. El beneficio

clinico neto se calculé como la suma del evento isquémico combinado y los sangrados
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mayores. Se evaluaron un total de 7 ensayos clinicos que englobaron a mas de 30.000
pacientes con un SCA, doble antiagregacion y un ACOD (ximelagatran, darexaban,
dabigatran, apixaban, edoxaban y rivaroxaban). Globalmente, el uso de estos nuevos
anticoagulantes orales se asocid a un incremento significativo de eventos de sangrado
(OR 3,03; IC 95%: 2,20-4,26, p <0,001). También se objetivd un descenso significativo
(aunque moderado) del riesgo de trombosis del stent y del evento isquémico
combinado, sin diferencias en la mortalidad global. Lo mas interesante de los resultados
es en lo concerniente al beneficio clinico neto, sin encontrarse ventajas con la
asociacion de los anticoagulantes (OR 0,98; IC 95%: 0,90-1,06, p=0,57). Los autores
concluyen que el uso de los ACODs afadidos a la doble terapia antiplaguetaria no
aporta un claro beneficio clinico en pacientes que han sufrido un SCA (105). Habrda que
ver si existe un contexto clinico de interés en el que este tipo de tratamiento (triple
terapia) tiene su lugar, pues en muchos de ellos la dosis utilizada es diferente a la
recomendada para, por ejemplo, prevenciéon del ictus en FA, arritmia que
frecuentemente suelen tener este tipo de pacientes.

La utilizacion de anticoagulantes en el SCA durante la fase aguda y a largo plazo
ha mejorado su prondstico debido a la reduccién de episodios trombaéticos, pero
asociandose a mayor riesgo de sangrado. En los ultimos afios se han desarrollado los
ACODs, los cuales no requieren monitorizacion y presentan menor riesgo de sangrado.
Por el momento, rivaroxaban es el Unico ACOD que ha presentado un perfil de riesgo-
beneficio favorable en pacientes con SCA. El estudio ATLAS ACS 2-TIMI 51 es el primer
ensayo de fase Ill que demuestra que la adicion de rivaroxaban a “dosis muy baja” (2,5
mg BID; frente a dosis plenas de 20 mg QD [desde el dia 22 en adelante. Del dia 1 a 21:
15 mg BID] para la indicacion de la prevencion del ictus y embolia sistémica con FANV) a
la terapia antiagregante dptima reduce la mortalidad, la mortalidad cardiovascular, el
infarto o el ictus sin un aumento significativo en los sangrados fatales. Este estudio fue
un ensayo clinico controlado con placebo en el que se distribuyd aleatoriamente a
15.526 pacientes en tres grupos (106), uno tratado con 2,5 mg BID (“dosis muy baja”),
otro con 5 mg BID (“dosis baja”) y otro con placebo. Todos los pacientes estaban
recibiendo tratamiento médico estandar, incluyendo AAS a dosis bajas y una
tienopiridina (clopidogrel o ticlopidina de acuerdo con las directrices nacionales o

locales). El objetivo de eficacia era la suma de infarto de miocardio, ictus y muerte de
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origen cardiovascular. Se observd que rivaroxaban, comparado con placebo, reducia de
manera significativa el objetivo de eficacia el 8,9% y el 10,7%, con las dosis de 2,5 mg
BID y 5 mg BID, respectivamente. Ademas, la “dosis muy baja” de 2,5mg BID redujo la
mortalidad cardiovascular (el 2,7 contra el 4,1%; p=0,002) y la mortalidad por cualquier
causa (el 2,9 contra el 4,5%; p=0,002). Esto no se observd con la “dosis baja” de 5mg
BID. Rivaroxaban a dosis-combinada (2,5 mg BID y 5 mg BID) aumenté el sangrado
mayor (el 2,1 frente al 0,6%; p<0,001) y la hemorragia intracraneal (el 0,6 frente al 0,2%;
p=0,009) sin incremento de sangrado mortal. La “dosis muy baja” de rivaroxaban
produjo menos hemorragias mortales que la “dosis baja” (el 0,1 frente al 0,4%; p=0,04).
El estudio demostrd que afiadir anticoagulacion oral a “dosis muy baja” (2,5mg BID) a
los antiagregantes puede ser util en la prevencién de recurrencias tras un SCA (106).
Gracias a esta evidencia la EMA aprobd, el pasado mes de Mayo 2013, la indicacion de
Xarelto® (rivaroxaban) 2,5 mg BID para la prevencién de eventos aterotrombdticos en
pacientes adultos tras un SCA con biomarcadores cardiacos elevados se administra en
combinacidn con AAS sélo, o con AAS mas clopidogrel o ticlopidina.

Asimismo, en el estudio APPRAISE-2 se comparé apixaban en dosis de 5mg BID
con placebo en pacientes antiagregados después de un SCA (107). El ensayo tuvo que
suspenderse prematuramente, tras incluir a 7.392 pacientes, debido a un incremento
de sangrados sin una reduccién de eventos coronarios recurrentes. El objetivo de
eficacia (muerte cardiovascular, infarto e ictus) ocurrié en el 7,5% de los pacientes del
grupo de apixaban (13,2% pacientes/afio) y en el 7,9% del grupo placebo (14%
pacientes/afio). Ocurrieron hemorragias mayores en el 1,3% del grupo de apixaban (2,4
eventos/100 pacientes/afio) y en el 0,5% del grupo placebo (0,9 eventos/100
pacientes/afio) (con apixaban, hazard ratio [HR]=2,59; intervalo de confianza del 95%
[1C95%], 1,50-4,46; p=0,001). También se observaron mds sangrados intracraneales en
el grupo de apixaban.

Apixaban vy rivaroxaban pertenecen al mismo grupo farmacoldgico, inhibidores
del FXa, sin embargo no han proporcionado resultados similares en pacientes con SCA
que precisan triple terapia antitrombodtica. Probablemente estas diferencias pueden
estar relacionadas con el disefio y dosificacion de los farmacos. El estudio APPRAISE-2
incluye un 10% de pacientes con antecedentes de enfermedad cardiovascular, sin

embargo, en el estudio ATLAS ACS 2-TIMI 51 se excluyeron los pacientes con infarto
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cerebral isquémico. También la dosis de rivaroxaban utilizada es mas baja que en los
ensayos de prevencion del ictus isquémico en FA. Consecuentemente, las dosis bajas de
anticoagulacion pueden ser mas adecuadas para los pacientes que precisen triple
terapia en el caso de los farmacos anti-Xa, no siendo igual para el caso de dabigatran
(anti-trombina), donde en el estudio RE-DEEM (108), las dosis bajas de dabigatran no
demostraron mejor eficacia (dabigatran, asociado a doble terapia antiplaquetaria, fue
asociado a un incremento de sangrados dosis-dependiente en pacientes con un infarto
de miocardio reciente), aunque el disefio del estudio no pretendid llegar a esa
conclusion. Estos hallazgos apoyan el concepto de que una baja intensidad de inhibicién

del FXa puede ser mas efectiva en la prevencion secundaria de SCA (109).
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Los ACODs han sido propuestos como una alternativa a los anticoagulantes
clasicos, incluyendo entre estos los AVKs y las heparinas. Los ACODs poseen
mecanismos de accion mas especificos, facilidad de manejo, rapidez de acciéon, amplio
rango terapéutico, menos interacciones farmacoldgicas, y no precisan sistematicamente
monitorizacion ni ajuste de dosis para asegurar su eficacia y su seguridad. No obstante,
el grado de anticoagulacién puede variar en funcién de su dosificacion e intervalo entre
dosis.

Teniendo en cuenta los buenos resultados de los ACODs frente a warfarina en la
prevencion de ictus debida a la FA, y frente a enoxaparina en el tromboembolismo
venoso, seria procedente investigar la posible sinergia de un tratamiento combinado
antiplaquetario con ACODs en el marco del SCA. Actualmente, de todos los ACODs
aprobados por las Agencias Reguladoras, sélo rivaroxaban ha mostrado unos resultados
satisfactorios en esta indicacién, reduciendo el riesgo del criterio de valoracién
combinado de muerte por causas cardiovasculares, infarto de miocardio o ictus (106);
en cambio, los mostrados con apixaban en el estudio APPRAISE-2 no fueron positivos
(107). Una de las hipétesis de que apixaban no pudiera demostrar eficacia, sin sacrificar
la seguridad, incrementado los sangrados, seria que la dosis seleccionada en este ultimo
estudio fue demasiado alta, y se deberia haber reducido frente a las utilizada en FA (5
mg BID), pero esta posibilidad aun no se ha investigado en detalle (15). Asimismo, la
actividad inhibidora de apixaban sobre la generacidon de trombina debe ser considerada
como una ventaja importante; sin embargo, su efecto sobre la actividad procoagulante
mediada por plaquetas y su accidén antiplaquetaria no han sido evaluadas
convenientemente.

La activacidon plaquetaria, la generacidon de trombina local y la formacion de
fibrina son tres elementos clave para el mantenimiento de la hemostasia que también
contribuyen a la formacion de trombos oclusivos en los territorios arteriales. Los
mecanismos de accién de apixaban apoyan su potencial uso terapéutico en la
prevencion de complicaciones trombaticas en el sistema vascular arterial, sin embargo
los efectos de este agente sobre la activacidon y agregacidén plaquetaria no se han
investigado en detalle. Persisten algunos mecanismos de accion de apixaban por

dilucidar, sobre todo los que refieren a la generacion de trombina en un modelo celular
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de la coagulacion en presencia de un numero elevado de plaquetas, una situacién
patolégica que precede al desarrollo de eventos trombdticos en el territorio arterial.
Esta tesis ha tratado de actualizar la informacién disponible sobre Ia
farmacologia y los datos clinicos de apixaban en la prevencién del ictus y de la embolia
sistémica en pacientes con FA, y la posterior evaluacion y cuantificacion de los efectos
inhibidores de apixaban sobre diferentes aspectos de la formacion de trombos en el
territorio arterial. Para la confirmacion de las hipdtesis planteadas se han utilizado
distintas aproximaciones experimentales en condiciones de flujo dinamico y estatico
con el fin de determinar si apixaban a dosis mas bajas, que a las que estan indicadas
para la prevencion y tratamiento de complicaciones tromboembdlicas, podria ser un

candidato para la prevencién de eventos isquémicos en el territorio arterial.
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OBIJETIVOS







El objetivo final de esta tesis doctoral ha sido investigar distintos aspectos de la
accién antiplaquetaria de apixaban. Para conseguirlo nos propusimos los siguientes

objetivos especificos:

1. Actualizar la informacion disponible sobre apixaban en la prevencién del ictus y de Ia
embolia sistémica en pacientes con FANV, en todas su subpoblaciones, mediante la

publicacidn de un manuscrito indexado.

2. Estudiar y cuantificar los efectos asociados a apixaban sobre diferentes aspectos de
la formaciéon del trombo, mediante aproximaciones experimentales con distintas
condiciones de flujo que evaluasen:

a. La deposicion de fibrina y la agregacion plaguetaria sobre una superficie
trombogénica, en un modelo experimental de trombosis con sangre circulante a
indices de cizalladura arteriales.

b. Las propiedades tromboelastométricas del coagulo en formacion mediante el
sistema ROTEM.

c. La generacién de trombina local aplicando un modelo celular de la coagulacién en

un medio enriquecido en plaquetas.

3. Evaluar la posibilidad de que apixaban a dosis mas bajas, que a las que estan
indicadas para la prevencion y tratamiento de complicaciones tromboembdlicas,
ofreciese una relacién favorable riesgo-beneficio en la prevencidén o tratamiento de

las complicaciones isquémicas/trombdticas en el territorio arterial.
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MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones referidas en esta tesis se ajustaron a la Directiva 2010/63/UE
del Parlamento Europeo sobre la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos; y con los principios resumidos en la Declaracion de Helsinki. El estudio fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinico de Investigacién Clinica (Registro:
2011/6837). El protocolo para aislar aortas de conejos, utilizadas como substrato
trombogénico, también fue aprobado por el Comité Etico de Animales de la Universidad
de Barcelona (CEEA Registry: 473/12).

La presente tesis esta constituida por dos partes bien diferenciadas con

diferente metodologia: una parte bibliografica, y una parte experimental de laboratorio.

Diseno de la revision bibliografica de apixaban en la prevencidn de ictus y la embolia
sistémica en fibrilacion auricular no valvular

En la primera etapa de esta tesis doctoral se realizd una revisiéon exhaustiva de
toda la bibliografia, una consulta de las bases de datos, fuentes de la web de
ClinicalTrials.gov, fondos de la Universidad de Barcelona, sobre apixaban en la
prevencion del ictus y de la embolia sistémica con FA no valvular (FANV), ya que en ese
momento no existia ninguna revision que recopilase e incluyese todos los datos
farmacolodgicos, y todos los subgrupos de pacientes de los estudios pivotales. En primer
lugar, se hizo una revision de la farmacologia pre-clinica, farmacocinética y metabolismo
de Apixaban. A continuacién, se analizaron todos los estudios clinicos, tanto en la
tromboprofilaxis venosa como la prevencién del ictus y de la embolia sistémica con
FANV. La revision bibliografica sobre Apixaban se publicé como “Apixaban in the
Prevention of Stroke and Systemic Embolism in Nonvalvular Atrial Fibrillation”, el pasado
mes Julio de 2013. Esta revision no incluye datos de estudios con apixaban en el

contexto del SCA.

Disefo experimental
El objetivo del estudio experimental fue evaluar los efectos de apixaban en dosis
terapéuticas y sub-terapéuticas en diferentes modelos de hemostasia: 1) Las

modificaciones en las propiedades adhesiva-cohesivas de las plaquetas y en Ia
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formacion de fibrina se evaluaron con dispositivos de perfusion, mediante sangre total
circulante a través de segmentos vasculares dafiados, y un indice de cizalladura similar a
los encontrados en las arterias de tamafio medio; 2) Los cambios en los pardmetros
tromboelastométricos durante la formacién de codgulos de sangre citrada se
investigaron mediante el sistema ROTEM Thromboelastometry Analyser; y 3) La
contribucién de las plaquetas a la dindmica de generacién de trombina local, se estudié
utilizando un modelo celular in-house de generacién de trombina mediado por
plaguetas, en un ensayo fluorimétrico con un sustrato fluorogénico (Technoclone

GmbH, Austria).

Reactivos

El Tampodn Fosfato Salino (PBS) fue de Gibco BRL Life Technologies (Paisley, UK).
El kit de incrustacién JB-4 para procesamiento histologico fue de Polyscience
(Warrington, EE.UU.). Los reactivos de tromboelastometria ROTEM, ex TEM® y star-
TEM®, fueron de Pentapharm GmbH (Munich, Alemania). La generacion de trombina se
evalué con el sustrato fluorogénico de Technoclone GmbH (Viena, Austria). El FT
expuesto en vesiculas de fosfolipidos para activar la generacién de trombina fue
Thromborel® S (placental human Tissue Factor; pTF), de Siemens Healthcare (Marburg

BmbH, Alemania).

Apixaban

El principio activo apixaban fue proporcionado por Bristol-Myers Squibb (NY,
EE.UU.). Apixaban se disolvid inicialmente en etanol, y posteriormente se diluyd en
solucion salina a una concentracion madre final de 1 pug/mL. Las muestras de sangre
fueron incubadas con diferentes concentraciones de apixaban (0, 10, 40 y 160 ng/mL)
durante 30 min a 379C. La concentracion de 160 ng/mL de apixaban es equivalente a la
concentracion maxima (Cnax) en el estadio estacionario después de la administracién de
5 mg BID, correspondiente a la dosis recomendada para la prevencion de ictus vy
embolia sistémica en pacientes con FA (110). La concentracién de 40 ng/mL es

compatible con la concentracion minima (Cnin) después del mismo régimen posoldgico
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de apixaban, y la concentracion de 10 ng/mL podria ser compatible con la Cuin

alcanzada después de una administracion de 2,5 mg BID de apixaban (111).

Recogida de sangre y aislamiento de plaquetas

Las muestras de sangre fueron extraidas de donantes sanos que en los 10 dias
previos no habian tomado ningun farmaco conocido que afectara a las plaquetas o el
sistema de coagulacién. La sangre se recogié en tubos de citrato de BD Vacutainer™
llevando a una concentracion de citrato final de 11 mM. Para los estudios de la
generacion de trombina, la sangre total fue separada en plasma y plaquetas aisladas. El
plasma citrado se obtuvo por centrifugacion de tubos a 1.100xg durante 5 min. Las
plaguetas se separaron como plasma rico en plaquetas (PRP; 120xg, 7 min) y se lavaron
3 veces con un tampdn que contiene citrato de sodio 93 mM, acido citrico 7 mM,
dextrosa 140 mM, adenosina 5 mM y teofilina 3 mM (pH 6,5). El sedimento (pellet) final
se resuspendio a 1x10° plaquetas/L en solucidn salina equilibrada de Hank (136,8 mM
NaCl, 5,3 mM KCIl, 0,6 mM Na;HPO,, 0,4 mM KH,PO4, 0,2 mM NaH,P0,-2H,0)
suplementado con dextrosa 2,7 mM y NaHCOs; 4,1 mM (pH 7.2). Las suspensiones de

plaguetas se dejaron en reposo a 37 eC durante 30 min (112).

Estudios de perfusion

Alicuotas de sangre incubadas previamente con apixaban fueron recalcificadas
con una solucion de CaCl,, e inmediatamente perfundidas a través de camaras anulares
guedando expuestas a un segmento vascular dafiado de aorta de conejo, como sustrato
trombogénico (113). Las aortas fueron extraidas de conejas New Zealand jovenes (2.8-

3.0 Kg; http://www.granjasanbernardo.com/). Las conejas fueron sedadas con una

combinacién de quetamina intramuscular (30 mg/Kg) + xilacina (5 mg/Kg), y a posteriori
se les realizd una eutanasia usando una sobredosis de anestesia (pentobarbital sédico
intravenoso; 500 mg/Kg). La muerte fue confirmada por desangrado total. Para evitar la
formacion de coagulos que se pudiesen adherirse al endotelio, se realizd una apertura
por el térax permitiendo canular la vena cava en la zona de unidn entre las venas iliaca 'y
renal, y lavar el circuito vascular con solucion salina. La aorta fue extirpada mediante un

corte en el punto donde las dos venas iliacas se separan. Los vasos extraidos fueron
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limpiados de restos de capilares y grasa, y seguidamente evertidos, quedando la pared
interna del vaso expuesta hacia el exterior. A continuacién, los vasos se cortaron en seis
segmentos de 1 cm de longitud y el endotelio fue eliminado quimicamente con 20 U/mL
de a-quimiotripsina (379, overnight), dejando expuestas las proteinas subendoteliales.
Estos segmentos vasculares dafiados fueron almacenados en PBS a -202C hasta su uso.
Cada experimento fue llevado a cabo con vasos de la misma coneja, para evitar
variaciones inter-individuales. Se realizaron estudios de perfusién a un indice de
cizalladura de 800 s*, durante 5 min. Los vasos perfundidos se limpiaron con PBS,
fijaron con glutaraldehido al 2,5% (49C, 24 h) y se procesaron histolégicamente para su
evaluacion morfométrica. La deposicion de fibrina y las interacciones plaquetarias
fueron evaluadas por microscopia éptica en cortes histoldgicos transversales semifinos

de los vasos perfundidos.

Camara anular de Baumgartner

oy -
— = E——1) A — T
TS = ' bomba
1 peristaltica
Segmento vascular

danado Q

Fibrina
CONDICIONES \alk\ Trombo
Contacto Adhesion r
= Sangre citratada recalcificada® mM ¢ o2 ;&’- .d&
Apixaban (APlX: 0- 10 - 40- 160 ng/m L) Corte transversal del segmento
Incubar 30 min a 37°C {1
* [ndice de cizalladura: 800 s % Superficie cubierta por plaquetas
* Tiempo:5 min % Superficie cubierta por fibrina

Figura 7. Esquema del experimento de perfusién para el estudio de la deposicion de fibrina y la

agregacion plaquetaria

Un software especificamente desarrollado clasific6 'y  cuantificd
automaticamente la cobertura de plaquetas y fibrina presente en 20 campos
microscépicos elegidos aleatoriamente en secciones no adyacentes (114). Las
interacciones plaquetarias con las superficies vasculares expuestas se evaluaron como

porcentaje de la superficie total del vaso cubierto por plaquetas. La presencia de masas
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plaguetarias mas grandes (agregados de >5 um de altura) también se expresaron como
un porcentaje de la superficie total del vaso. Del mismo modo, la presencia de fibrina en
los mismos campos microscopicos se cuantificd también morfométricamente y se

expresd como un porcentaje de cobertura de fibrina depositado en el subendotelio.

Estudios de tromboelastometria

Las modificaciones en los parametros tromboelastométricos durante |Ia
formacion de coagulos en muestras de sangre citradas e incubadas previamente con
apixaban (0, 10, 40 y 160 ng/mL) fueron investigadas mediante ROTEM

Thromboelastometry Analyser (PentapharmGmbH, Munich, Alemania) (113).

CONDICIONES
= Sangre citratada

Apixaban (APIX: 0- 10 - 40- 160 ng/mL)
Incubar 30 mina 372C

= Recalcificacion con CaCl, (starTEM reagent)
= Micelas factor tisular (r-exTEM reagent)

* Via extrinseca de coagulacion
* Fibrindgenoy polimerizacién fibrina
* Funcién plaquetaria

Parametros segun tamafo del codgulo:

I 0-2mm  Tiempo de coagulacion CT (seg)

I 2-20mm  Tiempo de formacion del codgulo CFT (seg)

l >20mm  Amplitud / firmeza del codguloa los 10 A10 (mm)
CFT min desde CT

b8

Figura 8. Esquema de las propiedades tromboelatrométricas del codgulo en formacion

mediante ROTEM.

La formacion del coagulo fue activada por la adicion de reactivo ex-TEM® vy
recalcificacion con star-TEM®, ambos disponibles comercialmente. La prueba ex-TEM®
mide los cambios en la via extrinseca de la coagulacion, la polimerizacién del FNG v la

fibrina, y la funcién plaquetaria. Los coagulos obtenidos con ex-TEM® se componen de
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plaguetas y fibrina. El tiempo de coagulacion (TC) y el tiempo de formacion del codgulo
(TFC) indican la cinética de la formacidon de coagulos y se expresan en segundos. La
amplitud de codgulo proporciona informacién acerca de la fuerza y la estabilidad de los
codgulos, que depende en gran medida sobre el FNG vy las plaquetas, y se expresa en
milimetros. El TC se define como el tiempo que el coagulo formado alcanza 2 mm; el
TFC es el tiempo en que este codgulo llega a 20 mm; y la amplitud de coagulo después

de 10 min (A10) es una medida de la firmeza del coagulo en este punto del tiempo.

