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DESCRIPCION
Heparina 2-O, 3-O desulfatada para el tratamiento del sindrome de trombocitopenia inducido por heparina (HIT).
Antecedentes de la invencion

Campo de la invenciéon

La presente invencién se refiere un medicamento para tratar y prevenir la activacion plaquetaria o la trombosis en
presencia de anticuerpos reactivos frente al complejo de heparina-factor plaquetario 4 utilizando una heparina 2-O,
3-0O desulfatada.

Técnica anterior

El farmaco heparina, descubierto hace casi un siglo, se sigue utilizando en la actualidad para evitar la coagulacion
de la sangre. Su aplicacion varia desde la prevencion de la trombosis de venas profundas en paciente médicos y
quirargicos en riesgo de una trombosis venosa y posterior embolia pulmonar, a una anticoagulacion total como
tratamiento de pacientes que padecen embolia pulmonar, infarto de miocardio u otros trastornos tromboticos, y a una
anticoagulacion total en pacientes que estan sometidos a procedimientos de cateterizacion intravascular o cirugia
cardiaca, de forma que se evita la trombosis sobre los catéteres o las maquinas de bypass cardiopulmonares. En
fecha reciente, se ha descubierto que la heparina también es util para tratar trastornos de proliferacion vascular o
inflamacién, y ha demostrado ser beneficiosa en una plétora de otras enfermedades, incluyendo hipertension
pulmonar hipoxica secundaria, asma, fibrosis quistica, enfermedad inflamatoria del intestino, eccema, quemaduras y
glomerulonefritis. Sin embargo, la heparina tiene dos efectos secundarios importantes y graves que limitan su uso.

El primero de éstos es su principal indicacion terapéutica: un sangrado excesivo debido a la anticoagulacion. Aunque
la anticoagulacion es beneficiosa para la prevencion o el tratamiento de enfermedades trombéticas, es un
inconveniente si la heparina se utiliza para tratar otras enfermedades, tales como asma, en las que la
anticoagulacion no es necesaria para obtener el beneficio terapéutico, e incluso puede plantear un riesgo adicional al
paciente. Un sangrado impropio debido a la anticoagulacién es incluso el principal efecto secundario cuando se
emplea la heparina para la prevencion o el tratamiento de trastornos trombéticos en los que la anticoagulacion si
esta indicada. Afortunadamente, el efecto secundario del sangrado habitualmente esta autolimitado. Cuando finaliza
la terapia con heparina y se reponen las pérdidas de sangre procedentes del espacio vascular, la funcion de la
coagulacioén y la presion sanguinea normalmente vuelven a la normalidad tras un tiempo corto, con lo que finaliza el
periodo de riesgo.

Un segundo efecto secundario, la trombocitopenia inducida por heparina, es menos frecuente pero mucho mas
grave. Este trastorno se refiere a la disminucion del recuento de plaquetas sanguineas que aparece en algunos
pacinest que reciben una terapia con heparina en cualquier forma. El trastorno ha sido analizado a fondo por varios
autores (Fabris, F., Ahmad, S., Cella, G., Jeske, W.P., Walenga, J.M., Fareed, J., Pathophysiology of heparin-
induced thrombocytopenia. Clinical and diagnostic implications - a review, Archiv. Pathol. Lab. Med., 124:1657-1666,
2000; Arepally, G., Cines, D.B., Pathogenesis of heparin-induced thrombocytopenia and thrombosis. Autoimmunity
Rev., 1:125-132, 2002; Warkentin, T.E., Greinacher, A., Heparin-induced thrombocytopenia and cardiac surgery,
Ann. Thorac. Surg., 76:638-648, 2003; Warkentin, T.E., Heparin-induced thrombocytopenia: pathogenesis and
management, Brit. J. Haematol., 121:535-555, 2003; Chong, G.H., Heparin-induced thrombocytopenia, J. Thromb.
Haemostas., 1:1471-1478, 2003).

Existen dos tipos de trombocitopenia inducida por heparina (HIT). La trombocitopenia inducida por heparina-l (HIT-1)
se caracteriza por una caida breve y asintomatica en el recuento de plaquetas hasta unos niveles tan bajos como
100 x 10%I. Este trastorno se resuelve de modo espontaneo por si mismo y no requiere la suspension del farmaco.
Se cree que este trastorno esta provocado por el agrupamiento de plaquetas inducido por heparina, no se ha
identificado ningun componente inmunolégico de la enfermedad, y las complicaciones del trastorno son poco
habituales.

El segundo tipo de trombocitopenia inducida por heparina es mas letal. La trombocitopenia inducida por heparina-I|
(HIT-2) tiene una causa inmunoldgica y se caracteriza por una profunda disminucion en el recuento de plaquetas
(>50%) a menudo después del quinto dia de la terapia con heparina. Por contraste con la HIT-1, en la que las
complicaciones son raras, la HIT-2 normalmente viene acompafiada de trombosis microvascular, venosa o arterial
mayor, con pérdida de funciones de los érganos o perfusion de extremidades. Si no se trata, el trastorno puede
provocar la muerte. Mas comun con heparina derivada de pulmdn bovino (5% de los pacientes) que con heparina
intestinal porcina (1% de los pacientes), la incidencia de la enfermedad ha variado ampliado, dependiendo del tipo
de heparina, de la via de administracion o de la poblacion de pacientes.

La heparina intravenosa esta asociada con una incidencia global de la HIT-2 de aproximadamente 1,7%, mientras
que es raro que el trastorno se produzca con una administracion profilactica subcutanea para evitar la trombosis de
venas profundas (Schmitt, B.P., Adelman, B., Heparin-associated thrombocytopenia: a critical review and pooled
analysis, Am. J. Med. Sci., 305:208-215, 1993). El uso de heparinas de bajo peso molecular pero totalmente
anticoagulantes, tales como enoxaparina o dalteparina, disminuye la probabilidad de que aparezca el sindrome, pero
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ha habido informes de HIT-2 con heparinas de bajo peso molecular. El Unico anticoagulante que se cree totalmente
exento de riesgo de inducir la HIT-2 es el recientemente aprobado inhibidor del factor Xa, el pentasacarido sintético
fondaparinux sodio (Walenga, J.M., Jeske, W.P., Bara, L., Samama, M.M., Fareed, J., articulo de la técnica
actualizada, Biochemical and Pharmacologic rationale for the development of a Heparin pentasacharide, Thromb.
Res., 86(1):1-36 (1997)).

La patogénesis de la HIT-2 se centra en el factor-4 de plaquetas (PF4), una quimioquina especifica de plaquetas de
70 aminoacidos (7,78 kD) que se almacena en los granulos o de plaquetas, en los que estd unida al
glicosaminoglicano sulfato de condroitina. Cuando se libera, el PF4 se autoasocia en un tetramero de
aproximadamente 31 kD. El PF4 es muy basico (32 restos lisinas y 12 restos arginina por tetramero), lo que hace
que tenga una carga positiva muy alta. Los niveles plasmaticos normales de PF4 son bajos, del orden de 8 nmol/l. El
PF4 liberado de las plaquetas tras la activacion plaquetaria se une al glicocaliz de las células endoteliales como
deposito. La infusion de heparina aumenta de forma transitoria los niveles de PF4 de 15 a 30 veces durante varias
horas desplazando el PF4 de la interfase endotelial vascular.

La formacion del complejo de PF4-heparina se produce de manera Optima a concentraciones estequiométricas
equivalentes de PF4 y heparina. Cuando se administra como un anticoagulante terapéutico, los niveles de heparina
varian de 0,2 a 0,4 IU/ml, o 100-200 nmol/l, mayores que las concentraciones optimas para la formacién del
complejo de PF4-heparina. Sin embargo, en pacientes como los que se someten a cirugia cardiaca o de cadera, se
produce la activacion in vivo de las plaquetas, liberando PF4 a la circulacion y aumentando los niveles de PF4 en la
circulacion (de 75-100 mmol/l) hacia las concentraciones 6ptimas para la formacion del complejo estequiométrico
1:1. Cuando la heparina se une al PF4 produce cambios conformacionales en la proteina, exponiendo los epitopos
antigénicos a los cuales se une un anticuerpo.