Modelo mediado por plaquetas de la generacion de trombina

La contribucion de las plaquetas a la generacion local de trombina se investigd
en un modelo celular disefiado y optimizado, utilizando un ensayo fluorométrico
modificado (Technoclone GmbH, Austria). Suspensiones de plaquetas lavadas a 1x10°
plaguetas/uL en una solucién salina equilibrada de Hanks, fueron usadas como fuente
de fosfolipidos anidnicos y factores liberados de los granulos después de la activacién
en aras de potenciar la generacion de trombina. La adicion de plasma citrado al 7.5%
(plasma pobre en plaquetas; PPP) asegurd la presencia suficiente de factores de
coagulacion para iniciar y mantener la generacién de trombina sin ser el principal
contribuyente a la misma. Esta mezcla fue incubada con diferentes concentraciones de
apixaban (0, 10, 40 y 160 ng/mL) durante 30 min a 379C. La generacion de trombina se
inicio por adicién de FT 1,1 pM expuesto a micelas de fosfolipidos y un sustrato
fluorogénico que también contiene CaCl, para favorecer la activacion de los
mecanismos de coagulacién (115). La fluorescencia generada se evalud a una longitud
de onda de 390/450 nm (excitacion/emisidon) durante 90 min (a intervalos de 1 min) y
las unidades de fluorescencia fueron analizadas con Thermo Fluoroskan Ascenso
Software (Technoclone GmbH). Los parametros evaluados en nuestros estudios fueron:
la fase de latencia (min), el pico de trombina maximo (nM) y el tiempo para alcanzar
este pico (min). Estudios paralelos se realizaron con “vehiculo”, mediante solucién
salina equilibrada de HANKS, en lugar de plaquetas, en aras de confirmar el rol de las

plaquetas en la generacién de trombina.
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Modelo celular de generacién de trombina facilitada por plaquetas

© Plaquetas + 7.5% PPP + APIX Peak Thrombin |

Apixaban (APIX: 0- 10 - 40- 160 ng/mL)
Incubar 30 min 372C

| Inactivation phase

e Factortisular (1.1 pM)
o Substrato cromogénico + Ca?*

Thrombin

= o
Q — lla C AUC: drea bajo la curva
o 0P Fluorescencia Tiempo medicién: 90 min

i A ex/em: 390/450 nm

Plaquetas lavadas (1x10%/pL) S fOSfOle-ldOS a’n|0n|cos

Sangre P * contenido granulos
citratada
Plasma pobre en plaquetas (PPP) ___, | . factores coagulacion

Figura 9. Esquema del experimento de la generaciéon de trombina en el modelo celular de la

coagulacién mediado por plaquetas.

Estadistica

Los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM). Se utilizo
el paquete estadistico SPSS 17.0.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) para los analisis. El analisis
estadistico se realizé utilizando la t de Student para muestras apareadas después del
test de Wilcoxon-Mann-Whitney para la distribucién de Gauss. Los niveles minimos de

significacidon estadistica se establecieron en p <0,05.
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En esta seccion se incluyen los resultados derivados de la presente tesis:

I.  Pujadas-Mestres L, Escolar G, Arellano-Rodrigo E, Galan AM. Apixaban in the
prevention of stroke and systemic embolism in nonvalvular atrial fibrillation.
Drugs Today (Barc). 2013;49(7):425-36.

II. Disefo y optimizacién de un modelo celular de generacién de trombina
facilitada por plaquetas. Datos no publicados.

lll.  Pujadas-Mestres L, Lopez-Vilchez I, Arellano-Rodrigo E, Reverter JC, Lopez-
Farre A, Diaz-Ricart M, Badimon JJ, Escolar G. Differential Inhibitory Action of
Apixaban on Platelet and Fibrin Components of Forming Thrombi: Studies with
Circulating Blood and in a Platelet-Based Model of Thrombin Generation. PLoS
One. 2017 Feb 13;12(2):e0171486.

La version final de las publicaciones generadas a raiz de los resultados de la presente
tesis puede consultarse en la seccion ANEXO.
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RESULTADOS |

Apixaban en la prevencion del ictus y la embolia
sistémica en fibrilaciéon auricular no valvular

Pujadas-Mestres L, Escolar G, Arellano-Rodrigo E, Galan AM.
Drugs Today (Barc). 2013;49(7):425-36.

Objetivo
Actualizar la informacion disponible sobre apixaban en la prevencion del ictus y
de la embolia sistémica en pacientes con FANV, en todas su subpoblaciones, mediante

la publicacidon de un manuscrito indexado.

Principal hallazgo

Apixaban ha demostrado eficacia y seguridad en profilaxis y tratamiento de Ila
enfermedad tromboembdlica venosa sometidos a cirugia ortopédica mayor, y en la
prevencion del ictus en pacientes con FANV. La eficacia y seguridad de apixaban en los
ultimos ensayos clinicos fue consistente a través de varios andlisis de subgrupos.
Posteriormente, se ha demostrado la eficacia y seguridad de apixaban para el
tratamiento agudo y extendido de la TEV, como para la prevencion extendida de
recurrencias de TEV. Teniendo en cuenta los buenos resultados de apixaban, seria
procedente investigar la posible sinergia de un tratamiento combinado antiplaquetario

con apixaban en el marco del SCA.
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ANTECEDENTES

La FA es la arritmia mas frecuente. Mas de 7 millones de personas en los EE.UU.
y la UE pueden verse afectados por algun tipo de arritmia y la prevalencia de esta
patologia continla aumentando como la esperanza de vida sigue aumentando en los
paises desarrollados (116). La prevalencia de FA aumenta dramaticamente con la edad.
El diez por ciento de la poblacion con >80 afios puede sufrir de FA (46). El ictus es la
principal complicaciéon tromboembdlica de FA. Los pacientes con FA tienen un riesgo de
2 a 7 veces mayor de padecer un ictus isquémico, con un aumento de 2 veces en la
mortalidad y con un riesgo subsecuente de deterioro cognitivo incapacitante (117). El
ictus debido a FA es mas incapacitante que el ictus debido a otras causas y tiene una
mayor tasa de recurrencia. Del 15% al 30% de los individuos que sobreviven a un ictus
estan permanentemente incapacitados (118). Se ha acordado que el mundo se enfrenta
a una creciente epidemia de FA y el ictus relacionado (117) (44).

Las complicaciones tromboembdlicas en FA son el resultado de una condicion de
hipercoagulabilidad en desarrollo en la auricula del corazén. En la trombogénesis de la
FA se han implicado las dimensiones de la auricula y la interrupcién de la circulacion
sanguinea normal, la cual conlleva a un flujo turbulento y alteraciones en la pared
auricular (61). Alteraciones congénitas y adquiridas en los mecanismos de coagulacién o
una deficiente regulacion de los anticoagulantes naturales pueden contribuir ain mas al
desarrollo de un ambiente procoagulante (119). Sin duda, la cascada de coagulacién
estd implicada en la formacién del trombo venoso, arterial o auricular. En el moderno
modelo celular de la hemostasia, la coagulacion se inicia mediante el complejo FT/FVIla
en la superficie de una célula que contiene el FT e implica tres fases integradas:
iniciaciéon, amplificacion y propagacion (120). El FXa desempefiara un papel
predominante en las fases de iniciaciéon y propagacidon durante la activacion de la
coagulacion basada en el modelo celular. La inhibicion de las etapas de coagulacién
aportadas por FXa ha demostrado ser un mecanismo muy eficaz para modular la
generacién de trombina excesivo (121). La inhibicion de FXa durante la etapa de
iniciacidon reduce la generacion inicial de trombina mediante la activacién del complejo

FXa-FVa en la superficie celular. Ademas, la inhibicion de FXa durante el paso de
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propagacion impide la generacion de trombina producida a través del conjunto del
complejo de protrombinasa (FVa-FXa y calcio).

La prevencion del ictus es el objetivo clave en el tratamiento de la FA. La
experiencia clinica abrumadora demuestra que el riesgo de ictus debido a FA se puede
reducir en dos terceras partes con anticoagulacion eficaz (117). La anticoagulacidn oral
basada en los AVK, ha demostrado ser eficaz en la prevencidn del ictus en FA, aunque
sus principales inconvenientes incluyen, su estrecha ventana terapéutica, la gran
variabilidad inter e intra-individual de la dosis-respuesta, un lento inicio y final de
accién, la necesidad de un seguimiento y una amplia interaccion con alimentos vy
medicamentos (10). Se necesitan nuevas estrategias con mecanismos de accién mas
especifico, mas amplio rango terapéutico y con interacciones farmacoldgicas menores
para optimizar la prevencién del ictus isquémico embdlico mortal o incapacitante
causada por la FA (122) (123) (11).

La inhibicién del FXa es una manera eficaz de prevenir la generacion de trombina
tanto en la fase de iniciacion como en la de propagacién de los mecanismos de
coagulacion. Apixaban es un nuevo anticoagulante oral con una accién inhibitoria
directa y especifica sobre FXa y con demostrada seguridad y eficacia en la profilaxis y
tratamiento de la TEV en varios ensayos clinicos con miles de pacientes. Esta revisidon
proporcionara una actualizacién de la informacién basica sobre la farmacologia vy
farmacocinética de apixaban, e intentard poner en perspectiva el resultado de los
recientes ensayos clinicos que han evaluado comparativamente el potencial
antitrombético de apixaban frente a los tratamientos antitrombodticos estandar en

pacientes con FANV.

QUIMICA

Apixaban (BMS 562247; PM-460) es un inhibidor selectivo y reversible directo
del FXa. Apixaban se une al sitio activo de FXa con una afinidad elevada (Ki = 0,08 nM) y
ejerce sus mecanismos anticoagulantes y antitrombadticos independientemente de la
antitrombina (124). Apixaban es un farmaco directo que no requiere biotransformacién
anterior para convertirse en activo. La sintesis de apixaban ha sido descrita en detalle

(125).
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FARMACOLOGIA PRECLINICA

La accion anticoagulante in vitro del apixaban se ha investigado en el plasma de
ratas, conejos, perros y chimpancés. Apixaban prolonga eficazmente el tiempo de
protrombina (TP), el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), el tiempo de
trombina (TT) y el Hep-test (126) (127). La capacidad de apixaban para inhibir el FXa o
modificar las pruebas de coagulacion varia entre las diferentes especies. Las
concentraciones requeridas para duplicar el TP y el TTPa en la rata son 7,9 y 20 mM,
respectivamente. Las concentraciones de apixaban desde 3,6 a 7,4 M afiadidas in vitro
en plasma humano son capaces de duplicar los valores de TP y TTPa. Apixaban inhibe la
generacion de trombina en plasma humano con una relacion dosis-efecto de 5 nM a
400 nM con una ICso de 70 a 100 nM (128).

La accidon antitrombdtica de apixaban se ha demostrado en varios modelos
experimentales. En ratas, apixaban inhibe la formacién de trombos en territorios
vasculares arteriales y venosos con EDsy equivalente a 0,72 o 1,55 mg/kg/h,
respectivamente. Apixaban ha demostrado tener una accion antitrombdtica en un
modelo de derivacién arterio-venosa en conejos (126). En un modelo experimental de
trombosis venosa en conejos, las concentraciones de apixaban equivalente a 65 nM
redujeron el tamafo del trombo original hasta un 50%, sin prolongaciones significativas
en los tiempos de sangrado (129). En los modelos anteriores, la actividad
antitrombdtica mostré alteraciones en las pruebas de coagulacién de rutina (TTPa, TTy
TP).

Se observd un indice terapéutico favorable para apixaban en estudios
comparativos con inhibidores de trombina en un modelo de trombosis venosa en
conejos (129). Se identificd una eficacia antitrombdtica similar entre apixaban,
rivaroxaban y dabigatran en la prevencion y tratamiento de la trombosis venosa en un
modelo de conejo. Los animales tratados con apixaban o rivaroxaban presentaron
tiempos de sangrado mdas cortos en comparacidén con dabigatran a dosis
antitrombdticas equivalentes. Apixaban ha mostrado una potencia significativa para
inhibir la actividad de FXa unida al coagulo (130). Apixaban inhibe la agregacion
plaguetaria inducida por el FT. La agregacion de plaquetas por el FT se desencadena por

la trombina generada durante la interaccién del FT con FVlla y FXa en la superficie de las

82



plaguetas. La accidon inhibidora de apixaban en este marco experimental fue similar a la
de otros inhibidores especificos de FVlla o Flla (131).

A pesar de que los nuevos anticoagulantes orales se han disefiado para evitar la
necesidad de controles repetidos necesarios para el tratamiento anticoagulante clasico
basado en AVK, ocasionalmente se podria solicitar una valoracion de laboratorio para
los nuevos anticoagulantes (132). A diferencia de los AVK, apixaban no necesita
repetidos ajustes de dosis. En caso necesario, el efecto anticoagulante de apixaban se
podria medir, incluso en concentraciones muy bajas en plasma, usando un ensayo
estandar de laboratorio anti-Xa cromogénico con calibradores para heparinas de bajo
peso molecular (HBPM) o apixaban (133).

La falta de antidotos especificos para revertir las alteraciones de la hemostasia
inducidas por los nuevos anticoagulantes orales en caso de emergencias es un motivo
de preocupacion. Estudios recientes en un modelo in vitro de trombosis, con circulacién
de sangre humana, sugieren que los concentrados de complejo de protrombina o el

rFVlla podria revertir eficazmente la accidon antihemostatica de apixaban (134).

FARMACOCINETICA Y EL METABOLISMO

Después de la administracion oral, el 50-66% de apixaban se absorbe por el
estdmago y el intestino delgado. Apixaban se hall6 como el principal componente
circulante en plasma, siendo el sulfato O-desmetil de apixaban el metabolito mas
importante. La dosis administrada se recupero en heces y orina con el farmaco original
gue representa aproximadamente la mitad de la dosis recuperada. La excrecion biliar
representd una via de eliminacion menor. Las vias metabdlicas identificadas para
apixaban incluyeron O-desmetilacion, hidroxilaciéon vy sulfatacion de O-desmetil
apixaban hidroxilado (135) (136).

La Cnax Se alcanza de 1 a 3 horas tras la administraciéon oral. Después de la dosis
oral Unica de 5 mg, la Ciax alcanzada es equivalente a 104 ng/mL (110). Un 87% del total
de apixaban administrado se encuentra unido a proteinas. Tal como ya se observd en
estudios previos en animales de experimentacién, las elevaciones dosis-dependientes
en niveles plasmaticos de apixaban se correspondieron con las prolongaciones de TTPa

y TP. Tras la administracidon oral de multiples dosis de apixaban, las concentraciones
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aumentaron ligeramente por encima de los niveles observados después de la
administracion unica, con un factor de acumulacién de 1,3 a 1,9 (111). La Cax para la
dosis de 5 mg/12 horas se incrementd ligeramente en comparacion con la dosis de 10
mg en una sola administracién. La concentracién de apixaban alcanzd el estado
estacionario después de 3 dias, con una vida media de aproximadamente 9-14 horas.

Apixaban se oxida a través de mecanismos dependientes de CYP3A4 y en menor
medida mediante las isoenzimas CYP2J2 y CYP1A2. El potencial de apixaban para inhibir
o inducir CYP o para generar metabolitos activos es minimo. Apixaban es un sustrato de
CYP3A4 y de la P-glicoproteina (P-gp). Los inhibidores de CYP3A4 y de la P-gp aumentan
la exposicidn de apixaban por lo que se aumentaria el riesgo de hemorragia. Asimismo,
los inductores de CYP3A4 y de la P-gp disminuyen la exposicion de apixaban y
aumentarian el riesgo de trombosis (137). Por lo tanto, no se recomienda la
administracion de apixaban para los pacientes que reciben tratamiento sistémico
concomitante con inhibidores potentes de CYP3A4 o de la P-gp, tal como ketoconazol,
itraconazol, voriconazol y posaconazol, o ritonavir (138). Estos medicamentos pueden
duplicar la exposicién total de apixaban. Esta podria realzarse alin mas en presencia de
factores adicionales que aumentan los niveles circulantes de apixaban (por ejemplo, la
disfuncién renal). Por otro lado, la administracién concomitante de apixaban con
potentes inductores de CYP3A4 y de la P-gp (rifampicina, fenitoina, carbamazepina,
fenobarbital o la hierba de San Juan) podrian causar una reduccidn de casi el 50% en los
niveles de apixaban. La administraciéon concomitante de apixaban con estos ultimos
farmacos se deberia realizar con precaucién (138). Apixaban no parece tener
potenciales interacciones con digoxina, pero se aconseja precaucion para aquellos
grupos de pacientes que reciben tratamiento concomitante con farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), incluyendo la AAS. No se recomienda el uso
concomitante con otros inhibidores de agregaciéon plaquetaria u otros agentes
antitrombdticos. La eficacia y seguridad de apixaban frente a warfarina fue consistente
en pacientes con o sin tratamiento concomitante con amiodarona (139).

La eliminacion de apixaban implica multiples mecanismos, incluyendo el
metabolismo y la excrecién biliar y renal del farmaco no modificado. El aclaramiento

renal representa un 27% del aclaramiento total. La ingesta de alimentos no afecté a la
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Cmax O el drea bajo de la curva (ABC) de apixaban (110). La ingesta de alimentos que
contienen altos contenidos de grasas o calorias no tiene ningun efecto sobre la eficacia
de apixaban (137). La Chax NO se ve afectada por la insuficiencia renal leve o moderada.
No hay necesidad de ajustar la dosis en pacientes con insuficiencia renal leve a
moderada; sin embargo, debido a la falta de evidencia clinica, apixaban no se
recomienda en pacientes con aclaramiento de creatinina inferior a 15 mL/min o en
aquellos con insuficiencia hepatica grave. Apixaban se debe utilizar con precaucién en
pacientes con insuficiencia hepatica leve o moderada (pacientes con Child-Pugh A o B).
La Tabla | resume las caracteristicas farmacoldgicas y farmacocinéticas que se detallan

en el texto anterior.

Tabla I. Resumen de las caracteristicas farmacologicas y farmacocinéticas de apixaban.

Variables Propiedades

Referencia, Peso Molecular BMS 562247-01; CasHzsNs04,, MW 459,49

Nombre comercial; Licenciador Eliquis®; Bristol Myers Squibb, Pfizer

Mecanismo de accion; Especificidad Inhibicion directa del Factor Xa; no pro-farmaco
Farmacologia Accion antitrombotica en diferentes modelos animales
Alteracion de los test de coagulacion TP, TTPA, TTm y Hep-test

Medicion de laboratorio Test anti-Xa con calibrador apropiado

Inhibicion de la generacion de trombina (ICsq) 75-100 uM

Dosis terapéutica 2.5, 5mg/12 h

Farmacocinética: Tmax / vida media 1-3h/9-14h

100 ng/mL después de una Unica dosis terapéutica

Farmacocinética Cmax 2 dosis terapéuticas | . , o . .o
Ligeramente mas elevada después de multiples dosis terapéuticas

Biodisponibilidad Vida media: 9-14 horas
Eliminacion 25% Excrecidn renal, 50% heces
Interacciones con citocromos y P-gp CYP3A4 and P-gp

Inductores potentes del CYP3A4 y la P-gp podrian reducir la  Rifampicina, carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, o la hierba de
exposicion a apixaban (riesgo de trombosis) San Juan

Inhibidores potentes del CYP3A4 vy la P-gp podrian

. . . . Ketoconazol, itraconazol, ritonavir, o claritromicina
incrementar la exposicion a apixaban (riesgo de sangrado)

Reversion de la accidn antihemostatica PCCs, rFVlla, aPCCs

ESTUDIOS CLINICOS

Tromboprofilaxis venosa
Los pacientes sometidos a dos intervenciones quirurgicas frecuentes, como la

cadera o de rodilla, estdn en riesgo elevado de desarrollar complicaciones trombéticas.
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La proteccion contra las complicaciones tromboembdlicas alcanzadas con HBPM estd
perfectamente establecida en estas situaciones clinicas. La demostracion de tasas
adecuadas en prevencion de trombosis en pacientes sometidos a artroplastia de cadera
o de rodilla en comparacidn con la terapia antitrombdética estandar con HBPM es un
concepto de prueba para cualquier nuevo anticoagulante. Los resultados de los estudios
preliminares de fase Il en el indice de utilidad terapéutica para apixaban indicaron que
el régimen de dosificacion de apixaban de 2,5 mg dos veces al dia (BID) podria
proporcionar el indice de utilidad terapéutica mas alto (140).

Tres estudios de fase lll evaluaron la eficacia y seguridad de apixaban en la
prevencion de la trombosis en pacientes sometidos a cirugia ortopédica mayor (Tabla
I1). Los estudios nombrados bajo el acronimo de ADVANCE (Apixaban Dose orally Versus
ANtiCoagulation with Enoxaparine) incluyeron mas de 11.000 pacientes y la eficacia de
apixaban oral a 2,5 mg BID se compard con la de enoxaparina subcutanea a 30 mg BID o
40 mg una vez al dia (141) (142) (143). El resultado de estos ensayos clinicos ha
confirmado la eficacia de apixaban frente al tratamiento estandar para la prevencién de
tromboembolismo venoso (TEV) con enoxaparina (144). En el estudio ADVANCE-1,
enoxaparina (30 mg BID tal como se utiliza en los EE.UU.) o apixaban, se iniciaron a las
12-24 horas después de la cirugia de reemplazo total de rodilla (141). En este estudio,
apixaban no alcanzo el criterio de no inferioridad para la variable principal de eficacia en
comparacidon con enoxaparina, aunque mostré una menor tasa de complicaciones
hemorragicas importantes y clinicamente no relevantes que enoxaparina. Los estudios
ADVANCE-2 y ADVANCE-3 evaluaron la eficacia y seguridad de apixaban en la
prevencion de TEV en pacientes sometidos a cirugia electiva de reemplazo o artroplastia
total de rodilla (ATR) o de cadera (ATC), respectivamente. En estos estudios, apixaban
demostré la no inferioridad y la superioridad incluso para el objetivo primario de
eficacia (compuesto de la trombosis venosa profunda sintomatica o asintomatica,
embolia pulmonar no fatal y mortalidad por cualquier causa), y asimismo, fue superior
en el objetivo secundario para la prevencion de TEV mayor (141,143). Las
complicaciones hemorragicas observadas en estudios previos fueron similares para

apixaban y enoxaparina.
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Tabla Il. Resumen de los ensayos Clinicos con apixaban en la prevencion de complicaciones
tromboembodlicas.

Objetivo Escenario clinicoy firmaco comparador N2 de pacientes

Seleccion de dosis Utilidad terapéutica de apixaban en la prevencién del Model-based
tromboembolismo venoso

Tromboprofilaxis Venosa después  Apixaban vs enoxaparina; cirugia electiva de reemplazo de rodilla

de cirugia ortopédica (ADVANCE 1) 3.195
Apixaban vs enoxaparina: cirugia electiva de reemplazo de rodilla 3.057
(ADVANCE-2) .
Apixaban vs enoxaparina: cirugia electiva de reemplazo de cadera 3.866
(ADVANCE-3) .

Prevencién de complicaciones Apixaban vs. aspirina (ASA): fibrilacion auricular (AVERROES) 5.599

tromboembolicas en pacientes

con fibrilacién auricular Apixaban vs. warfarina: fibrilacion auricular (ARISTOTLE) 18.201

Ictus asociado a fibrilacién auricular

Los principales factores de riesgo para el ictus en personas con FA son ictus
previo, edad avanzada, antecedentes de hipertension, presién arterial sistélica >160
mmHg vy diabetes. El riesgo de ictus relacionado con la FA puede ser estimado mediante
el CHADS, (incluyendo insuficiencia cardiaca congestiva, hipertensién, edad >75 afos,
diabetes mellitus, ictus o accidente isquémico transitorio [AIT] previo, o
tromboembolismo) o el CHA,DS,VASc (CHADS, score modificado, donde se incluyen:
enfermedad vascular, edad 65-74, categoria Sexo, mujer) score, los cuales representan
las puntuaciones en una escala que va de 1 a6 o de 1 a 9, respectivamente; el impacto
total combinado de los factores anteriores (117). El riesgo de hemorragia implicito de la
exposicién a los AVK, la complejidad de gestidon y las numerosas interacciones de los
anticoagulantes orales clasicos ha hecho que no todos los pacientes con FA con riesgo
tromboembdlico sean tributarios a recibir el tratamiento anticoagulante (145). Antes de
la introduccidn de los ACODs, la Unica alternativa a un AVK con indicacion para FA fue la
terapia antiplaquetaria con AAS, a pesar de que esta alternativa fuera menos eficaz que
un AVK para la prevencién del ictus.

La eficacia y seguridad de apixaban oral para la prevencion del ictus en la FANV
se investigd en dos grandes ensayos aleatorios de fase lll, doble ciego (Ver Tabla Il). El
primer ensayo, AVERROES, fue disefiado para hacer frente a la gran necesidad no
cubierta de los pacientes con FANV vy riesgo de ictus, que no son adecuados para, 0 no

estan dispuestos a tomar un AVK. Por lo tanto, en este ensayo se comparé la eficacia de
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apixaban frente a la AAS en pacientes con FANV y al menos 1 factor de riesgo para ictus
que fracasaron o no fueron adecuados para el tratamiento con AVK (145). El segundo
ensayo, ARISTOTLE se disefié para determinar si apixaban era no-inferior a warfarina en
la reduccién del objetivo combinado de ictus (isquémico o hemorragico) y embolia
sistémica en pacientes con FANV y al menos 1 factor de riesgo adicional para el ictus

(146).

Apixaban frente a acido acetilsalicilico en FA: El ensayo AVERROES

El ensayo AVERROES (Apixaban Versus Acetylsalicylic Acid to Prevent Stroke in
Atrial Fibrillation) fue disefiado para comparar la eficacia y seguridad de apixaban frente
a AAS en pacientes con FANV y que, por diversas razones, no eran candidatos a
warfarina (13). Este estudio doble ciego, con doble emmascaramiento incluyé 5.599
pacientes que fueron aleatorizados para recibir apixaban 5 mg BID o AAS a una dosis de
81-324 mg al dia. La variable principal de eficacia fue la aparicion de ictus (isquémico y
hemorragico) o embolia sistémica. Antes del reclutamiento, el 40% de los pacientes

habia utilizado un AVK.

Tabla lll. Resultados de eficacia y seguridad en el ensayo AVERROES (13).

Resultado Apixaban (N=2.808) Aspirina (N=2.791) HR con apixaban P Valor
[95% IC)
N? de pacientes con Tasa de eventos N2 de pacientes con Tasa de eventos
primer evento %/aho primer evento %/afo
Ictus o embolismo sistémico 51 1.6 113 3.7 0.45 (0.32-0.62) «0.001
lctus 49 1.6 105 3.4 0.46 (0.33-0.65) <0.001
Isquémico 35 1.1 93 3.0 0.37 (0.25-0.55) <0.001
Hemorragico 6 0.2 9 0.3 0.67 (0.24-1.88) 0,45
Muerte por cualquier causa 111 35 140 4.4 0.79 (0.62-1.02) 0.07
Sangrado mayor 44 1.4 39 1.2 1.13 (0.74-1.75) 0.57
Intracraneal 11 0.4 13 0.4 0.85 (0.38-1.90) 0.69
Gastrointestinal 12 0.4 14 0.4 0.86 (0.40-1.86) 0.71

HR, Hazard Ratio; IC, Intervalo de Confianza

Se registraron 51 eventos para el objetivo primario en los pacientes de apixaban
y 113 entre los asignados a AAS. Las tasas de mortalidad no difirieron estadisticamente
en ambos grupos (3,5% por afo en el grupo apixaban frente a 4,4% por afio en el grupo

de AAS). Hubo 44 casos de sangrado mayor en el grupo de apixaban y 39 en el grupo de
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AAS; 11 casos de hemorragia intracraneal con apixaban y 13 con AAS. El riesgo de una
primera hospitalizacién por causas cardiovasculares se redujo significativamente con
apixaban en comparacion con AAS (Tabla Ill). Como se comentard mas adelante en el
texto, los efectos del tratamiento fueron consistentes entre los subgrupos importantes.
En resumen, en los pacientes con FANV para quienes el tratamiento AVK no era
adecuado, apixaban redujo el riesgo de ictus o embolia sistémica sin aumentar
significativamente el riesgo de sangrado mayor o hemorragia intracraneal. El comité de
datos y seguimiento de seguridad recomendd la terminacion anticipada del estudio

debido a un claro beneficio a favor de apixaban.

Apixaban frente warfarina en FA: El ensayo ARISTOTLE

En el ensayo ARISTOTLE (Apixaban for Reduction in Stroke and Other
Thromboembolic Events in Atrial Fibrillation) apixaban se compard frente warfarina para
la prevencidn del ictus o embolia sistémica en pacientes con FANV y al menos un factor
de riesgo adicional para el ictus (14). Era un disefio doble ciego, con doble
enmascaramiento, donde apixaban 5 mg BID se comparé con warfarina (international
normalized ratio [INR] objetivo: 2,0 a 3,0) en 18.201 pacientes. El ensayo fue disefiado
para demostrar la no-inferioridad de apixaban frente warfarina en la reduccién de la
tasa de ictus isquémico o hemorragico, o embolia sistémica; con criterios de valoracién
secundarios para testar la superioridad con respecto al resultado primario y para las
tasas de sangrado mayor y muerte por cualquier causa.

Tal como se resume en la Tabla IV, se observd una reduccion significativa para el
resultado de eficacia primaria, un compuesto de ictus isquémico o hemorragico o
embolia sistémica, frente warfarina (1,27% por afio vs. 1,60% por afio; hazard ratio [HR]
con apixaban: 0,79; intervalo de confianza [IC] del 95%: 0,66-0,95; P < 0,001 para la no-
inferioridad, P = 0,01 para la superioridad). Ademas, la tasa de sangrado mayor ocurrié
en el 2,13% de los pacientes que recibieron apixaban, y el 3,09% de los pacientes que
recibieron warfarina (HR: 0,69; IC del 95%: 0,60-0,80; P < 0,001). Un hallazgo importante
del estudio ARISTOTLE fue la reduccidn significativa en las tasas de ictus hemorragico.
Estos resultados indican que el tratamiento con apixaban podria resultar en una

reduccion de casi 50% en el desarrollo de uno de los efectos secundarios mas graves
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observados con las estrategias actuales AVK para la prevencion de eventos
tromboembdlicos en pacientes con FANV. Un analisis mas detallado de los resultados
revelé que en comparacién a warfarina, apixaban se asocié con reducciones pequenas
pero significativas en la probabilidad de hospitalizacion en pacientes con FANV. Por
cada 1.000 pacientes tratados con apixaban en lugar de warfarina, 13 pacientes

evitaron la hospitalizaciéon una media de 1,5 veces durante el estudio (147).

Tabla IV. Resultados de eficacia y seguridad en el ensayo ARISTOTLE (14).

Resultado Apixaban (N=9.120) Warfarina (N=9.081) HR con apixaban P Valor
(95% IC)
N2 de pacientes con Tasa de eventos N2 de pacientes con Tasa de eventos
primer evento %/ afio primer evento %/afio
Ictus 0 embolismo sistémice 212 1.27 265 1.60 0.79 (0.66-0.95) 0.01
lctus 199 1.19 250 1.51 0.79 (0.65-0.95) 0.01
Isquémico 162 0.97 175 1.05 0.92 (0.74-1.13) 0.42
Hemorragico 40 0.24 78 0.47 0.51 (0.35-0.75) <0.001
Muerte por cualquier causa 603 3.52 669 3.94 0.89 (0.80-0.998) 0.047
Sangrado mayor 327 2.13 462 3.09 0.69 (0.60-0.80) <0.001
Intracraneal 52 0.33 122 0.80 0.42 (0.30-0.58) <0.001
Gastrointestinal 105 0.76 119 0.86 0.89 (0.70-1.15) 0.37

HR, Hazard Ratio; IC, Intervalo de Confianza

El estudio ARISTOTLE concluyd que apixaban fue superior a la warfarina en la
prevencion de ictus o embolia sistémica, causd6 menos sangrado, y dio lugar a una
menor mortalidad en pacientes con FANV (14). Una conclusién indirecta del ensayo
anteriormente mencionado es que el tratamiento con apixaban ofrece un beneficio
adicional para los pacientes con alto riesgo tromboembdlico de acuerdo con la
puntuacion CHADS,. Apixaban fue aprobado por la U.S. Food and Drug Administration
(FDA) y la European Medicines Agency (EMA) para FANV en 2012 basado en los
resultados del ensayo ARISTOTLE (148,149).

Eficacia y seguridad de apixaban en los subgrupos de pacientes con insuficiencia renal,
ictus previo o el riesgo de sangrado

La enfermedad renal crénica (ERC) afecta hasta el 10% de la poblacion adulta
(150) y conlleva un alto riesgo para el desarrollo de la FA (151). En un gran estudio

poblacional, el HR para el desarrollo de FA se duplicé para el grupo de pacientes con
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ERC moderada en comparacion con los pacientes con funcion renal normal
independiente de otros factores de riesgo conocidos para la FA (152). A pesar de este
aumento en el riesgo evidente de tromboembolismo asociado con la FA, muchos
pacientes con disfuncién renal no estan recibiendo terapia anticoagulante oral (153),
sobre todo debido al riesgo de hemorragia asociado al uso de warfarina (154).

A pesar de la ausencia de interacciones significativas de los subgrupos, se
llevaron a cabo analisis secundarios de los ensayos AVERROES y ARISTOTLE para evaluar
la eficacia y seguridad a través de diferentes subgrupos de pacientes segun su funcion
renal, el riesgo de ictus o su riesgo especifico de sangrado (155,156). El ensayo
AVERROES incluyd 1.697 (30%) de los pacientes con ERC en estadio lll, donde las tasas
de filtracidon glomerular estimadas medias (TFGe) fueron de 49 mL/min/1,73m2, el cual
fue un predictor independiente de eventos primarios (HR: 1,6; P = 0,01) y sangrado
mayor (HR: 2,2; P = 0,02). Estos pacientes eran mayores (edad media 75 frente 68 afos),
y tenian hipertension mas frecuente, diabetes, insuficiencia cardiaca e ictus previo
(todas las P < 0,01), en comparacioén con los pacientes con funcion renal normal (TFGe
>60 mL/min/1,73 m?). La eficacia de apixaban fue consistente en estos subgrupos, con
una reduccion significativa de eventos primarios en un 68% (1,8% por afio con apixaban
frente 5,6% por afio con AAS; p <0,001) para los pacientes con ERC en estadio lll y en un
43% (1,6% por afio con apixaban frente 2,8% por afio con AAS; P = 0,009) en los
pacientes con funcién renal normal. El tratamiento con apixaban se asocié con una
diferencia no significativa en sangrado mayor para los pacientes con ERC en estadio Il
(2,5% por afio con apixaban frente a 2,2% por afio con AAS). Los resultados fueron
similares en un analisis secundario del estudio ARISTOTLE (156). Este estudio incluyd
7.518 pacientes (42%) con un TFGe de >080 mL/min, 7.587 (42%) pacientes con un TFGe
entre >50 y 80 mL/min, y 3.017 (15%) con una TFGe de <50 mL/min. Los pacientes con
insuficiencia renal (€80 mL/min) tuvieron una mayor tasa de eventos cardiovasculares y
sangrado. En comparacion con warfarina, la incidencia de ictus o embolia sistémica,
sangrado mayor y mortalidad fue significativamente menor en los pacientes que
recibieron apixaban con independencia de la funcién renal. De hecho, la reduccién del
riesgo de sangrado mayor fue mayor en los pacientes con un TFGe de <50 mL/min (P =

0,005).
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Esta bien establecido que los pacientes con FA e ictus previo o AIT tienen un alto
riesgo de ictus. Para confirmar esta hipdtesis y comparar la eficacia de apixaban en
pacientes con y sin ictus previo o AIT, se realizé un analisis predefinido de subgrupos del
AVERROES (157). En los pacientes con ictus previo o AlT, 2,39% de eventos de ictus o
embolia sistémica al aio ocurrieron en el grupo apixaban en comparacion con el 9,16%
en el grupo de AAS (HR: 0,29; IC del 95%: 0,15-0,60). Ademas, el sangrado mayor fue
mas frecuente en pacientes con antecedentes de ictus o AIT que en pacientes sin (HR:
2,88; IC del 95%: 1,77-4,55) pero el riesgo para este evento no fue diferente entre los
grupos de tratamiento.

En el analisis de subgrupos del ARISTOTLE de pacientes con ictus previo o AlT, la
incidencia de ictus o embolia sistémica fue de 2,46 por 100 pacientes-afio en el grupo
de apixaban y 3,24 en el grupo de warfarina (HR: 0,76; IC del 95%: 0,56-1,03) (158). Sin
embargo, las diferencias no alcanzaron los niveles de significacidon estadistica en los
pacientes sin ictus previo o AIT (1,01 por 100 pacientes-afio con apixaban y 1,23 con
warfarina; HR: 0,82, IC del 95%: 0,65-1,03). Por lo tanto, la reduccion absoluta de la tasa
de ictus y embolia sistémica con apixaban en comparacion con warfarina fue de 0,77
por 100 pacientes-afio (IC del 95%: 0,08-1,63) en los pacientes con ictus previo o AIT y
0,22 (IC del 95%: 0.03-0,47) en aquellos sin ictus previo o AIT. La incidencia de sangrado
mayor fue similar en pacientes con y sin antecedentes de ictus o AIT segun el
tratamiento recibido (1,07 por 100 pacientes-afio con apixaban [IC 95%: 0,09-2,04]
frente 0,93 con warfarina [IC 95%: 0,54-1,32). Los investigadores concluyeron que
apixaban fue particularmente eficaz para los pacientes con ictus previo o AlT.

El tratamiento con anticoagulantes aumenta el riesgo de sangrado para la
poblacién expuesta de los pacientes. El riesgo de hemorragia asumido con
anticoagulantes debe ser equilibrado respecto al riesgo subyacente de ictus en ausencia
de tratamiento (159). El riesgo de ictus se puede evaluar a través de la puntuacién
CHADS,. Una evaluacién similar ha sido aplicada para evaluar el riesgo de sangrado. De
este modo, la puntuacion HAS-BLED (hipertension, funcién renal/hepatica anormal,
ictus, historia o predisposicion de sangrado, INR labil, edad avanzada, farmacos o

alcohol) ha sido validada para las cohortes de pacientes sometidos a tratamientos
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anticoagulantes. Una puntuacién HAS-BLED de >3 identifica a los pacientes con FA en
alto riesgo de sangrado (160).

En un subandlisis del ensayo AVERROES, apixaban redujo las tasas de ictus con
riesgo de sangrado comparable cuando se compara con AAS (161). Por lo tanto, las
tasas tanto de ictus y sangrado incrementaron con las puntuaciones mas altas de
CHADS,, pero apixaban comparado con AAS se asocidé con un riesgo similar del sitio
anatémico de sangrado y una reduccion del riesgo relativo de ictus. Lip et al. realizaron
un analisis secundario del estudio AVERROES para confirmar que no hubo
heterogeneidades significativas en el riesgo de sangrado entre los grupos tratados
(162). Los resultados fueron consistentes independientemente del riesgo inicial.
Apixaban fue superior a AAS para la prevencion del ictus en la poblacion de AF, con
tasas similares de sangrado mayor, en presencia de uno o mas factores de riesgo de
ictus, de modo consistente con el efecto del tratamiento por las puntuaciones
CHADS,/CHA,DS,-VASc. Un analisis secundario del ARISTOTLE confirmé que la reduccién
del riesgo relativo de hemorragia intracraneal tendié a ser mayor en pacientes con HAS-
BLED de >3 (HR: 0,22; IC del 95%: 0,10-0,48) que en aquellos con HAS-BLED de 0-1 (HR:
0,66; IC del 95%: 0,39-1,12; P de interaccion = 0,0604) (163). Por lo tanto, apixaban
presenta beneficios en comparaciéon con warfarina que son consistentes a lo largo de
todo el espectro de pacientes segun el riesgo de ictus y sangrado mediante los CHADS,,

CHA,DS,VASc, y HAS-BLED scores.

CONCLUSIONES

La FA vy las complicaciones trombdticas relacionadas son importantes
contribuyentes a la mortalidad y morbilidad en nuestra sociedad, y representan un
importante problema de salud. La prevalencia y la incidencia de FA en constante
aumento estan obligando a contribuir a un aumento progresivo de la carga social y
econdmica del ictus y discapacidades relacionadas. Apixaban es un nuevo
anticoagulante oral con una accién inhibitoria directa, especifica y reversible del FXa.
Apixaban ofrece varias ventajas sobre los clasicos AVK: los efectos son fiables en dosis
ajustadas, controles repetidos son innecesarios y su reducida vida media predice una

recuperacion relativamente rapida de los mecanismos de coagulacidn después de
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suspender el tratamiento. Ademas, apixaban muestra menores interacciones con
alimentos u otros farmacos y su metabolismo parece ser menos dependiente de los
polimorfismos relacionados con el citocromo. Apixaban ha demostrado seguridad vy
eficacia en la profilaxis y el tratamiento de la enfermedad tromboembdlica venosa, y en
la prevencion de complicaciones tromboembdlicas en pacientes con FANV en varios
estudios clinicos con miles de pacientes. Con base en los resultados del estudio
ARISTOTLE, la FDA y la EMA han aprobado recientemente apixaban para la prevencion
de complicaciones tromboembdlicas en pacientes con FANV (148,149). Dos ensayos
clinicos de fase Il han investigado la eficacia y seguridad de apixaban para el
tratamiento agudo y extendido de la TEV, tanto la trombosis venosa profunda (TVP) y la
embolia pulmonar (EP) (164,165). Basados en los resultados de estos ensayos, la
compafiia licenciadora podria planear iniciar los procesos regulatorios para obtener la
aprobacion de nuevas indicaciones en el tratamiento agudo y extendido de la TEV,

como para la prevencidn extendida de recurrencias de TEV.
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RESULTADOS I

Diseno y optimizacion de un modelo celular de
generacion de trombina facilitada por plaquetas

Objetivo
Las plaquetas juegan un papel clave en el modelo celular de la coagulacion,
favoreciendo la generacion de trombina. Nos propusimos disefiar un ensayo que

permita medir la contribucion de las plaquetas a la generacion de trombina.

Principal hallazgo
Hemos adaptado y optimizado un ensayo fluorimétrico de generacion de
trombina capaz de medir, de forma relativamente sencilla, la generacion de trombina

facilitada por plaquetas.
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ANTECEDENTES

Las plaquetas juegan un papel clave en el modelo celular de la coagulacidn,
favoreciendo la generacion de trombina. Sin embargo, no hay herramientas
tecnoldgicas estandarizadas que permitan medir la contribucién de las plaquetas a la
generacion de trombina.

En estudios previos, investigadores del grupo donde el doctorando ha realizado
esta tesis doctoral publicaron que suspensiones de plaguetas lavadas agregaban
reversiblemente en presencia de FT expuesto en microvesiculas, y que estas plaquetas
en presencia combinada de FT y factor FVII activado recombinante (FVllar), mostraban
un primer pico de agregacion reversible que cuando comenzaba a desagregar daba
lugar a una segunda fase de agregacion irreversible (figura 1A). Mediante distintas
estrategias inhibidoras (figura 1B), los investigadores determinaron que la segunda fase

de agregacion era dependiente de trombina, que se generaba in situ (166) .

A B
100 100]
80| c 80]
5 | FT+rFVlla 2 1 FT+rFVlla
® 60 S 60|
5 o |
S 40 > 40
g <
< S 20
X 20 | P |
0 0|
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Time (min) Time (min)

Figura 1. Perfiles de agregacién plaquetaria iniciada por factor tisular (TF) en presencia y
ausencia FVllar, afadidos a suspensiones de plaquetas lavadas (A). Las estrategias inhibidoras
con hirudina, heparina de bajo peso molecular (HBPM) y heparina no fraccionada (HNF)
demuestran que la segunda fase de agregacion con TF y FVllar depende de trombina.
Adaptacion de Lopez-Vilchez I, Thromb Haemost 2007 (166).

PRIMERA VERSION DEL MODELO
Durante el disefio del modelo celular de generacién de trombina con gran
contribucién de las plaquetas, escogimos como punto de partida las condiciones

experimentales del trabajo mencionado (166) . La generacion de trombina se inicié en
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suspensiones de plaquetas lavadas a 1x10° plaquetas/pL, tras la adicién de FT (FT 550
pM final; Thromborel®S, Siemens Healthcare, Marburg, Alemania), FVllar (Novoseven,
Novonordisk; 5 pg/mL final) y substrato fluorogénico que también contiene CaCl,
(Technoclone GmbH, Viena, Austria). La fluorescencia generada se evalué a una longitud
de onda de 390/450 nm (excitacion/emisién) durante 90 min, a intervalos de 1 min, y
las unidades de fluorescencia fueron analizadas con el Software Thermo Fluoroskan
Ascent (Technoclone GmbH). Los experimentos con estas condiciones revelaron
cantidades de trombina generada bajas y muy variables (31,5 + 8.1 nM, alcanzados a los
50.9 £ 9.7 min; n = 10) lo cual no permitia tener un perfil lo suficiente fiable para evaluar
efectos de posibles inhibidores de la generacion de trombina.

Propusimos complementar la muestra con pequeiias cantidades de PPP que
aportarian al sistema factores de la coagulacion pero sin ser el principal componente.
Evaluamos el efecto de afiadir a las suspensiones de plaquetas lavadas un 5, 10 y 20%
de PPP. La presencia de PPP resultd en mayor cantidad de trombina generada, con
aceleracién del tiempo de obtencién del pico maximo de trombina, siendo estos
cambios proporcionales al % de PPP afiadido (Figura 2A). Atendiendo a los resultados,
decidimos que 10% de PPP era una proporcion éptima para no dar demasiado peso a la
contribucién del PPP pero obtener perfiles reproducibles que permitieran evaluar
agentes capaces de afectar a la capacidad del sistema de generar trombina. Sin
embargo, al repetir estos estudios sustituyendo las plaquetas por solucién vehiculo para
confirmar el papel relevante de las plaquetas en este modelo observamos que, con esta
combinacidon de agentes iniciadores, los perfiles de generacién de trombina no
mostraban diferencias significativas respecto a las muestras con plaquetas (figura 2B,
Veh). Seguramente debido a que la gran cantidad de fosfolipidos aportados por las

microvesiculas compiten con las plaquetas.

SEGUNDA VERSION DEL MODELO

Nuestra segunda aproximacion experimental consistido en reducir 500 veces la
concentracion de FT (1.1 pM final) y eliminar el FVIla, el cual vendria aportado junto a
los factores de coagulacion presentes en el plasma afadido a las suspensiones de

plaquetas. Igual que en el primer modelo, bajo estas condiciones experimentales los
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perfiles de generacion de trombina en ausencia de PPP reiteraron su comportamiento
variable, asi como una mayor cantidad de trombina generada con aceleracion de los
parametros cinéticos proporcionalmente al % de PPP afadido (5, 10 y 20 %). Estos
cambios alcanzaban diferencias estadisticas entre las distintas muestras tal y como
resume la tabla 1. Sin duda, lo mas importante hallado en estos experimentos fue que
en ausencia de plaquetas, con solucién vehiculo, se demostré un efecto del PPP por si
solo critica y estadisticamente minimizado, indicando que los cambios observados se
deben a la contribucién de las plaguetas a la generacion de trombina (Figura 2 C-D).