El anticuerpo HIT se une a los complejos de heparina-PF4 con alta afinidad. Este complejo de anticuerpo-heparina-
PF4 entonces se une a las plaquetas mediante la union del dominio Fc del anticuerpo al receptor de Fc de las
plaquetas (FcyRlla). Esto, a su vez, reticula los receptores de Fc de plaquetas, induciendo la activacion de las
plaquetas, la sintesis de tromboxano y la agregacion de las plaquetas. El PF4 liberado de las plaquetas activadas
agregantes forma un complejo con mas heparina extracelular para formar mas complejos de heparina-PF4 que se
unen a la superficie de las plaquetas y actian como otros sitios para la union del anticuerpo HIT. Esta siguiente ola
unién de los anticuerpos HIT a los complejos de heparina-PF4 localizados en las plaquetas se produce a través del
dominio Fab del anticuerpo, dejando el dominio Fc libre para que interaccione con los receptores de Fc de las
plaquetas adyacentes, reticulando los receptores FcyRlla e induciendo mas activacion y agregacion plaquetaria. En
paralelo, la activacion de las plaquetas también produce la liberacion y la interaccion del ligando de CD40/CD40,
dando como resultado la induccién de la expresion del factor tisular sobre la superficie de células endoteliales y
macrofagos. La generacion de microparticulas de plaquetas cuando estan presentes los anticuerpos HIT que son
muy procoagulantes, la sobrerregulacion de la seleccion de moléculas P de adhesion en la superficie de las
plaquetas, y la induccion de un estado proinflamatorio con HIT demuestra la implicacion de los neutréfilos y de los
monocitos con las plaquetas activadas por los anticuerpos HIT, asi como la sobrerregulacion de citoquinas en los
pacientes (Walenga, J.M., Jeske, W.P., Prechel, M.M., Makhos, M., Newer insights on the mechanism of heparin-
induced thrombocytopenia, Semin. Thromb. Hemost., 30(supl. 1):57-67 (2004)). Esto agrava el estado
hipercoagulable proporcionando un estimulo para el inicio de la cascada de coagulacién extrinseca, y proporciona el
telon de fondo para las complicaciones trombéticas del sindrome de HIT-2. La trombocitopenia esta provocada por la
eliminacion de las plaquetas activadas y de los agregados plaquetarios por el sistema reticuloendotelial.

El sindrome clinico que caracteriza la HIT-2 se distingue por una caida sustancial en el recuento de plaquetas
normalmente en mas del 50% hasta un nadir medio de aproximadamente 55 x 10%/1. La disminucion en las plaquetas
puede venir acomparfiada por el desarrollo de trombosis venosa y embolia pulmonar o, de manera menos habitual,
de trombosis arterial que implica a las grandes arterias de las extremidades inferiores. Con menos frecuencia se
producen el ictus trombético y el infarto de miocardio. Otra caracteristica del sindrome es la aparicion de lesiones en
la piel en los sitios de inyeccion de la heparina, que varian desde la aparicion de placas eritematosas hasta una
franca necrosis de la piel. Una cuarta parte de los pacientes desarrolla un sindrome agudo de fiebre, escalofrios,
insuficiencia respiratoria, hipertension y amnesia global cuando reciben la heparina por via intravenosa en un
momento en que los anticuerpos HIT-2 en la circulacién estan presentes. Incluso puede producirse una coagulacion
intravascular diseminada. Para evitar estas complicaciones, se sugiere que cuando HIT-2 sea reconocido se
detenga el heparinoide precipitante y el paciente sea totalmente anticoagulado con otro agente, tal como un inhibidor
directo de la trombina (lepirudina, argatrobano o bivalirudina) o el pentasacarido sintético fondaparinux, que no
presenta reaccion cruzada con los anticuerpos HIT. Debido a que el uso de warfarina de forma aguda en casos de
HIT-2 se ha asociado con el desarrollo de trombosis microvasculares o necrosis de la piel, la anticoagulacién de
seguimiento a largo plazo con warfarina se retrasa hasta la resolucion de la trombocitopenia. Esto a menudo
necesita una hospitalizaciéon prolongada para la administracion de anticoagulantes alternativos, tales como los
inhibidores directos de trombina.