Estos estudios confirmaron que el % dptimo de PPP estaria entre el 5% y el 10%.

VERSION FINAL DEL MODELO

Una versidon mas restrictiva, reduciendo aln mas la cantidad final de FT a 0.11
pM vy el % PPP a 7.5 % dio lugar a la tercera versién del modelo de generacién de
trombina (ver tabla 1). Estas condiciones experimentales cumplian los requerimientos
deseados para un modelo de generacion de trombina con gran contribucién de las

plaquetas.
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Figura 2. Perfiles representativos para las distintas versiones del modelo de generacion de

trombina con alta contribucién de las plaguetas, en presencia de porcentajes crecientes de PPP,
afiadidos a suspensiones de plaquetas (PIt) o solucidn vehiculo (Veh). A-B) Versidn 1. Activacion
con FT (550 pM) + rFVlla (5 pg/mL) + sustrato fluorogénico con CaCl,. C-D) Versidn 2. Activacion
con FT (1.1 pM) + sustrato fluorogénico con CaCl,.
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Tabla 1. Parametros de generacién de trombina facilitada por las plaquetas con las distintas

condiciones experimentales para la optimizacion del modelo desarrollado.

Lag Phase Thrombin Peak Thrombin Time Area Under Curve

(min) (nM) (min) (A.U.C)
MODELO 1: TF 550 pM + rFVIla 5pg/mL
PLT 3.9%£0.2 31.5+8.1 50.9+9.7 927.3£119.6
PLT + 5% PPP 3.0+x00* 79.8+4.4* 10.8+3.1* 3517.9 £ 158.2 *
PLT + 10 % PPP 3.0x00* 188.5 £ 20.1 *# 11.4+£2.7* 4846.5 + 180.4 *#
PLT + 20 % PPP 3.0x00* 301.8+9.4*# 7.0+£00* 6891.0 £ 376.7 *#8§
Veh 85+09 1 0.3+03 T 13.0+ 130t 09+£09ft
Veh + 5% PPP 3.0+00* 781+12* 13.3+1.7 3796.0 + 100.8 *
Veh + 10% PPP 3.0x00* 144.6 £ 3.6 *# 85+06# 5237.2 £ 95.3 *#
Veh + 20% PPP 3.0x00* 250.7 + 4.1 *#8% 6.8+£05# 7036.9 £ 13.8 *#§
MODELO 2: TF 1.1pM
PLT 50+04 35.7+7.1 140+11 1943.9 £ 337.7
PLT + 5% PPP 45+03 975+25* 12.3+£0.5 3623.8 £128.6 *
PLT + 10 % PPP 43+03 153.0 £ 9.4 *# 9.3x09* 4214.0 £355.0 *
PLT + 20 % PPP 43+05 2155+ 7.9 *#8§ 120+1.1* 6011.8 + 404.3 *#8§
Veh 24.8+20.9 0.0+0.0 T 1.3+13% 0.0+x0.0t
Veh + 5% PPP 88+12 ft 26.2 +9.3*f 61.5+15.0 *t 1431.3+618.4 t
Veh + 10% PPP 8.0x18 59.1 +18.2 *#t 42.8 £ 10.8 *#t 2875.3 £896.2 *#
Veh + 20% PPP 78+18 103.7 £ 22.5*#8t  24.8 £ 3.4 *#t 4358.7 + 687.4 *#8T
MODELO 3: TF 0.11pM
PLT + 7.5 % PPP 7.0x£0.7 79.5+40 20827 3140.8 £ 80.5
Veh + 7.5% PPP 14.7+27% 31+£10° 49.8 +16.5 1054 +£52.9 1

Pit: Plaquetas; Veh: Vehiculo.

Resultados expresados como Media + Error Estdndar de la Media (SEM)
* p<0.05 vs. 0% PPP

# p<0.05 vs. 5% PPP

§ p<0.05 vs. 10% PPP

1 p<0.05 vs. mismo %PPP con plaquetas
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RESULTADOS Il

Accion inhibitoria diferencial de apixaban sobre las
plaquetas y la fibrina durante la formacion del trombo:
Estudios con sangre circulante y en un modelo de
generacion de trombina facilitada por plaquetas

Pujadas-Mestres L, Lopez-Vilchez I, Arellano-Rodrigo E, Reverter JC, Lopez-Farre A,

Diaz-Ricart M, Badimon JJ, Escolar G.

PLoS One. 2017 Feb 13;12(2):e0171486

Objetivo
Estudiar y cuantificar los efectos asociados a apixaban sobre diferentes aspectos
de la formacidn del trombo, mediante aproximaciones experimentales con distintas

condiciones de flujo.

Principales hallazgos

Concentraciones de apixaban 4 a 16 veces inferiores a la Ca alcanzada con la
dosis antitrombdtica aprobada para FANV, podrian ser adecuadas para reducir la
generacion de trombina, la formacion de agregados de plaquetas grandes y, aun asi,
permitir la formacion de fibrina, preservando asi su contribucion a la hemostasia en el
contexto del SCA. Nuestros resultados indican que los estudios experimentales en
condiciones de flujo en combinacién con los ensayos de la generacion de trombina

modificados podrian facilitar la seleccién de la concentracion de ACOD.
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INTRODUCCION

Las plaquetas contribuyen a eventos precipitantes que conducen a la oclusion
coronaria aguda (167). La rotura de la placa facilita la interaccion de la sangre que fluye
con los componentes internos de las lesiones ateroscleroéticas, el colageno y el FT entre
ellos; que conduce a la generacién de trombina local y la formacion de trombos aguda
(168). Los mecanismos por los que la ruptura de placa conduce a trombos oclusivos o no
oclusivos son complejos y probablemente potenciados por la presencia y/o el
transporte de plaquetas hiperreactivas y agonistas solubles, tales como trombina hacia
el vaso lesionado (169). Los eventos oclusivos en los vasos arteriales se producen en una
amplia gama de condiciones hemodinamicas, que van desde flujos extremos a
deprimidos, incluyendo situaciones con turbulencias o estasis en vasos estenéticos
patoldgicos.

Se ha propuesto que la exposicion del FT vascular en placas aterosclerdticas
rotas juega un papel critico en la generacidon local de trombina favoreciendo el
crecimiento de trombos oclusivos. El ensamblaje del complejo FT-FVila en los
fosfolipidos anidnicos, expresado en las membranas celulares activadas, es importante
para una Optima generacién de trombina y coagulacion de la sangre. Los modelos
actuales de coagulacién contemplan la implicacion de los mecanismos celulares vy
enzimaticos en tres etapas diferenciadas: activacion inicial, propagacion y generacion de
trombina (170,5,120). Aunque el modelo celular de la coagulacion mas reciente no tiene
en cuenta las condiciones de indices de cizalladura elevadas, generalmente implicadas
en la aparicién de eventos coronarios agudos, los conceptos de este modelo todavia
pueden aplicar a los territorios arteriales post-estendticos o durante la consolidacion de
trombos oclusivos que se caracteriza por flujo lento o incluso condiciones casi estaticas.

Las condiciones de flujo de sangre, y mads especificamente los indices de
cizalladura de la sangre, son esenciales en la fisiopatologia de las complicaciones
trombdticas venosas y arteriales (171). La interaccion de las plaquetas con la pared del
vaso dafiado y la formacion de trombos son procesos dependientes de la cizalladura
(172). Ademads, las propiedades reoldgicas de la sangre ubican a las plaquetas
circulantes cerca de la capa limite (boundary layer), donde reconocen e interactian con

los elementos del subendotelio expuesto al dafio de los vasos. La ruptura de una placa
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aterosclerdtica, expondra FT y colageno a la circulacidon sanguinea y a las plaquetas,
desencadenando la formaciéon de un trombo y las consecuentes complicaciones
isquémicas del SCA (37,173). El tamafio, la estabilidad y la composicidon de este trombo
determinaran la gravedad del SCA (174,175).

Los trombos generados en una placa rota contienen plaquetas y fibrina (175). La
activacion inicial y la agregacién plaquetaria son procesos importantes en la formacion
de trombos; sin embargo, su estabilidad depende de su contenido y polimerizacion de
fibrina. Las lesiones ateroscleréticas alteradas se caracterizan reoldgicamente mediante
el aumento de indices de cizalladura que alcanzan niveles maximos en el apice de la
estenosis. Estas condiciones de indices de cizalladura altos se magnifican por la
naturaleza oclusiva de la formacidn del trombo en la lesiéon alterada. Desde
localizaciones mas distales al apice, el indice de cizalladura local desacelera
progresivamente e incluso cambiar a valores negativos debido a la turbulencia post-
distal del trombo (176,177,178). Las condiciones de flujo reducidas en las partes
proximales y distales de los trombos en crecimiento favorecen la generacién de
trombina local, por lo tanto, se aumenta la estabilidad de los trombos mediante la
incorporacion de plaguetas adicionales en una malla de polimerizacion de fibrina.

Los agentes antiplaquetarios y tratamientos anticoagulantes tales como
heparinas han demostrado éxito clinico, a pesar de ello todavia se producen un nimero
significativo de eventos recurrentes. Los anticoagulantes orales directos (ACODs)
pueden considerarse igualmente eficaces que la warfarina, pero mas seguros y mas
faciles de usar. A pesar de estas ventajas, hay informacion limitada sobre los efectos de
los ACODs en el marco del SCA; y la posible sinergia de un tratamiento combinado
antiplaguetario mas anticoagulante no se ha investigado en detalle (15). La actividad
inhibidora de los ACODs sobre la generacién de trombina debe ser considerada como
una ventaja importante; sin embargo, su efecto sobre la actividad procoagulante
mediada por plaquetas no se ha explorado todavia. De hecho, algunos ensayos clinicos
han demostrado resultados contradictorios en funcién de la dosis y el ACOD investigado
(179).

En resumen, la activacion plaquetaria, la generacion de trombina local y la

formacién de fibrina son tres elementos clave que contribuyen a la formacién de
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trombos oclusivos en los territorios arteriales. Los mecanismos de accién de los ACODs
apoyan su potencial uso terapéutico en la prevencion de complicaciones trombdticas en
el sistema vascular arterial, sin embargo los efectos de estos agentes sobre la activacion
y agregacion plaquetaria no se han investigado en detalle. En el presente estudio,
hemos aplicado aproximaciones experimentales en condiciones de flujo dindmico vy
estatico para investigar los efectos de apixaban sobre diferentes aspectos de la
formacidon de trombos. Mas especificamente, se evalud los efectos inhibidores de
apixaban en: 1) la deposicion de plaquetas y la formacién de fibrina en una superficie
trombogénica, en un modelo experimental de trombosis con sangre circulante a indices
de cizalladura arteriales; 2) la cinética de formacion de codagulos utilizando
tromboelastometria; y 3) la generacion de trombina aplicando un modelo celular de la

coagulacion basado por plaquetas.

RESULTADOS

Efectos de apixaban en trombo formado en condiciones de flujo

Se evaluaron los efectos de las concentraciones de apixaban sobre los
componentes plaquetarios y de fibrina del trombo formado en condiciones de flujo.
Como se resume en las figuras 1A y 1B, apixaban en concentraciones elevadas (160
ng/mL) demostré una potente accién inhibidora de la formacién de fibrina con una
reduccion moderada en la deposicion de plaguetas con diferencias que alcanzaron
valores de significacion estadistica (p <0,01 frente a los valores basales). No se
observaron efectos inhibidores sobre la formacion de fibrina con las concentraciones

mas bajas de apixaban ensayadas (10 y 40 ng/mL) (figura 1B).

104



[apixaban] ng/mL

B 120- Platelets-Fibrin C 50 Small-Large aggregates
2, 100- 2 404
g 80 5 30/
g 601 *#T g s

C 40 &)

X 20- R 101
0- 0-

160 40 160

[aplxaban] (ng}mL) [aplxaban] (ng/mL)

Fig. 1. Efectos de apixaban en las interacciones plaquetarias y de fibrina con los vasos dafiados
expuestos a la sangre circulante. En la concentracion mas alta, apixaban inhibid
significativamente la incorporacién de fibrina y plaquetas en los trombos en formacién. No se
observaron efectos inhibidores sobre la formacion de fibrina con apixaban en 40 o 10 ng/mL.
Los efectos antiplaquetarios de apixaban fueron aun evidentes en 40 ng/mL. (A) Micrografias
representativas que muestran las interacciones plaquetarias y de fibrina sobre las secciones
transversales de los vasos perfundidos. La sangre citrada previamente incubada con diferentes
concentraciones de apixaban (0, 10, 40 y 160 ng/mL) fue recalcificada e inmediatamente
perfundida a un indice de cizalladura de 800 s, durante 5 min. Las flechas negras sefialan los
agregados de plaquetas y las flechas blancas indican la fibrina (x1000 aumentos). (B) Los
diagramas de barras representan resultados de las evaluaciones morfométricas en secciones
transversales de los vasos perfundidos, donde muestran el porcentaje de superficie cubierta por
los agregados de plaquetas (negro) o fibrina (blanco). (C) Los diagramas de barras representan
la presencia de agregados de plaquetas pequefios (<5 micras de altura; negro) y grandes (>5
micras de altura; blancas). Los resultados se expresan como media = S.E.M. (n = 5). *p <0,01 vs.
niveles basales (sin apixaban); #p <0,01 vs. apixaban 10 ng/mL y tp <0,01 vs. apixaban 40
ng/mL.
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Un analisis mas detallado de las caracteristicas de los agregados de plaguetas
formados sobre la superficie del vaso trombogénico revelé que apixaban interfirid en la
formacion de agregados de plaquetas mas grandes (= 5 micras de altura) de un modo
dosis-dependiente (fig. 1C). Como se muestra en los diagramas de barras, la reduccién
en la proporcién de agregados mads grandes resulté en una tendencia en asociar las
plaguetas con agregados de plaquetas mds pequenas (<5 micrémetros de altura).
Apixaban a 160 ng/mL no sdélo reduce la superficie total cubierta por plaguetas, sino que
también causo una reduccion significativa en la formacidon de agregados de plaquetas
mas grandes (14,6 + 1,9% frente a 28,4 + 2,9% en los controles; p <0,01). Una tendencia
similar se observd con 40 ng/mL con una reduccidn inferior pero estadisticamente
significativa (p <0,05). La concentraciéon mas baja de apixaban probada (10 ng/mL) no
afect6 significativamente a la formacion o el tamafio de los agregados de plaquetas. Los

resultados se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Modificaciones en porcentajes de cobertura de plaquetas y fibrina, mediante el
aumento de las concentraciones de apixaban, en estudios con sangre circulante.

[Apixaban] Porcentaje de superficie cubierta (%)
ng/mL Plaquetas Fibrina Agr. grandes Agr. pequeios
0 46,6 £3,5 53,8%+7,4 28,4+2)9 14,6 £2,6
10 42,1+ 2,5 51,2+3,5 22,7+2,0 18,1+3,4
40 355+4,8* 46,9+6,3 15,71+ 1,3 *t 19,0+4,3
160 21,0+ 2,8 *t§ 19,3+ 4,4 *t§ 14,6 + 1,9*+ 4,0+ 1,8%t§

Agr. grandes: agregados de plaquetas grandes de >5 micras de altura

Agr. pequefiios: agregados de plaquetas pequefios de <5 micras de altura

Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5). * P <0,01 frente a la ausencia de apixaban; T p

<0,01 vs. apixaban 10 ng/mL; § p <0,05 frente a apixaban 40 ng/mL

Efectos de apixaban en los parametros de tromboelastometria

También se

viscoelasticas de la formacion de codgulos. Como se muestra en la figura 2, apixaban

indujo

una alteracion

tromboelastometria.

dosis-dependiente

investigd como apixaban
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Fig. 2. Modificaciones en los perfiles de tromboelastometria de sangre total con apixaban en
concentraciones bajas y altas. Los ensayos han sido activados por micelas de fosfolipidos
enriquecidas en FT, y calcio. Los resultados revelan una accion dosis-dependiente de apixaban
(10, 40 y 160 ng/mL) en la cinética de la formacion y la firmeza del codgulo. Los tiempos de
coagulacién se retrasaron progresivamente con apixaban. Los efectos sobre la firmeza del
coagulo fueron menos evidentes.

La exposicion de sangre humana a 10, 40 o 160 ng/mL de apixaban fue seguida
por un retardo progresivo en la cinética de la formacién de coagulos, con
prolongaciones de los parametros relacionados con la coagulacién (TC y TFC). Estas
prolongaciones alcanzaron niveles de significacion estadistica para las concentraciones
de apixaban >40 ng/mL. Se observaron tendencias similares para los TFC. La evaluacién
de los cambios en la firmeza del codgulo mostraron una tendencia a la reduccién de la
firmeza del coagulo en 10 min (A10) con concentraciones crecientes de apixaban, pero
las diferencias nunca alcanzaron los niveles de significacidon estadistica. Mas informacion

detallada se ofrece en la tabla 2.
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Tabla 2. Modificaciones en
desencadenados por micelas de fosfolipidos enriquecidas en FT, y calcio.

los parametros de tromboelastometria con apixaban

apixaban (ng/mL) TC (min) TFC (min) A10 (mm)
0 211,7 £13,3 95,7+8,8 53,2+2,3
10 247,8 +44,3 109,6 £9,1 52,4+2,3
40 289,2+48,6 * 129,2 + 16,4 49,0+2,9
160 367,7 £30,6 *# 141,0+£9,9 *# 47,7+ 2,4

Apixaban retraso la cinética de formacion de coagulos, medida como tiempo de coagulacién (TC)
y tiempo de formacién de coagulo (TFC); y la reduccién de la firmeza del codgulo después de 10
min (A10). Los resultados se expresan como media £ S.E.M. (n = 5-6 para apixaban 0 y 160
ng/mL). *P <0,05 vs. apixaban 0 ng/mLy #p <0,05 vs. apixaban 10 ng/mL.

Impacto de apixaban en la generacion de trombina mediado por plaquetas.

La contribucion de las plaquetas a la generacién de trombina local fue
investigada en un modelo celular modificado de generacién de trombina mediado por
plaquetas. Los perfiles representativos de generacién de trombina se muestran en la
figura 3. Los valores normales para la fase de latencia en los experimentos en ausencia
de apixaban fueron 7,0 £ 0,8 min, con un pico maximo de trombina equivalente a 79,1

4,9 nM, alcanzado al 21,8 £+ 3,1 min.

Apixaban mostrd una clara relacién dosis-efecto en la cinética de generacién de
trombina, con retardos progresivos, tanto en el momento de iniciar la generacién de
trombina (tiempo de latencia), el cual se duplicé y se mantuvo con todas las
concentraciones de apixaban analizadas (tiempos de latencia que van desde 13 min a
13,4 min), como el tiempo para alcanzar el maximo del pico de trombina, el cual se
prolonga de un modo dosis-dependiente (37,1 + 1,9 min, 57,8 + 8,8 miny 72,5 + 6,2
min, respectivamente, con apixaban 10, 40 y 160 ng/mL). Estas reducciones alcanzaron
significacidon estadistica con todas las concentraciones investigadas apixaban frente a los
experimentos de control (p <0,01). Ademas, el pico maximo de trombina generada se
redujo proporcionalmente a la dosis de apixaban (60,9 + 1,0 nM, 55,7 + 3,5nM y 36,7 +
3,1nM, respectivamente con apixaban 10, 40 y 160 ng/mL), alcanzando inhibiciones
estadisticamente significativas con todas las concentraciones de apixaban en

comparacion a los estudios controles realizados en ausencia de este anticoagulante (p
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<0,01). El pico de trombina y el area bajo la curva (ABC) alcanzados con 160 ng/mL de
apixaban se redujeron significativamente con los resultados respectivos observados
para las concentraciones de 10 o 40 ng/mL (p <0,01). Los resultados se resumen en la

tabla 3.
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Fig. 3. Impacto de apixaban en un modelo modificado de generacién de trombina mediado
por plaquetas. Los perfiles de generacién de trombina representativos muestran el impacto de
diferentes dosis de apixaban en la contribucién de las plaquetas a la generacién de trombina
local mediado por plaquetas, activada por micelas de fosfolipidos enriquecidas en FT, y calcio.
Apixaban causé prolongaciones dosis-dependientes en la iniciacion de la generacion de
trombina con una reduccién paralela en el pico de trombina y la cantidad total de trombina
generada. Este ensayo detectd alteraciones en la cinética de la generacidén de trombina y la
cantidad total de trombina generada, incluso con las concentraciones mas bajas de apixaban
ensayadas (10 y 40 ng/mL).

Las determinaciones con vehiculo, en lugar de plaquetas, demostraron retrasos
criticos en los parametros cinéticos de la generacion de trombina, muy por encima de
los ensayos en presencia de plaquetas, con cantidades minimas de trombina generada
durante el ensayo oscilando entre 0,89 a 5,45 nM. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de apixaban exploradas. Por el
contrario, la presencia de plaquetas se asocié con una aceleracién y potenciacién de la
generacion de trombina. Apixaban mostré un claro efecto inhibidor dosis-dependiente

de la generacién de trombina mediada por plaquetas en este escenario experimental;
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incluso con la concentracion mas baja ensayada (10 ng/mL), aproximadamente 16 veces

por debajo de la Cn. terapéutica. Los resultados con vehiculo se resumen en la tabla

S1.

Tabla 3. Las modificaciones en los parametros de generacion de trombina inducida por
concentraciones crecientes de apixaban en muestras enriquecidas con plaquetas.

[Apixaban] | Fase de Latencia Pico Trombina Area debajo la curva
ng/mL (min) Tiempo (min) Pico (nM) (ABC)
0 7,0+£0,8 21,8+3,1 79,1+ 4,9 3156,8 + 96,5
10 13,0+ 0,5*%* 37,1+£1,9*%* 609+1,0* 2664,2 +87,2 %
40 13,4+ 1,4*%* 57,8+8,8* 55,7+3,5* 2447,3+178,0*
160 13,4+ 0,9*%* 72,5+6,2*F | 36,7 +3,1 *t§ | 1421,8 +234,1 *t§

Los resultados se expresan como media + SEM (n =5). * P <0,01 frente apixaban 0 ng/mL
T p <0,01 vs. apixaban 10 ng/mL; § p <0,05 frente a apixaban 40 ng/mL
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Tabla S1. Parametros de generacion de trombina mediados por plaquetas frente al vehiculo.