Las caracteristicas estructurales de los heparinoides que estan asociados con HIT-2 se han caracterizado en detalle
(Greinacher, A., Alban, S., Dummel, V., Franz, G., Mueller-Eckhardt C., Characterization of the structural
requirements for a carbohydrate based anticoagulant with a reduced risk of inducing the immunological type of
heparin-associated thrombocytopenia, Thromb. Haemostas., 74:886-892 (1995); Walenga, J.M. et al., supra (2004);
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Walenga, J.M., Koza, M.J., Lewis, B.E., Pifarré, R., Relative heparin induced thrombocytopenic potential of low
molecular weight heparins and new antithrombotic agents, Clin. Appl. Thromb. Hemost., 2(supl. 1):S21-S27 (1996); y
Jeske, W.P., Jay, A.M., Hass, S., Walenga, J.M., Heparin-induced thrombocytopenic potential of GAG and non-GAG-
based antithrombotic agents, Clin. Appl. Thromb. Hemost., 5(supl. 1):S56-S62 (1999)). Con sulfatos de carbohidratos
de tipo heparina lineales, el riesgo de la activacion plaquetaria en presencia de un anticuerpo HIT y PF4 depende de
modo critico del peso molecular del polimero y de su grado de sulfatacién (es decir, del nUumero medio de sulfatos
por mondémero de carbohidrato). Se descubrié que el grado critico de sulfatacion para formar el complejo antigénico
de heparina-PF4 reactivo con HIT esta entre 0,6 y 1,20 (es decir, de 0,6 a 1,2 grupos sulfato por monémero de
carbohidrato). La tendencia de un polisacérido sulfatado para formar el complejo antigénico de heparina-PF4
reactivo con HIT, con la posterior activacion de las plaquetas, también esta gobernada por el peso molecular. Se
requirieron concentraciones crecientes de heparina para la formacion de los complejos cuando se estudiaron
heparinas con un peso molecular descente hasta 2,4 kD. Con sacaridos por debajo de 2,4 kD no se observd
formacion de complejos. Tampoco se observo la activacion de anticuerpos HIT con el pentasacarido sintético
fondaparinux, que pesa aproximadamente 1,7 kD. Los investigadores concluyeron que sélo dos estrategias reducian
de forma predecible el riesgo de formacion del complejo de heparina-PF4 reactivo con HIT: 1) reducir el grado de
sulfatacion hasta <0,6 sulfatos por unidad de carbohidrato; o 2) disminuir el peso molecular del polisacarido a <2,4
kD.