[Apixaban] ng/mL plaquetas + 7,5 % PPP vehiculo + 7,5 % PPP
Fase de Latencia (min)

0 7,0+0,8 16,2+2,8

10 13,3+0,5* 17,8+1,7

40 13,4+14 % 23,2+2,0#
160 13,4+09* 17,6244
Tiempo de Trombina (min)

0 21,8+3,1 42,4+18,1

10 37,1+1,9% 44,4 +19,9
40 57,8+8,8 * 54,4 £ 16,5
160 72,5+6,2 *t 31,2 £13,9
Pico de Trombina (nM)

0 79,1+4,9 3,8+x1,04

10 609+1,0%* 56254

40 55,7+3,5* 2,6+1,0#
160 36,7 +3,1 *t§ 1,9+0,6 #
Area Bajo la Curva (ABC)

0 31568, £ 96,5 106,8+51,4 #
10 2664,2 £87,2 % 103,6 £ 46,1 #
40 2447,3+178,0* 26,1+11,7 #
160 1421,8 £+ 234,1 *+§ 352,14

En las filas se comparan las mediciones entre las muestras con plaquetas y con vehiculo para la
misma concentracion de apixaban. Los resultados se expresan como media + SEM (n = 5).

* p<0,01 vs. el control correspondiente (plaguetas/vehiculo) con apixaban a 0 ng/mL

+ p<0,01 vs. apixaban 10 ng/mL

§ p<0,05 vs. apixaban 40 ng/mL

# p<0,05 vs. la misma concentracion de apixaban in plaquetas + 7,5 % PPP
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DISCUSION







La evidencia generada, tanto en seguridad y eficacia, de apixaban en su primera
indicacidon en profilaxis y tratamiento de la enfermedad tromboembdlica venosa, en
varios estudios clinicos con miles de pacientes sometidos a cirugia ortopédica mayor,
sirvi6 como antesala para considerar con grandes expectativas los ensayos en una
patologia de elevada mortalidad como es la FA. Los resultados de dos grandes ensayos
clinicos fase 3 han demostrado la eficacia y seguridad de apixaban en comparacién con
AAS o warfarina en la prevencion del ictus en pacientes con FANV. Asimismo, apixaban
demostré superioridad frente a los clasicos AVK en los resultados especificados
previamente de ictus cerebral, embolia sistémica, sangrado mayor y muerte. Ademas,
para los pacientes no aptos para el tratamiento con AVK, apixaban mostréo mas eficacia
que la AAS en la prevencidn del ictus con similares niveles de seguridad con respecto a
los riesgos de sangrado. La eficacia y seguridad de apixaban en los ultimos ensayos
clinicos fue consistente a través de varios analisis de subgrupos con insuficiencia renal,
ictus previo o accidente isquémico transitorio o el riesgo de sangrado. Estos resultados
tan satisfactorios hacen pensar que el espectro de pacientes con FANV que se podrian
beneficiar realmente seria muy amplio, y que los pacientes de edad avanzada, con co-
morbilidades y poli-medicados, con mayores factores de riesgo, que se suelen encontrar
en las plantas de cardiologia, medicina interna o geriatria, serian sin duda candidatos
para este farmaco debido a sus buenos atributos, ademas del resto de pool de pacientes
con esta dramatica y prevalente patologia. Ademas, en estos pacientes el riesgo de
sangrado mayor es mas frecuente, con lo cual seria mas optimo el tratarlos con
apixaban que con AVK, los cuales presentan un mayor riesgo de hemorragia. El riesgo de
hemorragia asumido con anticoagulantes debe ser equilibrado respecto al riesgo
subyacente de ictus en ausencia de tratamiento.

El desarrollo de la FA ocurre en un 2-21% de pacientes con SCASEST. La FA
aumenta el riesgo de empeoramiento de la isquemia, el desarrollo de insuficiencia
cardiaca y de complicaciones tromboembdlicas. La FA que complica el SCA se asocia con
un aumento de la mortalidad en el hospital a largo plazo (97), siendo el SCA una de las
principales causas de mortalidad, morbilidad y coste sanitario (91) (92). La activacién y
agregacion plaquetaria sobre la superficie trombogénica expuesta de una placa rota es
un evento importante precoz en la patogénesis de la SCA (101) (102). La utilizacion de

anticoagulantes en el SCA durante la fase aguda y a largo plazo ha mejorado su
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prondstico debido a la reduccion de episodios trombéticos, pero asociandose a mayor
riesgo de sangrado. En los ultimos afios se han desarrollado los ACODs, los cuales
presentan menor riesgo de sangrado. Por el momento, rivaroxaban es el unico ACOD
gue ha presentado un perfil de riesgo-beneficio favorable en pacientes con SCA.
Apixaban y rivaroxaban pertenecen al mismo grupo farmacolégico, inhibidores del FXa,
sin embargo no han proporcionado resultados similares en pacientes con SCA que
precisan triple terapia antitrombdtica. Probablemente estas diferencias pueden estar
relacionadas con el disefio y dosificacion de los farmacos. También la dosis de
rivaroxaban utilizada es mas baja que en los ensayos de prevencién del ictus isquémico
en FA. Consecuentemente, las dosis bajas de anticoagulacion pueden ser mas
adecuadas para los pacientes que precisen triple terapia en el caso de los farmacos anti-
Xa. Estos hallazgos apoyan el concepto de que una baja intensidad de inhibicion del FXa
puede ser mas efectiva en la prevencion secundaria de SCA (109).

Teniendo en cuenta estos resultados, fruto del objetivo principal de estudiar la
accion inhibitoria diferencial de formacidn de trombos de apixaban en los componentes
plaquetarios y de fibrina, mediante estudios con sangre circulante y un modelo
generacion de trombina basado en plaquetas, se ha visto que apixaban mostré acciones
antitrombdticas variables en las diferentes aproximaciones experimentales
investigadas. En los estudios de flujo en un modelo de trombosis de sangre circulante a
indices de cizalladura arteriales, las concentraciones de apixaban equivalentes a la Cpayx
obtenidas en pacientes que recibieron tratamiento para la profilaxis de complicaciones
trombodticas debidas a FA, redujeron significativamente la generacion de fibrina y la
formacion de agregados plaquetarios. Estos efectos sobre las plaquetas y la formacién
de fibrina no se observaron con las concentraciones mas bajas de apixaban probadas.
En contraste con las observaciones previas, las concentraciones de 4 a 16 veces por
debajo de la Chax para la prevencion de ictus y embolia sistémica en pacientes con FANV
mostraron todavia una accién inhibidora significativa en la contribucién de las plaquetas
a la generacion de trombina en los estudios bajo condiciones mds estaticas. Una
combinacién de estudios con sangre circulante y generacion de trombina en un entorno
rico en plaquetas podria ser Util para diferenciar concentraciones de anticoagulantes

gue inhiben la formacién de trombina mediada por plaquetas de aquellas que
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sumamente perjudican la formacién de fibrina necesaria para la consolidacién de la
hemostasia.

Nuestros estudios actuales demuestran un impacto diferencial de
concentraciones altas frente bajas de apixaban sobre los componentes de la
coagulacion y las plaguetas en la formacidén de trombos en los estudios en condiciones
de flujo. Estudios previos de nuestro grupo demostraron que apixaban a una
concentracion compatible con la Cy. alcanzada en los pacientes sometidos a
tratamiento para la profilaxis de complicaciones trombdticas (180,111,113,110), reduce
drasticamente la incorporacion de fibrina en la formacién de trombos en un modelo de
trombosis similar con sangre humana circulante a indices de cizalladura moderadas.
Nuestros resultados actuales con apixaban a 160 ng/mL indican que, ademas de su
potente accion inhibidora sobre la formacion de fibrina, apixaban interfirid con la
formacidn de grandes agregados plaquetarios causando reducciones estadisticamente
significativas en su tamano. Curiosamente, las concentraciones mas bajas de apixaban
(40 0 10 ng/mL) no causaron modificaciones cuantitativas significativas en la deposicién
de fibrina, a pesar de ello, todavia se mostraron algunos efectos antiplaquetarios en
condiciones de flujo dindmico. Por lo tanto, nuestros resultados apoyan el concepto de
gue bajas concentraciones de apixaban inhiben la generacidén de trombina mediadas
por plaquetas, la cual podria facilitar la formacién de trombos oclusivos ricos en
plaguetas.

Las condiciones de flujo de la sangre desempefian un papel fundamental en la
fisiopatologia de las complicaciones trombdticas venosas y arteriales (181). Los trombos
venosos e intracardiacos se generan en entornos de relativamente bajo indice de
cizalladura, los cuales favorecen la activacién de los mecanismos de coagulacién,
generandose trombos ricos en fibrina. Por el contrario, la adhesién y agregacién
plaguetaria desempefian un papel predominante en los indices de cizalladura elevadas
gue se producen en las regiones arteriales, las cuales resultan en trombos de rapido
desarrollo que contribuyen a las complicaciones isquémicas en el SCA (172,182). Las
condiciones de flujo estan sometidas a variaciones extremas durante la formacion de un
trombo oclusivo cambiando desde indices de cizalladura extremadamente elevadas en
el dpice de un trombo en crecimiento, a indices de cizalladura reducidas relacionados

con la deceleracién del flujo de sangre en la base del trombo, o a condiciones casi
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estancas en la zona distal donde el trombo se esta formando (183,41). En estas
circunstancias, las plaquetas circulantes cerca de la pared del vaso interactian con
plaguetas agregadas ya depositadas en una placa aterosclerdtica danada, siendo
activadas aun mas por la trombina generada localmente, y favoreciendo la propagacion
del trombo (37). En la presente tesis doctoral hemos modificado y optimizado una
técnica in vitro de generacién de trombina para valorar la contribucién de las plaquetas
a la generacioén local de trombina en una versién modificada del modelo celular de la
coagulacion en presencia de un elevado nimero de plaquetas, FT y plasma diluido
(184). Nuestros resultados en este ensayo de generacion de trombina mediados por
plaguetas difieren de los estudios con la sangre circulante. Mientras que la inhibicion de
la generacion de trombina seguia una relacién dosis-efecto con la concentracion de
apixaban en los ensayos de generacion de trombina, la inhibicién de la formacién de
fibrina y la deposicidon de plaquetas se observd solamente con la concentracion mas
elevada de apixaban en estudios con la sangre circulante. Estos resultados confirman
gue las concentraciones de apixaban requeridas para inhibir la formacion de fibrina bajo
condiciones de flujo son mucho mas altas que las necesarias para inhibir
significativamente la generacion de trombina en un ambiente rico en plaquetas.

La trombina generada localmente juega un papel critico en la composicion y
estructura de los codgulos hemostaticos y oclusivos a través de la activacién de las
plaguetas y la generacion de una red de fibrina que consolidard trombos crecientes. En
codgulos hemostaticos, la fibrina estabiliza el tapdn inicial rico en plaquetas para
controlar el sangrado a través de un vaso lesionado (185). La formacion de fibrina
también contribuye a la formacion de coagulos patoldgicos bajo indices de cizalladura
arterial elevadas que conducen a un aumento de la presencia de plaquetas y a un
empaquetamiento de fibrina de baja porosidad que limita la difusién de la trombina
(15). En las primeras etapas de la formacion de codagulos arteriales patoldgicos
generados, la trombina se elimina rdpidamente por el torrente sanguineo dejando sélo
la trombina generada en el nucleo para activar y reclutar plaquetas adicionales (186). A
medida que el trombo se hace mas oclusivo, la trombina generada incorpora mas
fibrina y plaquetas, convirtiéndose en mas resistente y reduciendo su porosidad
(183,41). La inhibicion de la trombina generada local en el nivel de un trombo

plaguetario consolidado en una placa dafiada, deberia impedir que la retroalimentacion
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de trombina generada promoviera la activacion de mas plaquetas circulantes y la
asociacion de fibrina y VWF a la formacién del trombo. Nuestros datos indican que las
concentraciones mas bajas de apixaban probadas en nuestros estudios pueden
interferir con este mecanismo de retroalimentacién, y conservar aun la formacién de
codgulos de fibrina hemostaticos.

Los resultados aportados en esta tesis, demuestran que apixaban retrasé los
parametros cinéticos de tromboelastometria, pero parecid tener un impacto minimo en
las propiedades estructurales de los coagulos formados. La prolongacién de los tiempos
de coagulacion con las dosis crecientes de apixaban fue en paralelo a las reducciones
medidas en la cinética de generacién de trombina. Por el contrario, apixaban como
otros ACODs no modificd de forma significativa la firmeza del codgulo maxima de los
codgulos formados en el sistema ROTEM (113,187). Nuestros estudios de
tromboelastometria reflejan la accién antitrombética de apixaban en codgulos venosos
y hemostaticos como una prolongacién de los tiempos de coagulacion relacionados con
una generacioén reducida y retardada de la trombina. Sin embargo, la composicion de
codgulos generados en condiciones de bajos indices de cizalladura producidas en
tromboelastometria seria completamente diferente de los trombos oclusivos ricos en
plaquetas generados en las placas aterosclerdticas rotas. Es probable que los resultados
de tromboelastometria no aporten informacién adicional sobre la estructura y la
resistencia del coagulo cuando se forman coagulos a indices de cizalladura elevados.

Adicionalmente, los resultados de nuestros estudios actuales podrian tener
implicaciones clinicas. La combinacidon de la inhibicién de formacion de fibrina y la
agregacion plaquetaria causada por los ACODs puede interferir con la hemostasia y
como resultado en un aumento del sangrado. De hecho, una mejora de la accién
antitrombdtica de rivaroxaban conjuntamente con un tratamiento antiplaquetario
simple o dual se ha demostrado en un modelo de trombosis-stent porcino (188). Por
otro lado, el ensayo APPRAISE-2 investigd el posible efecto beneficioso concomitante de
apixaban y la terapia antiplaquetaria estandar en SCA; sin embargo, la dosis de 5 mg
BID, equivalente a la dosis de anticoagulante completo recomendado para FANV reveld
resultados insatisfactorios (107). Este ensayo clinico se termind prematuramente
debido a un aumento en los eventos de hemorragia con apixaban en ausencia de una

reduccion de compensacion en los eventos isquémicos recurrentes. Paralelamente,
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rivaroxaban fue probado en un ensayo de fase 2 de busqueda de dosis (ATLAS ACS-TIMI
46) 5, 10y 20 mg (QD, o BID) y frente a placebo. Se observé que a dosis mas bajas (BID)
se redujo, con los hazard ratios (HR) mas bajos observados, el criterio de valoracién
combinado de muerte, infarto de miocardio o ictus, mientras que hubo un aumento
dependiente de la dosis en los eventos de sangrado (189). Sobre la base de estas
observaciones, se disend un ensayo de fase 3, llamado ATLAS ACS 2-TIMI 51, para
evaluar rivaroxaban, a “dosis muy baja” de 2,5 mg BID y “dosis baja” 5 mg BID, junto a la
doble terapia antiagregante en pacientes con SCA reciente, con el objetivo de
determinar un régimen de dosis baja clinicamente efectivo. Rivaroxaban — a dosis % (2,5
mg BID) y % (5 mg BID) de la dosis indicada para FANV (20 mg QD) - redujo
significativamente la mortalidad cardiovascular, y los eventos isquémicos (incluyendo
trombosis del stent en los pacientes sometidos a angioplastia, infarto de miocardio o
ictus) para una mediana de seguimiento de 1,1 afios en comparacién a placebo. Hubo,
sin embargo, un aumento significativo de sangrados graves e intracraneales, aunque no
de sangrados mortales (106). La mejor relacidn riesgo-beneficio fue con la dosis “muy-
baja” de rivaroxaban 2,5 mg BID.

Ademas, existen datos recientes de un ensayo clinico, PIONEER AF-PCI (190),
estudio prospectivo y aleatorizado con diversas estrategias de tratamiento
anticoagulante -rivaroxaban y AVK-, y antiagregante -doble antiagregacién o sdlo con
clopidogrel/ticagrelor/prasugrel- para investigar la estrategia de tratamiento mads
segura para pacientes con FANV que han recibido una derivacién (stent) durante una
intervencion coronaria percutdnea (ICP). Se aleatorizaron 2.100 pacientes en 3 brazos
de tratamiento: Grupo 1: rivaroxaban (15 mg QD) con clopidogrel (75 mg QD [o
ticagrelor 90 mg BID o prasugrel 10 mg QD en <15% de los pacientes]); Grupo 2:
rivaroxaban (2,5 mg BID) con baja dosis de AAS (75-100 mg) y con clopidogrel (idem
Grupo 1); y Grupo 3: AVK con AAS y clopidogrel (idem Grupo 1). La duracion de la doble
y triple antiagregacion fue establecida por los clinicos segun los casos (de 1, 6 o 12
meses), y el seguimiento fue de al menos 12 meses. Las pautas de tratamiento fueron
seleccionadas en base a estudios previos, como el WOEST (AVK y clopidogrel), ATLAS
ACS 2 TIMI 51 (rivaroxaban en SCA con dosis de 2,5 0 5 mg BID) y ROCKET AF (15 mg QD
en el 30% de los pacientes con deterioro de la funcion renal y utilizado en la vida real en

alrededor del 30-40% de los casos). Las tasas de sangrado clinicamente significativo

120



fueron menores en los dos grupos tratados con rivaroxaban que en el grupo que recibia
la terapia estandar con AVK (16,8% en grupo 1, 18,0% en grupo 2,y 26,7% en grupo 3;
hazard ratio (HR) para grupo 1 vs. grupo 3, 0,59; 95% IC, 0,47-0,76; P<0,001; HR para
grupo 2 vs. grupo 3, 0,63; 95% IC, 0,50-0,80; P<0,001). Las tasas de muerte por causa
cardiovascular, infarto de miocardio o ictus fueron similares en los tres grupos (6,5% en
grupo 1, 5,6% en grupo 2, y 6,0% en grupo 3; P NS para todos). También se observo una
reduccion de los ingresos por complicaciones cardiovasculares o sangrado en las
estrategias de tratamiento con rivaroxaban. En conclusién, en pacientes con FA en los
gue se coloca un stent coronario, la administracion de la “dosis baja” de rivaroxaban 15
mg QD mas inhibidor de P2Y12” durante 12 meses o la “dosis muy baja” de rivaroxaban
2,5 mg BID mas doble antiagregacion durante 1, 6 o 12 meses se asocié con menores
tasas de sangrado clinicamente significativo que la terapia estandar con AVK y DAPT
durante 1, 6 o 12 meses. El estudio no tiene potencia para analizar la eficacia de las
distintas estrategias de tratamiento en la reduccién de los eventos tromboembdlicos,
aunque en los datos observados los tres grupos fueron similares en este sentido; no
obstante, los amplios intervalos de confianza no permiten extraer conclusiones
concluyentes sobre la eficacia. Asi, este estudio debe aumentar nuestra confianza en la
seleccion de la estrategia mas segura para el tratamiento de estos enfermos con FA y
stent coronario, pero los intervalos de confianza no permiten saber si las distintas
estrategias presentan diferencias en la eficacia (190).

Ademas, en el mismo contexto que el estudio PIONEER AF-PCl, con pacientes
con FANV e ICP, estan en marcha los ensayos clinicos RE-DUAL PCl (dabigatran),
AUGUSTUS (apixaban), y ENTRUST-AF-PCI (edoxaban). Ninguno de estos estudios podria
tener el tamafio muestral suficiente para proporcionar evidencia definitiva sobre la
eficacia. Sin embargo, si no hubiera heterogeneidad sustancial, tal vez la puesta en
comun de los datos (pooling data) podria proporcionar mayor claridad sobre el coctel
antitrombdtico 6ptimo. Por el momento, en los pacientes que no estan en ensayos
clinicos, la terapia oral triple plena con agentes antiplaguetarios duales y la
anticoagulacién con dosis completa debe evitarse como practica rutinaria (191).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios ATLAS ACS 2-TIMI
51 y PIONEER AF-PCl, a “dosis muy baja” de rivaroxaban 2,5 mg BID se confirma la

eficacia y seguridad, concomitante con doble terapia antiagregante, en pacientes con
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FA qgue padecen enfermedad coronaria, y ademas, se asocia con una reduccion del
riesgo de mortalidad por toda causa o hospitalizacion recurrente por efectos adversos
comparado con el tratamiento estandar con AVK y doble antiagregacion (192).

Actualmente, se estd llevando a cabo otro ensayo clinico fase Ill, COMPASS, con
mas de 25.000 pacientes con enfermedad arterial periférica (EAP) o coronaria (EAC),
donde el objetivo primario es la prevencidon de eventos adversos cardiacos mayores
(MACE) entre los que figura la muerte cardiovascular, el infarto de miocardio y el ictus,
donde se esta examinando el rol de las “dosis muy baja” de rivaroxaban 2,5 mg BID
combinada con monoterapia antiagregante (AAS 100 mg QD), ademas de los otros 2
brazos: rivaroxaban 5 mg BID o AAS 100 mg QD. Sus conclusiones podrian ayudar a
elucidar dicho rol en el espectro de la aterotrombosis (191). De hecho, recientemente,
el pasado 8 de Febrero 2017, se ha publicado en prensa médica especializada que este
estudio se ha suspendido precozmente, mds de un afio antes (su finalizacién estaba
planificada en Marzo 2018), por un exceso de beneficio y seguridad de rivaroxaban
frente a AAS. Esta decision ha sido basada en la recomendacion del Comité
independiente de Seguimiento de Datos (DMC) del estudio, debido a que en el analisis
intermedio planificado, el endpoint MACE alcanzé la superioridad con rivaroxaban. A
pesar de ello, ahora falta que se conozcan estos resultados para saber exactamente
como fue este beneficio, los cuales se esperan que se presenten a finales de 2017.
Bayer y su socio en este proyecto, Janssen, no han desvelado aun qué régimen de
rivaroxaban (2,5 mg BID+AAS 6 5 mg BID) fue superior para el endpoint primario. En la
comunidad médica se ha comentado que sélo "al menos uno de los brazos de
rivaroxaban fue superior a AAS sola". Mientras que AAS, hoy por hoy, se considera un
pilar para los pacientes de alto riesgo con EAP/EAC documentada, un cambio o la
adicion de un ACOD representarian un cambio importante en la practica clinica
(193,194).

Es muy posible que la seleccidon de dosis de apixaban para la prevencion de
complicaciones trombadticas en los territorios arteriales se basara en las establecidas
para otras indicaciones antitrombdticas, y no tuvo en cuenta la accidn anti-hemostatica
de las dosis elevadas de apixaban a indices de cizalladura elevados. Nuestros datos
indican que las concentraciones mas bajas de apixaban, que a las que estan indicadas

para la prevencion y tratamiento de complicaciones tromboembdlicas, pueden interferir
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con la generacién de trombina en un entorno rico en plaquetas, pero aun asi, preservan
la contribucidn de fibrina para la salvaguardia de su funcion hemostatica. éSeria posible
gue apixaban, a dosis bajas, se podria comportar como un tratamiento antiplaquetario

per se?
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CONCLUSIONES







Los resultados del trabajo experimental de esta tesis permiten establecer las

siguientes conclusiones:

1. Apixaban mostré una accién inhibidora diferencial sobre los componentes de
hemostasia primaria y secundaria dependiendo de las técnicas utilizadas para su

estudio.

2. Los efectos de concentraciones crecientes (10, 40 y 160 ng/mlL) de apixaban
inhibieron distintamente la generacion de trombina local, los pardmetros
tromboelastométricos durante la formacién del coagulo, y la deposicion de

plaquetas y fibrina en los vasos dafiados en los estudios con la sangre circulante.

3. En los estudios en condiciones de flujo, apixaban muestra una accién

antiplaquetaria notable con las concentraciones mas altas (40 y 160 ng/mL).

4. La concentracion mas elevada de apixaban inhibe casi completamente la formacion

de fibrina en los estudios en condiciones de flujo arterial.