Un compuesto de tipo heparina que no interacciona con PF4 para formar complejos reactivos con HIT ofreceria
mayores ventajas frente a las heparinas de bajo peso molecular o no fraccionadas que estan disponibles en la
actualidad para un uso terapéutico. La heparina 2-O desulfatada descrita en el documento WO 2004/050673 es uno
de los anticoagulantes que no se une a PF4. Por tanto, reduce el riesgo de fatalidad debida a HIT. Aunque no
existen pruebas clinicas de que sea un anticoagulante, el nuevo pentasacarido fondaparinux también parece haber
logrado este objetivo, puesto que no activa a las plaquetas en presencia del anticuerpo HIT (Greinacher, A. et al.,
supra; Walenga, J.M. et al., supra (2004); Walenga, J.M. et al., supra (1996); y Jeske, W.P. et al., supra (1999)). Sin
embargo, aunque resulta ideal como agente anticoagulante, este analogo de la heparina de pequefio peso molecular
es totalmente anticoagulante, colocando al paciente en riesgo de un sangrado excesivo si tiene una diatesis
sangrante o un desgarro en la integridad de su sistema vascular. Esto es especialmente problematico en sujetos con
HIT que también han sufrido hemorragia gastrointestinal o del sistema nervioso central. La anticoagulacion con
fondaparinux o con cualquier agente es necesaria en HIT para evitar una trombosis arterial o venosa potencialmente
fatal, pero puede poner en peligro la vida del sujeto si éste también tiene una hemorragia activa. Ademas, aunque el
sujeto no tenga una hemorragia, una estrategia de baja anticoagulacion para tratar la HIT seria mucho mas segura'y
mas preferiblemente que las estrategias disponibles en la actualidad, que emplean todas farmacos totalmente
anticoagulantes y que incluyen los inhibidores directos de la trombina argatrobano y lepirudina.

La presente invencion alcanza este objetivo. Se ha sintetizado una heparina 2-O, 3-O desulfatada que es util como
agente para inhibir la inflamacion, tal como las lesiones por reperfusion isquémica en el corazdn como consecuencia
de un infarto de miocardio. Una ventaja de la presente invencion es que se han proporcionado los métodos para
producir esta heparina 2-O, 3-O desulfatada (heparina ODS) en grandes cantidades a una escala comercial. La
heparina ODS también tiene un USP y una actividad anticoagulante anti-Xa muy reducidos, haciendo que sea mas
segura para su uso a dosis antiinflamatorias y que sea menos probable que provoque sangrado. El peso molecular
medio de la heparina 2-O, 3-O desulfatada es de 10,5 kD, y su grado de sulfatacion aproximado es de 1,0 (5 grupos
sulfato por pentasacarido, véase la figura 1), colocandola bien dentro del intervalo de riesgo para una interaccion con
el anticuerpo HIT (Greinacher A., et al., supra). De manera sorprendente, y a pesar de que su tamafio y grado de
sulfatacion predecirian lo contrario, la heparina ODS no provoca la activacién de las plaquetas en presencia de un
antisuerpo reactivo con HIT conocido a concentraciones bajas o altas. Por tanto, la heparina ODS también
constituye una alternativa mas segura a otras heparinas antiinflamatorias porque presenta un riesgo
significativamente reducido de producir trombosis y trombocitopenia asociada a HIT-2.

De manera aun mas sorprendente, la heparina 2-O, 3-O desulfatada también es Util para tratar el sindrome de HIT
cuando ya ha aparecido, y reduce la actividad de la agregacion de las plaquetas consecuencia de un anticuerpo
dirigido contra el complejo de heparina-PF4. Por tanto, la administracion de heparina 2-O, 3-O desulfatada, que tiene
una actividad anticoagulante y un riesgo de sangrado muy reducidos, puede utilizarse como tratamiento clinico para
el sindrome de HIT, eliminando la necesidad de los arriesgados tratamientos totalmente anticoagulantes que se
utilizan en la actualidad para la terapia de la HIT.

Sumario de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir un analogo de la heparina que no
produzca la activacién de las plaquetas en presencia de suero que contenga anticuerpos HIT.

Otro objeto de esta invencién es proporcionar un analogo de la heparina que pueda utilizarse para tratar el sindrome
de HIT establecido y que evite la agregacion plaquetaria y la trombosis vascular que resultan de este trastorno.

Otro objeto de esta invencion es proporcionar un analogo de la heparina que tenga un tamafo suficientemente
grande y que posea un grado suficiente de sulfatacion retenida para que sea antiinflamatorio.
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Otro objeto de esta invencién es proporcionar un analogo de la heparina que sustancialmente no induzca una
actividad anticoagulante.

Como otro objeto de la presente invencion se proporciona un agente terapéutico que puede utilizarse para tratar el
sindrome de HIT establecido sin inducir una actividad anticoagulante.

Otro objeto de esta invencién es que el agente terapéutico se produzca a partir de un compuesto toxicolégicamente
caracterizado.

Ademas, otro objeto de la presente invencion es que la sintesis de la heparina 2-O, 3-O desulfatada pueda
producirse a niveles viables desde el punto de vista comercial.

Segun la presente invencién, se proporciona un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante, en el que dicha heparina desulfatada no induce la activacién plaquetaria en presencia de anticuerpos
dirigidos contra el complejo de heparina-factor plaquetario 4, para su uso para tratar el sindrome de trombocitopenia
inducida por heparina en un paciente.

En otro aspecto, la invencidon proporciona un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante, en el que dicha heparina desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos
dirigidos contra el complejo de heparina-factor plaquetario 4, para su uso para mejorar el sindrome de
trombocitopenia inducida por heparina.

En ofro aspecto, se proporciona un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante, en el que dicha heparina desulfatada no induce la activaciéon plaquetaria en presencia de anticuerpos
dirigidos contra el complejo de heparina-factor plaquetario 4, para su uso para prevenir el sindrome de
trombocitopenia inducida por heparina.

También se proporciona un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en
el que dicha heparina desulfatada no induce la activaciéon plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el
complejo de heparina -factor plaquetario 4, y un farmaco seleccionado del grupo que consiste en farmacos
antitrombina, farmacos antiplaquetas y farmacos antiinflamatorios, para su uso en combinacion para tratar el
sindrome de trombocitopenia inducida por heparina en un paciente.

En otra realizacion, se proporciona el uso de una heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que la
heparina desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el complejo de
heparina-factor plaquetario 4, para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el sindrome de
trombocitopenia inducido por heparina en un paciente.

La presente invencion se refiere a un medicamento para la heparina exento de riesgo o reactividad frente a HIT, que
comprende una cantidad eficaz como tratamiento de una heparina 2-O, 3-O desulfatada en un vehiculo
fisiologicamente aceptable. El vehiculo fisiologicamente aceptable puede seleccionarse del grupo que consiste
fundamentalmente de disolucion salina fisiolégicamente tamponada, disolucion salina normal y agua destilada. El
medicamento comprende preferiblemente una dosis de entre 2 mg/kg de peso corporal del paciente y 100 mg/kg,
pero preferiblemente 3,5-25 mg/kg. Estas dosis también se proporcionan en un vehiculo fisiol6gicamente aceptable.

Los inventores describen un medicamento de heparina sustancialmente exento de riesgo o reactividad frente a HIT
que tiene un peso molecular mayor que 2,4 kD y un grado de sulfatacion mayor que 0,6. También se describe un
medicamento de heparina que puede suprimir de modo activo la interaccion de un anticuerpo HIT con sus
determinantes antigénicos y que disminuye la agregacion plaquetaria resultante y el estado procoagulante inducido
por el sindrome de HIT.

En realizaciones preferidas de la invencion, el analogo de heparina 2-O, 3-O desulfatada exento de riesgo o
reactividad frente a HIT puede administrarse mediante aerosolizacién, mediante inyeccion intravenosa, mediante
inyeccion subcutanea, por via oral o mediante instilacion rectal. Una dosis eficaz para la administracion a un ser
humano, en especial cuando se utiliza por via intravenosa, es una dosis entre 2 mg/kg y 100 mg/kg de heparina 2-O,
3-0 desulfatada. En otras realizaciones de la invencion, el peso molecular es mayor que 2,4 kD. En ofra realizacion
de la invencion, el grado de sulfatacién es mayor que 0,6 pero menor que 1,2. Preferiblemente, el medicamento
incluye un vehiculo fisiolégicamente aceptable que puede seleccionarse del grupo que consiste en disolucién salina
fisiologicamente tamponada, disolucion salina normal y agua destilada.