5. Concentraciones de apixaban 4 a 16 veces inferiores a la Cnay, alcanzada con la
dosis antitrombdtica aprobada para FANV, podrian ser adecuadas para reducir la
generacion de trombina, la formacion de agregados de plaquetas grandes y, aun
asi, permitir la formaciéon de fibrina, preservando asi su contribucion a Ia

hemostasia en el contexto del SCA.

6. Los estudios en los ensayos modificados de generacién de trombina mediados por
plaquetas podrian ser utiles para investigar la acciéon antiplaquetaria de otros
ACODs en la prevencion de complicaciones aterotrombdticas en territorios

arteriales.

7. Nuestros resultados indican que los estudios experimentales en condiciones de
flujo en combinacion con los ensayos de la generacion de trombina modificados

podrian facilitar la seleccion de la concentracién de ACOD, la cual prevendria el
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reclutamiento de plaquetas relacionadas con la trombina en los trombos
patologicos arteriales, reduciendo el riesgo de interferir con la formacién de fibrina

necesario para la consolidacion de la hemostasia.

Estos datos deben permitir el desarrollo de estudios posteriores en los que se
pueda establecer el efecto antitrombodtico de las asociaciones de apixaban a bajas dosis,
gue a las que estan indicadas para la prevencién y tratamiento de complicaciones
tromboembodlicas, con los agentes antiplaquetarios utilizados en la prevencién

secundaria de eventos aterotrombaticos.
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SUMMARY nonvalvular AF hold inherent limitations including delayed

Conventional anticoagulant therapies can significantly
reduce the risk of stroke and related complications in
patients with atrial fibrillation (AF). Classic oral anticoag-
ulants based on vitamin K antagonism have shown effec-
tiveness in the prevention of thromboembolic complica-
tions in this clinical setting. Unfortunately, vitamin K
antagonists that have shown effectiveness in the preven-
tion of thromboembolic complications in patients with
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onset of action, narrow therapeutic index, variability of
their response, need for repeated control and numerous
interactions with food and other drugs. Since the frequen-
cy of stroke related to AF increases with age, guidelines
from different scientific societies advise that the risk of
bleeding for a patient should be quantified before exposure
to anticoagulation and balanced against the risk of stroke
with and without anticoagulation. A consequence of
assessing this risk/benefit balance is that not all patients
with AF at thromboembolic risk receive adequate antico-
agulant treatment. Apixaban is a new oral anticoagulant
with a direct, specific and reversible inhibitory action on
coagulation factor Xa and with demonstrated safety and
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efficacy in the prophylaxis and treatment of venous throm-
boembolism in several clinical studies involving thousands
of patients subjected to major orthopedic surgery. Results
of two large phase Ill trials have demonstrated the efficacy
and safety of apixaban compared with aspirin or warfarin,
in the prevention of stroke in patients with AF. Apixaban
demonstrated superiority over classic vitamin K antago-
nists on the previously specified outcomes of stroke, sys-
temic embolism, major bleeding and death. For those
patients unsuitable for treatment with vitamin K antago-
nists because of an excessive bleeding risk, apixaban
showed more efficacy than aspirin in stroke prevention
with a not statistically significant modest increase of major
bleeding.

Key words: Apixaban - Stroke - Atrial fibrillation —
Coagulation factor Xa inhibitors — Anticoagulants

BACKGROUND

Atrial fibrillation (AF) is the most prevalent arrhythmia.
More than 7 million people in the U.S. and E.U. may be
affected by some type of arrhythmia and the prevalence
of this pathology continues to augment as the life
expectancy continues to increase in developed countries
(1). The prevalence of AF increases dramatically with age.
Ten percent of the population > 80 years can suffer from
AF (2). Stroke is the main thromboembolic complication
of AF. Patients with AF have a 2- to 7-fold risk of ischemic
stroke, with 2-fold increases in mortality and with a sub-
sequent risk of disabling cognitive impairment (3).
Stroke due to AF is more disabling than stroke due to
other causes and has a higher recurrence rate. From 15%
to 30% of individuals who survive a stroke are perma-
nently disabled (4). It is agreed that the world faces a
growing epidemic of AF and related stroke (3, 5).

Thromboembolic complications in AF are the result of a
hypercoagulable condition developing in the heart atri-
um. Dimensions of the atrium, disruption of the normal
blood circulation leading to a turbulent flow and alter-
ations in the atrial wall have been involved in the throm-
bogenesis in AF (6). Congenital and acquired alterations
in coagulation mechanisms or deficient regulation by
natural anticoagulants may further contribute to the
development of a procoagulant environment (7). The
coagulation pathway is definitely involved in the forma-
tion of venous, arterial or atrial thrombi. In the modern
cell-based model of hemostasis, coagulation is initiated
through the tissue factor/coagulation factor lla
(TF/FVIla) complex on the surface of a TF-bearing cell
and involves three integrated phases: initiation, amplifi-
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cation and propagation (8). Factor Xa (FXa) will play a
prevalent role in the initiation and propagation phases
during the cell-based activation of the coagulation.
Inhibition of the coagulation steps contributed by FXa
has proved a very efficient mechanism to modulate
excessive thrombin generation (9). Inhibition of FXa dur-
ing the initiation step reduces the initial generation of
thrombin through the activation of the FXa-FVa com-
plex on the cell surface. Moreover, inhibition of FXa dur-
ing the propagation step prevents thrombin generation
produced through the assembly of the prothrombinase
complex (FVa—-FXa and calcium).

Prevention of stroke is the key goal in AF treatment.
Overwhelming clinical experience demonstrates that the
risk of stroke due to AF can be reduced by two-thirds
with effective anticoagulation (3). Oral anticoagulation
based on vitamin K antagonists has proven efficacious in
the prevention of stroke due to AF although their major
drawbacks include their narrow therapeutic window, the
large inter- and intraindividual variability in dose
response, a slow onset and offset of action, the need for
monitoring and extensive food and drug interactions
(10). New strategies with more specific mechanisms of
action, wider therapeutic range and with lesser pharma-
cological interactions are needed to optimize the pre-
vention of the fatal or disabling embolic ischemic stroke
caused by AF (11-13).

Inhibition of FXa is an efficient way of preventing throm-
bin generation at both the initiation and propagation
steps of the coagulation mechanisms. Apixaban is a new
oral anticoagulant with a direct and specific inhibitory
action on FXa and with demonstrated safety and effica-
cy in the prophylaxis and treatment of venous throm-
boembolism (VTE) in several clinical trials involving
thousands of patients. This review will provide an update
on basic information on the pharmacology and pharma-
cokinetics of apixaban, and will attempt to put into per-
spective the results of recent clinical trials that have
comparatively evaluated the antithrombotic potential of
apixaban versus standard antithrombotic treatments in
patients with nonvalvular AF.

CHEMISTRY

Apixaban (BMS-562247, PM-460) is a direct selective
and reversible inhibitor of FXa (Fig. 1). Apixaban binds to
the active site on FXa with an elevated affinity (K, =
0.08 nM) and exerts its anticoagulant and antithrom-
botic mechanisms independently of antithrombin (14).
Apixaban is a direct drug that does not require previous
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Figure 1. Chemical structure of apixaban.

biotransformation to become active. Synthesis of apixa-
ban has been described in detail (15).

PRECLINICAL PHARMACOLOGY

The in vitro anticoagulant action of apixaban has been
investigated in plasma from rats, rabbits, dogs and
chimpanzees. Apixaban effectively prolongs prothrom-
bin time (PT), activated partial thromboplastin time
(APTT), thrombin time (TT) and Hep-test (16, 17). The
ability of apixaban to inhibit FXa or modify coagulation
tests varies among different species. Concentrations
required to double PT and APTT in the rat are 7.9 and
20 uM, respectively. Concentrations of apixaban from
3.6 to 74 uM added in vitro to human plasma are
capable of doubling PT and APTT values. Apixaban
inhibits thrombin generation in human plasma with a
dose-effect relationship from 5 to 400 nM with an IC,
ranging from 70 to 100 nM (18).

The antithrombotic action of apixaban has been demon-
strated in various experimental models. In rats, apixaban
inhibits thrombus formation in arterial and venous vas-
cular territories with an ED., equivalent to 0.72 or 1.55
mg/kg/h, respectively. Apixaban has demonstrated
antithrombotic action in a model of arteriovenous shunt
in rabbits (16). In an experimental model of venous
thrombosis in rabbits, concentrations of apixaban equiv-
alent to 65 nM reduced the size of the original thrombus
by up to a 50%, without significant prolongations in
bleeding times (19). The antithrombotic activity shown in
the previous models followed alterations in routine
coagulation tests (APTT, TT and PT).
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A favorable therapeutic index was observed for apixaban
in comparative studies with thrombin inhibitors in a
venous thrombosis model in rabbits (19). Similar
antithrombotic efficacy was observed between apixaban,
rivaroxaban and dabigatran in the prevention and treat-
ment of venous thrombosis in a rabbit model. Animals
treated with apixaban or rivaroxaban exhibited shorter
bleeding times compared with dabigatran at equivalent
antithrombotic doses. Apixaban has shown a significant
potency to inhibit clot-bound FXa activity (20). Apixaban
inhibits platelet aggregation induced by tissue factor.
Aggregation of platelets by tissue factor is triggered by
the thrombin generated during the interaction of tissue
factor with FVIla and FXa on the surface of platelets. The
inhibitory action of apixaban in this experimental setting
was similar to that of other specific inhibitors of FVlla or
Flla (27).

Although new oral anticoagulants have been designed
to avoid the need for repeated controls required with
classic anticoagulant therapy based on vitamin K antag-
onism, laboratory assessment of new anticoagulants
may be occasionally requested (22). Unlike vitamin K
antagonists, apixaban does not need repeated adjust-
ments of the doses. If necessary, the anticoagulant effect
of apixaban can be occasionally measured even at very
low plasma concentrations using a standard laboratory
chromogenic anti-Xa assay with either low-molecular-
weight heparin (LMWH) or apixaban calibrators (23).

The lack of specific antidotes to reverse the alterations of
hemostasis induced by new oral anticoagulants in case
of emergencies is a matter of concern. Recent studies
using an in vitro model of thrombosis with circulating
human blood suggest that prothrombin complex con-
centrates or rFVIla could effectively reverse the antihe-
mostatic action of apixaban (24).

PHARMACOKINETICS AND METABOLISM

After oral administration, 50-66% of apixaban is
absorbed through the stomach and small intestine.
Apixaban was found the major circulating component in
plasma and O-demethyl apixaban sulfate was the most
significant metabolite. The administered dose is recov-
ered in feces and urine with the parent drug representing
approximately half of the recovered dose. Biliary excre-
tion represented a minor elimination pathway. Metabolic
pathways identified for apixaban included O-demethyla-
tion, hydroxylation and sulfation of hydroxylated O-
demethyl apixaban (25, 26).
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Maximal concentration (Cmax) is reached from 1 to 3
hours after oral administration. After single oral dose of
5 mg, the C__ reached is equivalent to 104 ng/mL (27).
A total of 87% of the administered apixaban is found
bound to proteins. As in previous studies in experimental
animals, dose-dependent elevations in plasma levels of
apixaban corresponded with prolongations of APTT and
PT. After oral administration of multiple doses of apixa-
ban, concentrations increased slightly above the levels
observed after single administration, with an accumula-
tion factor of 1.3 to 1.9 (28). The C__ for the dose of 5
mg/12 hours is slightly increased compared to the 10-
mg dose in a single administration. Apixaban concentra-
tion reaches steady state after 3 days, with a half-life of
about 9-14 hours.

Apixaban is oxidized through mechanisms dependent
on CYP3A4 with minor contributions from a CYP2J2 and
CYP1AZ2 isozymes. The potential of apixaban to inhibit or
induce CYP or to generate active metabolites is minimal.
Apixaban is a substrate of both CYP3A4 and P-glycopro-
tein (P-gp). Inhibitors of CYP3A4 and P-gp would
increase exposure to apixaban and increase the risk of
bleeding. Inducers of CYP3A4 and P-gp decrease expo-
sure to apixaban and increase the risk of thrombosis
(29). Therefore, administration of apixaban is not recom-
mended for patients receiving concomitant systemic
treatment with potent inhibitors of CYP3A4 or P-gp,
such as ketoconazole, itraconazole, voriconazole and
posaconazole, or ritonavir (30). These drugs may double
the total exposure to apixaban. The exposure to apixa-
ban could be further enhanced in the presence of addi-
tional factors that increase circulating levels of apixaban
(e.g., renal dysfunction). Coadministration of apixaban
with potent inducers of CYP3A4 and P-gp (rifampicin,
phenytoin, carbamazepine, phenobarbital or St. John's
wort) may cause a reduction of almost 50% in the apix-
aban levels. Coadministration of apixaban with the latter
drugs should be made with reservations (30). Apixaban
does not seem to have potential interactions with digox-
in, but caution is advised for groups of patients receiving
concomitant treatment with nonsteroidal anti-inflamma-
tory drugs, including aspirin. The concomitant use with
other inhibitors of platelet aggregation or other antithrom-
botic agents is not recommended. The efficacy and safe-
ty of apixaban versus warfarin was consistent in patients
with or without concomitant amiodarone therapy (31).

Elimination of apixaban involves multiple mechanisms
including metabolism and biliary and renal excretion of
the unmodified drug. Renal clearance accounts for 27%
of the total clearance. Food intake did not affect the C_ |
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or AUC of apixaban (27). The intake of foods containing
high fat or calorie contents has no effect on the efficacy
of apixaban (29). The C__ is not affected by mild to
moderate renal insufficiency. There is no need for dose
adjustment in patients with mild to moderate renal
impairment; however, due to the lack of clinical evi-
dence, apixaban is not recommended in patients with
creatinine clearance below 15 mL/min or in those with
severe hepatic impairment. Apixaban should be used
with caution in patients with mild or moderate hepatic
impairment (patients with Child-Pugh scores A or B).
Table | summarizes the pharmacological and pharmaco-
kinetic features detailed in the previous text.

CLINICAL STUDIES
Venous thromboprophylaxis

Patients subjected to two frequent surgical interven-
tions, such as hip or knee replacement, are at elevated
risk of developing thrombotic complications. The protec-
tion against thromboembolic complications achieved
with LMWHs is perfectly established in these clinical sit-
uations. Demonstration of adequate rates of prevention
of thrombosis in patients subjected to hip or knee
replacement in comparison with the gold standard
antithrombotic therapy with LMWH is a proof of concept
for any new anticoagulant. Results from preliminary
phase Il studies on the therapeutic utility index for apix-
aban indicated that the apixaban dosage regimen with
2.5 mg twice daily (b.i.d.) could provide the highest ther-
apeutic utility index (32).

Three phase Ill studies evaluated the efficacy and safety
of apixaban in the prevention of thrombosis in patients
undergoing major orthopedic surgery (Table Il). The
studies, under the acronym ADVANCE (Apixaban Dose
Orally versus Anticoagulation with Enoxaparin), included
more than 11,000 patients and the efficacy of oral apixa-
ban at 2.5 mg b.i.d. was compared with that of subcuta-
neous enoxaparin at 30 mg b.i.d. or 40 mg once a day
(33-35). Results of these clinical trials confirmed the effi-
cacy of apixaban versus the standard treatment for the
prevention of VTE with enoxaparin (36). In the
ADVANCE-1 study, enoxaparin (30 mg b.i.d. as used in
the U.S.) or apixaban were initiated 12-24 hours after
total knee replacement surgery (33). In this study, apixa-
ban did not reach the criteria for noninferiority for the pri-
mary efficacy endpoint compared with enoxaparin,
although it showed a lower rate of major and clinically
not relevant bleeding complications than enoxaparin.
The ADVANCE-2 and ADVANCE-3 studies evaluated the
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Table I. Summary of pharmacologic and pharmacokinetic characteristics of apixaban.

APIXABAN

Variables Properties Ref.
Reference; molecular weight BMS 562247-01; C25H25N504; MW 459.49 (15)
Commercial name; licenser Eliquis®; Bristol-Myers Squibb, Pfizer (30)
Mechanism of action; specificity Direct factor Xa inhibition; no prodrug (18)
Pharmacology Antithrombotic action in different animal models (16-18)
Alteration in coagulation tests TP, TTPA, TTm and Hep-test (16,17)
Laboratory measurement Anti-Xa test with appropriate calibrators (23)
Thrombin generation inhibition (IC,) 75-100 uM (18)
Therapeutic dose 2.5,5mg/12 h (32)
Pharmacokinetics: t__ /half-life 1-3h/9-14 h (25-27)
Pharmacokinetics: C__ at therapeutic doses 100 ng/mL after single therapeutic doses (25-27)
Slightly higher after multiple therapeutic doses
Bioavailability Half life: 9-14 hours (25, 26, 32)
Elimination 25% Renal secretion, 50% feces
Interference with cytochromes and P-gp CYP3A4 and P-gp (29)
Strong inducers of CYP3A4 and P-gp will reduced  Rifampin, carbamazepine, phenytoin, phenobarbital, St. (29, 30)
exposure to apixaban (risk of thrombosis) John's wort
Strong inhibitors of CYP3A4 and P-gp will increase  Ketoconazole, itraconazole, ritonavir or clarithromycin (29, 30)
the exposure to apixaban (risk of bleeding)
Reversal of antihemostatic action PCCs, rFVlla, aPCCs (24)
Table Il. Summary of clinical trials with apixaban in the prevention of thromboembolic complications.
Aim Clinical setting and drug comparator Number of patients Ref.
Dose selection Therapeutic utility of apixaban in prevention of venous Model-based (32)
thromboembolism
Venous thromboprophylaxis Apixaban vs. enoxaparin knee replacement (ADVANCE 1) 3,195 (33)
after orthopedic surgery Apixaban vs. enoxaparin: knee replacement, (ADVANCE-2) 3,057 (34, 35)
Apixaban vs. enoxaparin: hip replacement (ADVANCE-3) 3,866 (34, 35)
Prevention of thromboembolic Apixaban vs. aspirin (ASA): atrial fibrillation (AVERROES) 5,599 (39)
complications in patients with - . - vs. warfarin: atrial fibrillation (ARISTOTLE) 18,201 (40)

atrial fibrillation

efficacy and safety of apixaban in the prevention of VTE
in patients undergoing total knee or hip replacement,
respectively. In these studies, apixaban showed noninfe-
riority or even superiority for the primary efficacy end-
point (composite of asymptomatic or symptomatic deep
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vein thrombosis, nonfatal pulmonary embolism and all-
cause mortality), and superiority for the secondary end-
point of prevention of major VTE (34, 35). Bleeding com-
plications observed in the previous studies were similar
for both apixaban and enoxaparin.
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Stroke related to atrial fibrillation

The major risk factors for stroke in individuals with AF are
previous stroke, advanced age, history of hypertension,
systolic blood pressure > 160 mmHg and diabetes. The
risk of AF-related stroke can be estimated with the
CHADS, (including Congestive heart failure,
Hypertension, Age > 75 years, Diabetes mellitus, prior
Stroke or transient ischemic attack [TIA] or thromboem-
bolism) or CHA,DS,VASc (CHADS, score plus Vascular
disease, Age 65-74, Sex category, female) scores that
represent on a scale ranging from 1to 6 or from 1to 9,
respectively, the combined overall impact of the previous
factors (3). The implicit bleeding risk from exposure to
vitamin K antagonists, the complexity of management
and the numerous interactions of classic oral anticoagu-
lants have made it so that not all patients with AF with
thromboembolic risk are able to receive anticoagulation
treatment (37). Before the introduction of the newer oral
anticoagulants, the only alternative to a vitamin K antag-
onist with a labeled indication for AF was antiplatelet
therapy with aspirin, despite the fact that this alternative
was less effective than a vitamin K antagonist for preven-
tion of stroke.

The efficacy and safety of oral apixaban for the preven-
tion of stroke in AF was investigated in two large, phase
[ll, double-blind, randomized trials (Table Il). The first
trial, AVERROES, was designed to address the large
unmet need of AF patients at risk of stroke who are
unsuitable for or unwilling to take a vitamin K antago-
nist. Therefore, this trial compared the efficacy of apixa-
ban versus aspirin in patients with AF and at least one
risk factor for stroke who have failed or were unsuitable
for vitamin K antagonist therapy (37). The second trial,
ARISTOTLE wanted to determine whether apixaban was
noninferior to warfarin at reducing the combined end-
point of stroke (ischemic or hemorrhagic) and systemic
embolism in patients with AF and at least one addition-
al risk factor for stroke (38).

Apixaban versus acetylsalicylic acid in atrial
fibrillation: The AVERROES trial

The AVERROES (Apixaban Versus Acetylsalicylic Acid
[ASA] to Prevent Stroke in Atrial Fibrillation) trial, was
designed to compare the efficacy and safety of apixaban
versus aspirin in patients with AF and who, for a variety
of reasons, were not candidates for warfarin (39). This
double-blind, double-dummy trial enrolled 5,599
patients who were randomized to receive either apixa-
ban 5 mg b.i.d. or aspirin at a dose of 81-324 mg daily.
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The primary efficacy endpoint was the occurrence of
stroke (ischemic and hemorrhagic) or systemic
embolism. Before enrollment, 40% of the patients had
used a vitamin K antagonist.

There were 51 primary outcome events in the apixaban
patients and 113 among those assigned to aspirin. The
rates of death did not differ statistically for both groups
(3.5% per year in the apixaban group vs. 4.4% per year in
the aspirin group). There were 44 cases of major bleed-
ing in the apixaban group and 39 in the aspirin group;
there were 11 cases of intracranial bleeding with apixa-
ban and 13 with aspirin. The risk of a first hospitalization
for cardiovascular causes was significantly reduced with
apixaban as compared with aspirin (Table Ill). As will be
commented further in the text, treatment effects were
consistent among important subgroups. In summary, in
patients with AF for whom vitamin K antagonist therapy
was unsuitable, apixaban reduced the risk of stroke or
systemic embolism without significantly increasing the
risk of major bleeding or intracranial bleeding. The data
and safety monitoring board recommended early termi-
nation of the study because of a clear benefit in favor of
apixaban.

Apixaban versus warfarin in atrial fibrillation: The
ARISTOTLE trial

In the ARISTOTLE (Apixaban for Reduction in Stroke and
Other Thromboembolic Events in Atrial Fibrillation) trial,
apixaban was compared with warfarin for the prevention
of stroke or systemic embolism in patients with AF and at
least one additional risk factor for stroke (40). It was a
double-blind, double-dummy design, where apixaban 5
mg b.i.d. was compared with warfarin (target interna-
tional normalized ratio: 2.0 to 3.0) in 18,201 patients.
The trial was designed to test the noninferiority of apixa-
ban to warfarin in reducing the rate of ischemic or hem-
orrhagic stroke or systemic embolism; with key second-
ary endpoints of testing for superiority with respect to
the primary outcome and to the rates of major bleeding
and death from any cause.