Los inventores también describen un método para producir un analogo de heparina sustancialmente exento de
riesgo o reactividad frente a un anticuerpo HIT, y que también puede utilizarse para tratar activamente de forma
eficaz el sindrome de HIT, comprendiendo dicho método reducir la heparina en disolucion vy liofilizar la disolucion de
heparina reducida. En otro ejemplo, el analogo de heparina sustancialmente exento de riesgo o reactividad frente a
un anticuerpo HIT y que también es util para el tratamiento del sindrome de HIT se produce liofilizando la heparina
en disolucion sin reducirla. El pH de la disolucién de heparina reducida o no reducida puede aumentarse por encima
de 13.
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Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion, y las maneras en las que pueden lograrse
seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la invencién, tomada junto con los dibujos adjuntos
que ilustran las realizaciones preferidas y ejemplares, en las que:

la FIGURA 1 muestra una férmula quimica de la secuencia de unién a pentasacaridos de una heparina no
fraccionada y la secuencia comparable de la heparina 2-O, 3-O desulfatada (heparina ODS);

la FIGURA 2 muestra los diagramas de distribucion del peso molecular diferencial determinados mediante dispersion
de luz de laser de multiples angulos, junto con la cromatografia de exclusion molecular de alta resolucion de la
heparina ODS, comparada con la heparina intestinal porcina de origen a partir de la cual fue producida;

la FIGURA 3A muestre el analisis de disacaridos de la heparina;
la FIGURA 3B muestra el analisis de disacaridos de la heparina ODS de esta invencion;

la FIGURA 4 muestra un esquema de reaccion propuesto para desulfatar la posicion 2-O del acido a-L-idurénico en
la secuencia de unién a pentasacaridos de la heparina;

la FIGURA 5 muestra la reactividad cruzada de la heparina 2-O desulfatada de esta invencién con el anticuerpo de
heparina, segun se determina mediante el ensayo de liberacion de serotonina;

la FIGURA 6 muestra la reactividad cruzada de la heparina 2-O, 3-O desulfatada de esta invencion con el anticuerpo
de heparina, segun se determina mediante la expresion de la P-selectina de la superficie de plaquetas (CD62)
cuantificada mediante citometria de flujo;

la FIGURA 7 es una grafica que demuestra que concentraciones crecientes de heparina 2-O desulfatada, que
también esta 3-O desulfatada, suprimen la activacion plaquetaria mediada por HIT, como se demuestra por la
liberacion de serotonina de plaquetas en respuesta a afiadir heparina 0,1 6 0,5 U/ml al suero de un paciente con
sindrome de HIT;

la FIGURA 8 es una grafica que muestra la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la activacion plaquetaria, como se demuestra por la
liberacion de serotonina inducida por heparina 0,1 U/ml (UFH) en presencia de suero de cuatro pacientes con
sindrome de HIT;

la FIGURA 9 muestra una grafica de la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la activacion plaquetaria, como se demuestra por la
liberacion de serotonina inducida por heparina 0,5 U/ml (UFH) en presencia de suero de cuatro pacientes con
sindrome de HIT;

la FIGURA 10 es una grafica que demuestra que la heparina 2-O desulfatada, que también esta 3-O desulfatada,
suprime la formacion de particulas de plaquetas cuando el suero de un paciente con HIT se mezcla con heparina 0,1
60,5 U/ml;

la FIGURA 11 es una grafica que muestra la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la formacion de particulas de plaquetas cuando el suero de
cada uno de cuatro pacientes con HIT se mezcla con heparina 0,1 U/ml;

la FIGURA 12 es una grafica que muestra la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la formacién de particulas de plaquetas cuando el suero de
cada uno de cuatro pacientes con HIT se mezcla con heparina 0,5 U/ml;

la FIGURA 13 es una grafica que demuestra que la heparina 2-O desulfatada, que también esta 3-O desulfatada,
suprime la activacion de plaquetas inducida por HIT, medida mediante la expresién en la superficie de las plaquetas
de P-selectina (CD62);