As summarized in Table IV, a significant reduction was
observed for the primary efficacy outcome, a composite
of ischemic or hemorrhagic stroke or systemic embolism,
compared with warfarin (1.27% per year vs. 1.60% per
year; hazard ratio [HR] with apixaban: 0.79; 95% confi-
dence interval [Cl]: 0.66 to 0.95; P < 0.001 for noninferi-
ority, P = 0.01 for superiority). In addition, the rate of
major bleeding episodes occurred in 2.13% of patients
who received apixaban and 3.09% of patients who
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Table lll. Efficacy and safety outcomes in the AVERROES trial (39).
Outcome Apixaban (N = 2,808) Aspirin (N = 2,791) HR with apixaban P value
No. of patients Event rate No. of patients Event rate (95% Cl)
with first event (%/year) with first event (%/year)
Stroke or systemic embolism 51 1.6 13 37 0.45(0.32-0.62) < 0.001
Stroke 49 1.6 105 3.4 0.46 (0.33-0.65) < 0.001
Ischemic 35 11 93 3 0.37(0.25-0.55) < 0.001
Hemorrhagic 6 0.2 9 0.3 0.67 (0.24-1.88) 0.45
Death from any cause m 35 140 4.4 0.79 (0.62-1.02) 0.07
Major bleeding 44 14 39 12 113 (0.74-1.75) 0.57
Intracranial | 0.4 13 0.4 0.85(0.38-1.90) 0.69
Gastrointestinal 12 0.4 14 0.4 0.86 (0.40-1.86) 071

HR, hazard ratio; Cl, confidence interval.

received warfarin (HR: 0.69; 95% Cl: 0.60 to 0.80; P <
0.001). An important finding of the ARISTOTLE study
was the significant reduction in the rates of hemorrhag-
ic stroke complications. These results indicate that treat-
ment with apixaban could result in almost a 50% reduc-
tion in the development of one of the most serious side
effects observed with the current vitamin K antagonist
strategies for the prevention of thromboembolic events
in patients with AF. Further analysis of the results
revealed that in comparison with warfarin, apixaban was
associated with small, but significant reductions in the

Table IV. Efficacy and safety outcomes in the ARISTOTLE trial (40).

likelihood of hospitalization in patients with AF. For every
1,000 patients treated with apixaban instead of warfarin,
13 patients avoided hospitalization an average of 1.5
times during the study (41).

The ARISTOTLE study concluded that apixaban was
superior to warfarin in preventing stroke or systemic
embolism, caused less bleeding and resulted in lower
mortality in patients with AF (40). An indirect conclusion
of the previously mentioned trial is that treatment with
apixaban offers additional benefit for patients with high
thromboembolic risk according to the CHADS, score.

Outcome Apixaban (N =9,120) Warfarin (N = 9,0871) HR with apixaban P value
No. of patients Event rate No. of patients Event rate (95% C1)
with first event (%/year) with first event (%/year)
Stroke or systemic embolism 212 1.27 265 1.6 0.79 (0.66-0.95) 0.01
Stroke 199 119 250 1.51 0.79 (0.65-0.95) 0.01
Ischemic 162 0.97 175 1.05 0.92 (0.74-113) 0.42
Hemorrhagic 40 0.24 78 0.47 0.51(0.35-0.75) <0.001
Death from any cause 603 3.52 669 3.94 0.89 (0.80-0.998) 0.047
Major bleeding 327 213 462 3.09 0.69 (0.60-0.80) < 0.001
Intracranial 52 0.33 122 0.8 0.42 (0.30-0.58) <0.001
Gastrointestinal 105 0.76 19 0.86 0.89 (0.70-1.15) 0.37
HR, hazard ratio; Cl, confidence interval.
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Apixaban was approved by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA), and the European Medicines
Agency (EMA) for nonvalvular AF in 2012 based on the
results of the ARISTOTLE trial (42, 43).

Efficacy and safety of apixaban in subgroups of
patients with impaired renal function, previous
stroke or bleeding risk

Chronic kidney disease (CKD) affects up to 10% of the
adult population (44) and carries a high risk for the
development of AF (45). In a large population-based
study, the HR for the development of AF was doubled for
the group of patients with moderate CKD compared with
patients with normal renal function independent from
other known risk factors for AF (46). Despite this evident
increased risk for AF-associated thromboembolism,
many patients with renal dysfunction are not receiving
oral anticoagulation therapy (47), mostly because of
bleeding risk associated with warfarin use (48).

Despite of the absence of significant subgroup interac-
tions, secondary analysis of the AVERROES and ARIS-
TOTLE trials were conducted to evaluate the efficacy and
safety across different subgroups of patients according
to their impaired renal function, the risk of stroke or their
specific risk of bleeding (49, 50). The AVERROES trial
included 1,697 (30%) patients with stage Ill CKD, show-
ing mean glomerular filtration rates (GFRs) of 49
mL/min/1.73 m?, which was an independent predictor of
primary events (HR: 1.6; P = 0.01) and major hemorrhage
(HR: 2.2; P=0.02). These patients were older (mean age
75 vs. 68 years) and had more frequent hypertension,
diabetes, heart failure and previous stroke (all P < 0.07)
in comparison with patients with normal renal function
(estimated GFRs > 60 mL/min/1.73 m?). The efficacy of
apixaban was consistent across these subgroups, with a
significant reduction of primary events by 68% (1.8% per
year on apixaban vs. 5.6% per year on aspirin; P < 0.001)
for stage Ill CKD patients and by 43% (1.6% per year on
apixaban vs. 2.8% per year on aspirin; P = 0.009) for
patients with normal renal function. Treatment with
apixaban was associated with a nonsignificant difference
in major hemorrhage for patients with stage Ill CKD
(2.5% per year with apixaban vs. 2.2% per year with
aspirin). Results were similar in a secondary analysis of
the ARISTOTLE trial (50). This study included 7,518
patients (42%) with an estimated GFR of > 80 mL/min,
7,587 (42%) patients with an estimated GFR between
> 50 and 80 mL/min, and 3,017 (15%) patients with an
estimated GFR of < 50 mL/min. Patients with impaired
renal function (< 80 mL/min) had a higher rate of car-
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diovascular events and bleeding. Compared with war-
farin, the incidence of stroke or systemic embolism,
major bleeding and mortality was significantly
decreased in patients who received apixaban irrespective
of renal function. In fact, the risk reduction in major
bleeding was greater in patients with an estimated GFR
of <50 mL/min (P = 0.005).

It is well established that patients with AF and previous
stroke or TIA have a high risk of stroke. To confirm this
assumption and to compare the efficacy of apixaban in
patients with and without previous stroke or TIA, a pre-
specified AVERROES subgroup analysis was performed
(51). In patients with previous stroke or TIA, 2.39% events
of stroke or systemic embolism per year occurred in the
apixaban group compared with 9.16% in the aspirin
group (HR: 0.29; 95% Cl: 0.15-0.60). Additionally, major
bleeding was more frequent in patients with a history of
stroke or TIA than in patients without (HR: 2.88; 95% ClI:
1.77-4.55) but risk for this event did not differ between
treatment groups.

In the ARISTOTLE subgroup analysis of patients with
previous stroke or TIA, the incidence of stroke or systemic
embolism was 2.46 per 100 patient-years in the apixa-
ban group and 3.24 in the warfarin group (HR: 0.76; 95%
Cl: 0.56 to 1.03) (52). However, differences did not reach
levels of statistical significance in patients without previ-
ous stroke or TIA (1.01 per 100 patient-years with apixa-
ban and 1.23 with warfarin; HR: 0.82; 95% Cl: 0.65-1.03).
Thus, the absolute reduction in the rate of stroke and
systemic embolism with apixaban in comparison with
warfarin was 0.77 per 100 patient-years (95% Cl: -0.08
to 1.63) in patients with previous stroke or TIA and 0.22
(95% Cl: =0.03 to 0.47) in those without previous stroke
or TIA. The incidence of major bleeding was similar in
patients with and without a previous history of stroke or
TIA according to received treatment (1.07 per 100
patient-years with apixaban [95% Cl: 0.09-2.04] vs.
0.93 with warfarin [95% CI 0.54-1.32]). The investigators
concluded that apixaban was particularly effective for
patients with previous stroke or TIA.

Treatment with anticoagulants increases the risk of
bleeding for the exposed population of patients. The
bleeding risk assumed with anticoagulants should be
balanced with respect to the underlying risk of stroke in
the absence of treatment (53). The risk of stroke can be
evaluated through the CHADS, scores. A similar score
evaluation has been applied to evaluate the risk of
bleeding. Thus, the HAS-BLED score (Hypertension,
Abnormal Renal/Liver Function, Stroke, Bleeding
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History or Predisposition, Labile INR, Elderly, Drugs or
alcohol) has been validated for cohorts of patients sub-
jected to anticoagulant treatments. A HAS-BLED score
of more than 3 identifies patients with AF at high bleed-
ing risk (54). In a subanalysis of the AVERROES trial,
apixaban was found to reduce stroke with comparable
bleeding risks when compared with aspirin (55).
Therefore, the rates of both stroke and bleeding
increased with higher CHADS, scores, but apixaban
compared with aspirin was associated with a similar risk
of anatomic site of bleeding and a reduced relative risk of
stroke. Lip et al. performed a secondary analysis of the
AVERROES trial to confirm that there were no significant
heterogeneities in the risk of bleeding between treated
groups (56). Qutcomes were consistent regardless of
baseline risk. Apixaban was superior to aspirin for stroke
prevention in AF population, with similar rates of major
bleeding, in the presence of one or more stroke risk fac-
tors, with consistency of the treatment effect by
CHADS,/CHA,DS,-VASC scores. A secondary analysis of
the ARISTOTLE confirmed that the relative risk reduction
in intracranial bleeding tended to be greater in patients
with HAS-BLED scores of 3 or higher (HR: 0.22; 95% Cl:
0.10-0.48) than in those with HAS-BLED scores of O-1
(HR: 0.66; 95% Cl: 0.39-1.12; P for interaction = 0.0604)
(57). Therefore, apixaban has benefits compared with
warfarin that are consistent across patient risk of stroke
and bleeding as assessed by the CHADS,,
CHA_DS,VASC, and HAS-BLED scores.

CONCLUSIONS

AF and related thrombotic complications are important
contributors to mortality and morbidity in our societies
and represent a major health concern. The steadily rising
prevalence and incidence of AF is bound to contribute to
a progressive increase in the social and economic burden
of stroke and related disabilities. Apixaban is a new oral
anticoagulant with a direct, specific and reversible
inhibitory action on FXa. Apixaban offers several advan-
tages over classic vitamin K antagonists: effects are reli-
able at adjusted doses, repeated controls are unneces-
sary and its reduced half-life predicts a relatively rapid
recovery of coagulation mechanisms after the treatment
is discontinued. In addition, apixaban shows fewer inter-
actions with food or other drugs and its metabolism
seems to be less dependent on cytochrome-related
polymorphisms. Apixaban has demonstrated safety and
efficacy in the prophylaxis and treatment of VTE, and in
the prevention of thromboembolic complications in
patients with AF in several clinical studies involving

THOMSON REUTERS - Drugs of Today 2013, 49(7)

APIXABAN

thousands of patients. Based on the results of the ARIS-
TOTLE studies, the FDA and EMA have recently
approved apixaban for the prevention of thromboembol-
ic complications in patients with AF (42, 43). Two phase
[l clinical trials have investigated the efficacy and safety
of apixaban for the acute and extended treatment of VTE
(58, 59). Based on the results of these trials, the licens-
ing company may plan to initiate regulatory filings for
the approval of new indications on acute and long-term
treatment of VTE, as well as for extended prevention of
recurrent VTE.
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Abstract

Introduction

Mechanisms of action of direct oral anticoagulants (DOAC) suggest a potential therapeutic
use in the prevention of thrombotic complications in arterial territories. However, effects of
DOAC:s on platelet activation and aggregation have not been explored in detail. We have
investigated the effects of apixaban on platelet and fibrin components of thrombus formation
under static and flow conditions.

Methods

We assessed the effects of apixaban (10, 40 and 160 ng/mL) on: 1) platelet deposition and
fibrin formation onto a thrombogenic surface, with blood circulating at arterial shear-rates; 2)
viscoelastic properties of forming clots, and 3) thrombin generation in a cell-model of coagu-
lation primed by platelets.

Results

In studies with flowing blood, only the highest concentration of apixaban, equivalent to the
therapeutic C,ax, Was capable to significantly reduce thrombus formation, fibrin association
and platelet-aggregate formation. Apixaban significantly prolonged thromboelastometry
parameters, but did not affect clot firmness. Interestingly, results in a platelet-based model
of thrombin generation under more static conditions, revealed a dose dependent persistent
inhibitory action by apixaban, with concentrations 4 to 16 times below the therapeutic Cy,ax
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significantly prolonging kinetic parameters and reducing the total amount of thrombin
generated.

Conclusions

Our studies demonstrate the critical impact of rheological conditions on the antithrombotic
effects of apixaban. Studies under flow conditions combined with modified thrombin genera-
tion assays could help discriminating concentrations of apixaban that prevent excessive
platelet accumulation, from those that deeply impair fibrin formation and may unnecessarily
compromise hemostasis.

Introduction

Platelets contribute to the precipitating events leading to acute coronary occlusion [1]. Plaque
disruption facilitates the interaction of flowing blood with the inner components of atheroscle-
rotic lesions, collagen and tissue factor among them; leading to local thrombin generation and
acute thrombus formation [2]. Mechanisms by which plaque rupture leads to occlusive or
non-occlusive thrombi are complex and probably potentiated by the presence and/or transport
of hyper-reactive platelets and soluble agonists, such as thrombin towards the injured vessel
[3]. Occlusive events in arterial vessels occur under a wide range of hemodynamic conditions,
ranging from extreme to depressed flows, including situations with turbulences or stasis in
pathological stenotic vessels.

It has been proposed that exposure of vascular tissue factor (TF) at sites of disrupted athero-
sclerotic plaques plays a critical role in the local generation of thrombin favoring the growth of
occlusive thrombi. Assembly of the TF-FVIIa complex on the anionic phospholipids expressed
at the activated cell-membranes is important for optimal thrombin generation and blood coag-
ulation. Actual models of coagulation contemplate the implication of cellular and enzymatic
mechanisms in three differentiated steps: initial activation, propagation and thrombin genera-
tion [4,5,6]. Although the more recent cell-based model of coagulation does not take into
account the elevated shear rate conditions usually involved in the onset of acute coronary
events, the concepts may still apply to post-stenotic arterial territories or during the consolida-
tion of occlusive thrombi characterized by slow flow or even almost static conditions.

Blood flow conditions, and more specifically blood shear rates, are essential in the patho-
physiology of venous and arterial thrombotic complications [7]. Interaction of platelets with a
damaged vessel wall and thrombus formation are shear-dependent processes [8]. Besides, rhe-
ological properties of blood locate circulating platelets close to the boundary layer, where they
recognize and interact with elements of the subendothelium exposed upon vessel damage.
Rupture of an atherosclerotic plaque, will expose tissue factor and collagen to the bloodstream
and to platelets, triggering the formation of a thrombus and subsequent ischemic complica-
tions of acute coronary syndromes (ACS) [9,10]. The size, stability and composition of this
thrombus will determine the severity of the ACS [11,12].

Thrombi generated on a ruptured plaque contain platelets and fibrin [12]. The initial acti-
vation and aggregation of platelets are important processes in thrombus formation; however,
its stability is dependent on their fibrin content and polymerization. Disrupted atherosclerotic
lesions are rheologically characterized by increasing shear rates reaching maximal levels at
the apex of the stenosis. These high shear rate conditions are magnified by the occlusive
nature of the forming thrombus on the disrupted lesion. Distal to the apex, the local shear rate

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0171486 February 13,2017 2/15



@° PLOS | ONE

Inhibitory action of apixaban on platelet and fibrin components of forming thrombi

progressively decelerates and even switches to negative values due to distal post-thrombus tur-
bulence [13-15]. Reduced flow conditions at the proximal and distal portions of the growing
thrombi favor local thrombin generation, therefore increasing the stability of the thrombi by
incorporating additional platelets into a polymerizing fibrin mesh.

Antiplatelet agents and anticoagulants therapies such as heparins have proven clinically
successful, though a significant number of recurrent events may still occur. Direct oral anti-
coagulants (DOACs) can be considered equally effective than warfarin, but safer and easier
to use. Despite these advantages, there is limited information on the effects of DOACs in the
ACS setting; and the possible synergism of a combined antiplatelet plus anticoagulant ther-
apy has not been investigated in detail [16]. The well-established inhibitory activity of
DOACs on thrombin generation should be considered a major asset; however, their effect
on platelet-mediated procoagulant activity has not been explored yet. In fact, some clinical
studies have shown contradictory results depending on the DOAC and doses investigated
[17].

In summary, platelet activation, local thrombin generation and fibrin formation are three
key elements contributing to the formation of occlusive thrombi in arterial territories. The
mechanisms of action of DOACs support their potential therapeutic use in the prevention of
thrombotic complications in arterial vasculature however effects of these agents on platelet
activation and aggregation have not been investigated in detail. In the present studies, we have
applied experimental approaches under dynamic and steady flow conditions to investigate the
effects of apixaban on different aspects of thrombus formation. More specifically, we assessed
the inhibitory effects of apixaban on: 1) platelet deposition and fibrin formation onto a throm-
bogenic surface, in an experimental model of thrombosis with blood circulating at arterial
shear-rates; 2) clot formation kinetics using thromboelastometry; and 3) thrombin generation
applying a cell-based model of coagulation primed by platelets.

Materials and methods

Our investigations conform with the Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the
protection of animals used for scientific purposes; and with the principles outlined in the Dec-
laration of Helsinki. The study has been approved by the Hospital Clinic Ethical Committee of
Clinical Investigation (CEIC registry: 2011/6837). Healthy donors provided an informed writ-
ten consent before collection of blood samples. The protocol to isolate rabbit aortas, to be used
as thrombogenic substrata, was also approved by the Animal Ethical Committee of the Univer-
sity of Barcelona (CEEA registry: 473/12). Rabbits were handled following the applicable regu-
lations and guidelines of the Animal Experimental Ethics Committee of the University of
Barcelona.

Experimental design

The aim of the present study was to assess the effects of apixaban at therapeutic and subthera-
peutic doses in different models of hemostasis: 1) Modifications in the adhesive-cohesive prop-
erties of platelets and in fibrin formation were evaluated with perfusion devices, using whole
blood circulated through damaged vascular segments, and a shear rate similar to those found
at medium-sized arteries; 2) changes in thromboelastometry parameters during clot formation
of citrated blood; and 3) contribution of platelets to kinetics of local thrombin generation,
using an in house cell-based model of thrombin generation primed by platelets, in a fluorimet-
ric assay with a fluorogenic substrate (Technoclone GmBH, Austria).
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Reagents

Phosphate buffered saline (PBS) was from Gibco BRL Life Technologies (Paisley, UK). The
embedding kit JB-4 for histological processing was from Polyscience (Warrington, USA).
ROTEM Thromboelastometry reagents, ex-TEM™ and star-TEM™, were from Pentapharm
GmbH (Munich, Germany). Thrombin generation was assessed with the fluorogenic substrate
from Technoclone GmbH (Vienna, Austria). Tissue factor exposed on phospholipid vesicles
to trigger thrombin generation was Thromborel ™S, from Siemens Healthcare (Marburg,
Germany).

Apixaban

The apixaban principle was kindly provided by Bristol-Myers Squibb (NY, USA). Apixaban
was initially dissolved in ethanol, and subsequently diluted in saline to a final stock concentra-
tion of 1 pg/mL. Blood samples where incubated with different concentrations of apixaban (0,
10, 40 and 160 ng/mL) for 30 min at 37°C. The 160 ng/mL concentration is equivalent to the
Cnax at steady state after a 5 mg twice daily dosage, recommended for the thromboprophylaxis
in patients with atrial fibrillation [18]. The 40 ng/mL is compatible with the C,;, after the
same treatment regimen, and the 10 ng/mL would be compatible with the C,,;, achieved after
a after a single administration of 2.5 mg apixaban [19].

Blood collection and platelets isolation

Blood samples were drawn from healthy donors who in the previous 10 days had not taken
any drug known to affect platelets or the coagulation system. Blood was collected into BD
Vacutainer™ citrate tubes leading to a final citrate concentration of 11 mM. For thrombin gen-
eration studies, whole blood was separated into plasma and isolated platelets. Citrated plasma
was obtained by centrifugation of tubes at 1100xg for 5 min. Platelets were separated as plate-
let-rich plasma (120xg, 7 min) and washed 3-times with a buffer containing 93 mM sodium
citrate, 7 mM citric acid, 140 mM dextrose, 5 mM adenosine and 3 mM theophylline (pH 6.5).
The final pellet was resuspended at 1x10° platelets/uL in Hanks’ balanced salt solution (136.8
mM Na(Cl, 5.3 mM KCl, 0.6 mM Na,HPO,, 0.4 mM KH,PO,, 0.2 mM NaH,PO,-2H,0) sup-
plemented with 2.7 mM dextrose and 4.1 mM NaHCOj; (pH 7.2). Platelets suspensions were
allowed to rest at 37°C for 30 min [20].

Perfusion studies

Whole blood aliquots incubated with apixaban were recalcified with a CaCl, solution, and
immediately perfused through annular chambers exposing a damaged vascular segment from
rabbit aorta, as thrombogenic substrata [21].

Preparation of thrombogenic surfaces

Aortas were extracted from young female New Zealand rabbits (2.8-3.0 Kg; http://www.
granjasanbernardo.com/). Rabbits were sedated with a combination of intramuscular keta-
mine (30 mg/Kg) + xylazine (5 mg/Kg), and further euthanized using an overdose of anesthetic
(intravenous sodium pentobarbital; 500 mg/Kg). Death was confirmed by total bleeding. Rab-
bits were cut open to cannulate the venae cavae at the jointure between the renal and iliac
veins, establishing a constant flow of saline solution in order to clean the entire vascular circuit,
avoiding the formation of clots that could adhere to the endothelium. The aorta was removed
by a cut at the point where the two iliacs separate. Extracted vessels were denuded, everted and
cut into six segments of 1 cm lenght. The endothelial layer was chemically removed with 20 U/
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mL o-chymotrypsin (37°C, overnight), to expose the subendothelium proteins. Vascular seg-
ments were stored in PBS at —20°C until used. Each experiment was performed with vessels
from the same rabbit, to avoid inter-individual variations.

Studies with flowing blood

Whole blood aliquots incubated with apixaban were recalcified with a CaCl, solution, and
immediately perfused through annular chambers exposing damaged vascular segments [21].
Perfusions studies were performed at a shear rate of 800 s, for 5 min. Perfused vessels were
rinsed with 0,15 M PBS, fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.15 M PBS at 4°C for 24 h and his-
tologically processed for further morphometric evaluation. Fibrin deposition and platelet
interactions were evaluated by light microscopy in histological semi-thin cross-sections of the
perfused vessels. A specifically developed software automatically classified and quantified
platelet and fibrin coverage present in 20 randomly chosen microscopic fields in non-adjacent
sections [22]. Platelets interactions with the exposed vascular surfaces were evaluated as a per-
centage of total surface of the vessel covered by platelet. Presence of larger platelet masses
(aggregates of more than 5 pm in height) were also expressed as a percentage of the surface ves-
sel. Similarly, the presence of fibrin in the same microscopic fields was also morphometrically
quantified and expressed as a percentage of fibrin coverage deposited on the subendothelium.

Thromboelastometry studies

Modifications on thromboelastometric parameters during clot formation of citrated blood
samples previously incubated with apixaban (0, 10, 40 and 160 ng/mL) were investigated using
the ROTEM Thromboelastometry Analyser (PentapharmGmbH, Miinchen, Germany) [21].
Clot formation was triggered by addition of ex-TEM ™ reagent and recalcification with star-
TEM™, both commercially available. The ex-TEM™® test measures changes on the extrinsic
pathway of coagulation, fibrinogen and fibrin polymerization, and platelet function. Clots
obtained in the ex-TEM™ are composed of platelets and fibrin. Clotting time (CT) and clot
formation time (CFT) indicate the kinetics of clot formation and are expressed in seconds.
Clot amplitude provides information about clot strength and stability, which is largely depen-
dent on fibrinogen and platelets, and is expressed in millimetres. The CT is defined as the time
when the forming clot reaches 2 mm; the CFT is the time when this clot reaches 20 mm; and
the clot amplitude after 10 minutes (A10) is a measure of clot firmness at this time-point.

A platelet-based model of thrombin generation

Contribution of platelets to local thrombin generation was investigated in an in house cell-
based model of thrombin generation primed by platelets, using a modified fluorogenic assay
(Technoclone GmBH, Austria). Our cell-based model consists of isolated platelets at 1x10°
platelets/pL in Hanks’ balanced salt solution, used as the source of anionic phospholipids and
factors released from the granules after activation to enhance thrombin generation. Addition
0f 7.5% of citrated plasma ensured the presence of coagulation factors to support thrombin
generation. This mix was incubated with the different concentrations of apixaban tested (0, 10,
40 and 160 ng/mL) for 30 min at 37°C. Parallel studies were performed using vehicle instead
of platelets (S1 Supporting Information). Thrombin generation was initiated by addition of 1.1
pM tissue factor exposed on phospholipids micelles (Thromborel ®'S, Dade Behring, Marburg
GmbH, Germany) and a fluorogenic substrate that also contains CaCl, to favor the activation
of coagulation mechanisms. Fluorescence generated was evaluated at a wavelength of 390 nm /
450 nm (excitation / emission) during 90 min (at intervals of 1 min) and fluorescence units
analyzed with the Thermo Fluoroskan Ascent Software (Technoclone GmbH) as previously
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described [23]. Parameters assessed in our studies were lag phase (min), maximum thrombin
peak (nM), time to achieve this peak (min) and total amount of thrombin generated (Area
Under the Curve, A.U.C.).

Statistics

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). The SPSS statistical package
17.0.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL) was used for all analyses. Statistical analysis was performed with
raw data using the Student’s t-test for paired samples after Wilcoxon-Mann-Whitney test for
Gaussian distribution. Minimal levels of statistical significance were established at p<0.05.

Results
Effects of apixaban on thrombus formed under flow conditions

We assessed the effects of apixaban concentrations on platelet and fibrin components of
thrombus formed in studies under flow conditions. As summarized in Fig 1A and 1B, apixa-
ban at elevated concentrations (160 ng/mL) demonstrated a powerful inhibitory action on
fibrin formation with a moderate reduction in platelet deposition with differences reaching
values of statistical significance (p<0.01 vs. baseline values). Inhibitory effects on fibrin forma-
tion were not observed with the lower concentrations of apixaban tested (10 and 40 ng/mL)
(Fig 1B).

A more detailed analysis of the characteristic of the platelet aggregates formed on the
thrombogenic vessel surface revealed that apixaban interfered with the formation of larger
platelet aggregates (> 5 microns in height) in a dose-dependent manner (Fig 1C). As shown in
the bar diagrams, reduction in the proportion of larger aggregates resulted in a tendency to
associate platelets into smaller platelet aggregates (< 5 microns in height). Apixaban at 160 ng/
mL not only reduced the total surface covered by platelets, but also caused significant reduc-
tions in the formation of larger platelet aggregates (14.6 £ 1.9% vs. 28.4 £ 2.9% in controls;
p<0.01). A similar tendency was observed with 40 ng/mL with an inferior but statistically sig-
nificant reduction (p<0.05). The lower concentration of apixaban tested (10 ng/mL) did not
significantly affect the formation or size of platelet aggregates. Results are summarized in
Table 1.

Effects of apixaban on thromboelastometry parameters

We also investigated modifications by apixaban in viscoelastic properties of forming clots. As
shown in Fig 2, apixaban induced a dose-dependent alteration in the thromboelastometry
parameters measured.

Exposure of human blood to 10, 40 or 160 ng/mL was followed by a progressive delay in the
kinetics of clot formation, with prolongations of clotting related parameters (CT and CFT).
These prolongations reached levels of statistical significance for concentrations of apixaban
>40 ng/mL. Similar tendencies were observed for CFT. Evaluation of changes in the clot firm-
ness showed a tendency to reduced clot firmness at 10 min (A10) with increasing concentra-
tions of apixaban, but differences never reached levels of statistical significance. More detailed
data is offered in Table 2.

Impact of apixaban on thrombin generation primed by platelets

Contribution of platelets to local thrombin generation was investigated in a modified cell-
based model of thrombin generation primed by platelets. Representative thrombin generation
profiles are shown in Fig 3. Normal values for the lag phase in experiments in the absence of
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Fig 1. Effects of apixaban on platelet and fibrin interactions with damaged vessels exposed to flowing blood.
At the highest concentration, apixaban significantly inhibited the incorporation of fibrin and platelets into the forming
thrombi. Inhibitory effects on fibrin formation were not observed with apixaban at 40 or 10 ng/mL. Antiplatelet effects of
apixaban were still evident at 40 ng/mL. (A) Representative micrographs showing platelets and fibrin interactions on
cross-sections of the perfused vessels. Citrated blood previously incubated with different concentrations of apixaban
(0, 10, 40 and 160 ng/mL) was recalcified and immediately perfused at a shear rate of 800 s™', for 5 min. Black arrows
point to platelet aggregates and white arrows indicate fibrin (Magnification x1000). (B) Bar diagrams represent results
of morphometric evaluations in cross-sections of perfused vessels, showing percentage of surface covered by
platelets aggregates (black) or fibrin (white). (C) Bar diagrams represent presence of small (< 5 microns height; black)
and large (> 5 microns height; white) platelet aggregates. Results are expressed as Mean + S.E.M (n =5).* p<0.01 vs.
baseline (no apixaban); # p<0.01 vs. apixaban 10 ng/mL and 1 p<0.01 vs. apixaban 40 ng/mL.

doi:10.1371/journal.pone.0171486.9001

apixaban were 7.0 + 0.8 min, with a maximum peak of thrombin equivalent to 79.1 + 4.9 nM,
reached at 21.8 + 3.1 min.

Apixaban showed a clear dose effect relationship in the kinetics of thrombin generation,
with progressive delays in both the time to start thrombin generation (lag time), which was
doubled and maintained with all the apixaban concentrations tested (lag times ranging from
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Table 1. Modifications on percentages of platelet and fibrin coverage, by increasing concentrations of apixaban, in studies with flowing blood.

[Apixaban] Percentage of surface coverage (%)
ng/mL Platelets Fibrin Large Agg. Small Agg.
0 46.6+3.5 53.8+7.4 284129 14.6+£2.6
10 421125 51.2+35 22.7+20 18.1+£34
40 35.5+4.8*% 46.9+6.3 15.71 1.3 *f 19.0+4.3
160 21.0+2.8 *1§ 19.3+4.4 *1§ 14.6 +1.9%F 4.0+1.8*%1§

Large Agg.: Large platelet aggregates of > 5 microns in height
Small Agg.: Small platelet aggregates of <5 microns in height
Results are expressed as Mean + SEM (n = 5)

* p<0.01 vs. apixaban 0 ng/mL

T p<0.01 vs. apixaban 10 ng/mL

§ p<0.05 vs. apixaban 40 ng/mL

doi:10.1371/journal.pone.0171486.t001

13 min to 13.4 min), and the time to reach the maximum peak of thrombin, which was pro-
longed in a dose-dependent manner (37.1 + 1.9 min, 57.8 + 8.8 min and 72.5 + 6.2 min, respec-
tively with apixaban 10, 40 and 160 ng/mL). These reductions reached statistical significance
with all the apixaban concentrations investigated vs. control experiments (p<0.01). Moreover,
the maximum peak of thrombin generated was reduced proportionally to the dose of apixaban
(60.9 + 1.0 nM, 55.7 + 3.5 nM and 36.7 + 3.1nM, respectively with apixaban 10, 40 and

60
40
20

04-
20
40 -
60 -

[apixaban] ng/mL

0

10
40

160

Clot amplitude (mm)

0 5 10 15 20
time (min)

Fig 2. Modifications in thromboelastometry profiles of whole blood by apixaban at low and high
concentrations. Assays were triggered by tissue factor-rich phospholipid micelles and calcium. Results
reveal a dose-dependent action of apixaban (10, 40 and 160 ng/mL) on the kinetics of clot formation and clot
firmness. Clotting times were progressively delayed by apixaban. Effects on clot firmness were less evident.

doi:10.1371/journal.pone.0171486.9002
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Table 2. Modifications in thromboelastometry parameters by apixaban triggered by tissue factor rich phospholipid micelles and calcium.

apixaban (ng/mL) CT (min) CFT (min) A10 (mm)
0 211.7+13.3 95.7+8.8 53.2+2.3
10 247.8+44.3 109.6 £9.1 52.4+2.3
40 289.2+48.6 # 129.2+16.4 49.0+2.9
160 367.7 £ 30.6 *# 141.0+9.9 *# 47724

Apixaban delayed kinetics of clot formation, measured as clotting time (CT) and clot formation time (CFT); and reduced clot firmness after 10 minutes (A10).
Results are expressed as Mean + S.E.M (n =5 to 6 for apix 0 and 160 ng/mL).

* p<0.05 vs. apixaban 0 ng/mL and

#p<0.05 vs. apixaban 10 ng/mL

doi:10.1371/journal.pone.0171486.t002

160 ng/mL), reaching statistically significant inhibitions with all the concentrations of apixa-
ban when compared to control studies performed in the absence of this anticoagulant
(p<0.01). Thrombin peak and area under the curve (A.U.C.) reached with 160 ng/mL of apixa-
ban were significantly reduced with the respective results observed for concentrations of 10 or
40 ng/mL (p<0.01). For more detailed results, including those in experiments with vehicle,
refer to Table 3 and S1 Table, respectively.

Discussion

Apixaban showed variable antithrombotic actions in the different experimental approaches
investigated. In flow studies in a thrombosis model with blood circulating at arterial shear

100 - [apixaban] ng/mL
——0
10
—— 40
160

A ) o
o o o
1 1 1

Thrombin (nM

g

o
L

I
0O 15 30 45 60 75 90
time ( min)

Fig 3. Impact of apixaban in a platelet-primed model of thrombin generation. Representative thrombin
generation profiles showing the impact of different doses of apixaban in the contribution of platelets to local
thrombin generation primed by platelets, triggered by tissue factor rich phospholipids-micelles and calcium.
Apixaban caused dose-dependent prolongations in the initiation of thrombin generation with a parallel
reduction in the thrombin peak and the total amount of thrombin generated. This assay detected alterations in
the kinetics of thrombin generation and total amount of thrombin generated, even with the lowest
concentrations of apixaban tested (10 and 40 ng/mL).

doi:10.1371/journal.pone.0171486.9003

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0171486 February 13,2017 9/15



o @
@ : PLOS | ONE Inhibitory action of apixaban on platelet and fibrin components of forming thrombi

Table 3. Modifications on thrombin generation parameters induced by increasing concentrations of apixaban in platelet-enriched samples.

[Apixaban] Lag Phase Thrombin Peak Area Under Curve
ng/mL (min) Time (min) Peak (nM) A.U.C.
0 7.0+£0.8 21.8+3.1 79.1+4.9 3156.8 £ 96.5
10 13.0+0.5* 37.1+£19* 60.9+1.0* 2664.2+87.2*
40 13.4+14* 57.8+8.8* 55.7+3.5* 2447.3+178.0 *
160 13.4+0.9* 72.5+6.2 *t 36.7 £ 3.1 *t§ 1421.8 +234.1 *1§

Results are expressed as Mean + SEM (n =5)
* p<0.01 vs. apixaban 0 ng/mL

T p<0.01 vs. apixaban 10 ng/mL

§ p<0.05 vs. apixaban 40 ng/mL

doi:10.1371/journal.pone.0171486.t003

rates, apixaban concentrations equivalent to the C,,,, achieved in patients receiving treatment
for the prophylaxis of thrombotic complications, significantly reduced fibrin generation and
platelet aggregate formation. These effects on platelets and fibrin formation were not observed
with the lower concentrations of apixaban tested. In contrast with the previous observations,
concentrations 4 to 16 times below the usual antithrombotic C,,, did still show significant
inhibitory action in the contribution of platelets to thrombin generation in studies under more
static conditions. A combination of studies with flowing blood and thrombin generation in a
platelet-rich environment could be useful to differentiate concentrations of anticoagulants that
inhibit platelet-mediated thrombin formation from those that deeply impair fibrin formation
necessary for consolidation of hemostasis.

Our present studies demonstrate a differential impact of high vs. low concentrations of
apixaban on platelet and coagulation components of thrombus formation in studies under
flow conditions. Previous studies from our group demonstrated that apixaban at a concentra-
tion compatible with the C,,,, reached in patients subjected to treatment for the prophylaxis of
thrombotic complications [18,19,21,24], dramatically reduce fibrin incorporation into forming
thrombi in a similar thrombosis model with human blood circulated at moderated shear rates.
Our present results with apixaban at 160 ng/mL indicate that, in addition to its powerful inhib-
itory action on fibrin formation, apixaban interfered with the formation of large platelet
aggregates causing statistically significant reductions in their size. Interestingly, the lower con-
centrations of apixaban (40 or 10 ng/mL) did not cause significant quantitative modifications
in fibrin deposition, though they still showed some antiplatelet effects under dynamic flow
conditions. Therefore our results support the concept that low concentrations of apixaban
inhibit platelet-mediated thrombin generation that could facilitate the formation of platelet-
rich occlusive thrombi.

Blood flow conditions play a critical role in the pathophysiology of venous and arterial
thrombotic complications [25]. Venous and intracardiac thrombi are generated under rela-
tively low-shear environments that favor the activation of the coagulation mechanisms, thus
generating fibrin-rich thrombi. In contrast, platelet adhesion and aggregation play a predomi-
nant role at the elevated shear rates that occur in arterial regions resulting in rapidly develop-
ing thrombi that contribute to the ischemic complications in ACS [26,27]. Flow conditions are
subjected to extreme variations during the formation of an occlusive thrombi shifting from
extremely elevated shear rates at the apex of a growing thrombi, to reduced shears related to
deceleration of blood flow at the base of the thrombi, or to almost stagnant conditions in the
distal area were the thrombi is being formed [28,29]. Under these circumstances, platelets cir-
culating close to the vessel wall interact with aggregated platelets already deposited on a
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damaged atherosclerotic plaque, being further activated by thrombin locally generated, and
favoring thrombus propagation [9]. Our experimental design wanted to reproduce this sce-
nario by evaluating the contribution of platelets to thrombin generation in a modified version
of the cell-based model of coagulation in the presence of elevated number of platelets, tissue
factor and diluted plasma [30]. Our results in this thrombin generation assay primed by plate-
lets differ from those in the studies with flowing blood. While the inhibition of thrombin gen-
eration followed a dose-effect relationship with the concentration of apixaban in the thrombin
generation assay, the inhibition of fibrin formation and platelet deposition was only observed
with the most elevated concentration of apixaban in studies with circulating blood. These find-
ings confirm that concentrations of apixaban required to inhibit fibrin formation under flow
conditions are much higher than those necessary to significantly inhibit thrombin generation
in a platelet rich environment.

Thrombin locally generated plays a critical role in the composition and structure of hemo-
static and occlusive clots through the activation of platelets and generation of a fibrin net that
will consolidate growing thrombi. In hemostatic clots, fibrin stabilizes the initial platelet-rich
plug to control bleeding through an injured vessel [31]. Fibrin formation also contributes to
the formation of pathologic clots under elevated arterial shear rates leading to an increase in
platelet presence and a low porosity fibrin packing that limits the diffusion of thrombin [16].
At the early stages of formation of pathologic arterial clots thrombin generated is rapidly
removed by the bloodstream leaving only thrombin generated at the core to activate and
recruit additional platelets [32]. As the thrombus becomes more occlusive, thrombin generated
incorporates more fibrin and platelets, making it more resistant and reducing its porosity
[28,29]. Inhibition of local thrombin generated at the level of a platelet thrombus consolidating
on a ruptured plaque, should prevent the feedback of thrombin generated promoting the acti-
vation of further circulating platelets and the association of fibrin and VWEF to the forming
thrombus. Our data indicate that the lower concentrations of apixaban tested in our studies
may interfere with this feedback mechanism, and still preserve the formation of hemostatic
fibrin clots.

In our studies, apixaban delayed kinetic thromboelastometry parameters, but seemed to
have minimal impact on the structural properties of the formed clots. The prolongation of
clotting times with the increasing doses of apixaban paralleled the reductions measured in
thrombin generation kinetics. In contrast, apixaban as other DOACs did not modify in a sig-
nificant way the maximum clot firmness of clots formed in the ROTEM system [21,33]. Our
thromboelastometry studies reflect the antithrombotic action of apixaban in hemostatic and
venous clots as a prolongation of clotting times related to a reduced and delayed generation of
thrombin. However, the composition of clots generated under the low shear conditions pro-
duced in thromboelastometry would be completely different from the platelet-rich occlusive
thrombi generated in ruptured atherosclerotic plaques. It is likely that thromboelastometry
results do not bring additional information on the structure and clot resistance of clots form-
ing ant elevated shear rates.

Results of our present studies may have clinical implications. Combined inhibition of fibrin
formation and platelet aggregation caused by DOACs may interfere with hemostasis and result
in increased bleeding. Actually, an enhancement of the antithrombotic action of rivaroxaban
with single or dual antiplatelet therapy has been demonstrated in a porcine model of stent
thrombosis [34]. The APPRAISE-2 trial investigated the concomitant beneficial effect of apixa-
ban and standard antiplatelet therapy in ACS; however, the dose of 5 mg twice daily (BID),
equivalent to the full anticoagulant dose recommended for SPAF revealed unsatisfactory out-
comes [35]. This clinical trial was prematurely terminated due to an increase in major bleeding
events with apixaban in the absence of a counterbalancing reduction in recurrent ischemic
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events. Interestingly, in the phase III study ATLAS ACS 2 TIMI 51 patients with a recent ACS
were randomized to rivaroxaban 2.5 mg BID or 5 mg BID or placebo, in addition to standard
antiplatelet therapy [36]. In the mentioned study, rivaroxaban -at doses one fourth to one
half of those indicated for the prevention or treatment of venous or AF-related thrombosis-
reduced the risk of the composite end-point of death from cardiovascular causes, myocardial
infarction, or stroke in patient with recent acute coronary syndromes. Moreover, evidence
from a recent clinical trial confirms the efficacy and safety of the 2.5 mg rivaroxaban dose (2.5
mg BID in patients with atrial fibrillation undergoing intracoronary stenting, receiving dual
antiplatelet therapy [37]

It is quite possible that the selection of doses of apixaban for the prevention on thrombotic
complications in arterial territories was based on those established for other antithrombotic
indications and did not consider the antihemostatic action of the elevated doses of apixaban at
elevated shear rates. Our data indicate that lower concentrations of apixaban may interfere
with thrombin generation in a platelet rich environment, but still preserve the contribution of
fibrin to the preservation of its hemostatic function.

Conclusion

In the present study, apixaban at 10, 40 and 160 ng/mL differently inhibited local thrombin
generation, altered coagulation parameters during the clot formation, and reduced platelet
and fibrin deposition on damaged vessels in studies with circulating blood. Our data indicate
that apixaban at doses one fifth to one half of that indicated for the prevention or AF-related
thrombosis, could be adequate to reduce thrombin generation, the formation of large platelet
aggregates and still allow fibrin formation, thus preserving its contribution to hemostasis.
Studies in modified thrombin generation assays primed by platelets could be useful to investi-
gate the antithrombotic action of DOACs in the prevention of atherothrombotic complica-
tions in arterial territories. Moreover, experimental studies under flow conditions combined
with modified thrombin generation assays would facilitate the selection of DOAC concentra-
tion that prevents thrombin-related recruitment of platelets in pathological arterial thrombi,
reducing the risk of interfering with fibrin formation necessary for the consolidation of
hemostasis.
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S1 Supporting Information. Thrombin generation in a cell-based model primed by
platelets vs. vehicle. To emphasize the contribution of platelets to thrombin generating
in the arterial vessels we adapted a fluorimetric assay of thrombin generation and
established the optimal conditions: platelets (1x10%uL), which contribute to the process
with anionic phospholipids and released factors from the granules after activation; and
7.5% plasma, which provides coagulation factors enough to initiate and maintain the
thrombin generation. These samples were incubated for 30 min with apixaban. The
reaction of thrombin generation assay was initiated with a preparation of tissue factor
(1.1 pM), calcium and fluorogenic substrate (Technothrombin). Generated fluorescence
was recorded for 90 min (A ex/em: 390/450 nm). Concentrations of platelet and plasma
previously assessed showed the most reliable results to study inhibition of thrombin
generation by apixaban in the presence of an elevated concentration of platelets to
(1x10%/pL). Thrombin generation was extremely reduced in experiments with 7.5% of
plasma, in the absence of platelets. However, presence of platelets restored and
potentiated thrombin generation in this setting. Apixaban showed a clear dose-
dependent inhibitory action on thrombin generation primed by platelets, even with the
lowest concentration tested (10 ng/mL), approximately 16-fold below the therapeutic
Crax. Parallel determinations using vehicle (Hanks’s balanced salt solution) instead of
platelets demonstrated critical delays by apixaban in the dynamic parameters of
thrombin generation far exceeding those in the presence of platelets, with minimal
amounts of thrombin generated during the assay ranging between 0 nM to 5.78 nM

(average 3.8 £ 1.0 nM). For more detail please refer to S1 Table.


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171486.s001

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171486.s002

S1 Table. Parameters of thrombin generation primed by platelets vs. vehicle.

[Apixaban] ng/mL platelets + 7.5 % PPP  vehicle + 7.5 % PPP

Lag Phase (min)

0 7.0+£0.8 16.2+2.8

10 13.3+05* 17.8+1.7

40 134+1.4* 23.2+20#
160 13.4+09* 17624 #
Thrombin Time (min)

0 218+3.1 424 +18.1
10 37.1+19* 444 +199

40 57.8+88* 544 +£16.5
160 725+£6.2*t 31.2+13.9
Thrombin Peak (nM)

0 79.1+49 38+1.0#

10 609+1.0* 56+25#

40 55.7+35* 26+£10#
160 36.7£3.1*18 19+0.6#
Area Under the Curve (A.U.C.)

0 3156.8 £ 96.5 106.8 +51.4 #
10 2664.2 +87.2 * 103.6 £46.1 #
40 24473 +178.0* 26.1+11.7#
160 1421.8 £234.1 *t§ 35+£21#

Rows compare measurements between samples with platelets and vehicle for the same
concentration of apixaban. Results expressed as Mean £ SEM (n = 5).

* p<0.01 vs. the corresponding control (platelets / vehicle) with apixaban at 0 ng/mL
1 p<0.01 vs. apixaban 10 ng/mL

§ p<0.05 vs. apixaban 40 ng/mL

# p<0.05 vs. the same apixaban concentration in platelets + 7.5 % PPP


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171486.s002
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