la FIGURA 14 es una grafica que muestra la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la expresion sobre la superficie de plaquetas de P-selectina
(CD62) inducida por suero de HIT de cada uno de cuatro pacintes con HIT en presencia de 0,1 U/ml de heparina no
fraccionada;

la FIGURA 15 es una grafica que muestra la media de los resultados de experimentos en los que la heparina 2-O
desulfatada, que también esta 3-O desulfatada, suprime la expresion sobre la superficie de plaguetas de P-selectina
(CD62) inducida por suero de HIT de cada uno de cuatro pacintes con HIT en presencia de 0,5 U/ml de heparina no
fraccionada;

la FIGURA 16 es una grafica que muestra las concentraciones sanguineas de heparina 2-O, 3-O desulfatada,
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denominada ODSH, después de la inyeccién final en perros de raza sabueso en dosis de 4 mg/kg cada 6 horas (16
mg/kg/dia), 12 mg/kg cada 6 horas (48 mg/kg/dia) y 24 mg/kg cada 6 horas (96 mg/kg/dia) durante 10 dias;

la FIGURA 17 muestra una grafica del contenido en hemoglobina medido en el fluido de lavado broncoalveolar 24
horas después de la administracién de disolucion salina (control), elastasa de leucocitos humana (HLE), HLE mas
heparina, y HLE mas heparina ODS;

la FIGURA 18 muestra una grafica de la concentracion de proteina en el fluido de lavado broncoalveolar 24 horas
después de la administracion de disolucion salina (control), elastasa de leucocitos humana (HLE), HLE mas
heparina, y HLE mas heparina ODS;

la FIGURA 19 muestra una grafica del numero de células de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en el fluido de
lavado broncoalveolar 24 horas después de la administracion de disolucion salina (control), elastasa de leucocitos
humanos (HLE), HLE mas heparina, y HLE mas heparina ODS;

la FIGURA 20 es una grafica que demuestra que la heparina y la heparina desulfatada ODS reducen el tamario del
infarto plasmatico (proporcion entre area de necrosis/area en riesgo o AN/AAR);

la FIGURA 21 demuestra que la heparina y la heparina ODS reducen la actividad de creatina quinasa plasmatica
después de un infarto de miocardio;

la FIGURA 22 demuestra que la heparina y la heparina ODS reducen el influjo de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) en el miocardio después de un infarto de miocardio, medido por la actividad de la enzima especifica de PMN
mieloperoxidasa en el tejido del miocardio;

la FIGURA 23 demuestra que la heparina ODS no produce anticoagulacion in vivo, medida por el tiempo de
coagulaciéon activado (ACT), pero que cantidades idénticas de heparina producen una anticoagulacién profunda,
medida por la prolongacién del ACT;

la FIGURA 24 demuestra que la heparina y la heparina ODS bloquean la adherencia de PMN al endotelio de la
arteria coronaria normal in vitro;

la FIGURA 25 ilustra que la heparina y la heparina ODS reducen la adherencia de PMN al endotelio de la arteria
coronaria postexperimental;

la FIGURA 26 demuestra que la heparina y la heparina ODS conservan la funcién vasodilatadora de arterias
coronarias con reperfusion isquémica;

la FIGURA 27A demuestra que el factor nuclear-kB (NF-«B, tefiido de marrdn) estd normalmente presente en el
citoplasma de células endoteliales de vena umbilical humana no estimuladas (HUVEC);

la FIGURA 27B muestra HUVEC estimuladas con el factor de necrosis tumoral o (TNFa) sin la adicion de heparina.
Algunos, pero no todos los nucleos muestran tincién positiva para anti-p65, que corresponde a trans;

la FIGURA 27C demuestra que la estimulacion con TNFa no produce la translocacion de NF-xB desde el citoplasma
al nucleo en HUVEC pretratadas con heparina ODS 200 pg/ml;

la FIGURA 28 son ensayos de desplazamiento de mobilidad electroforética de proteinas nucleares que demuestran
que la heparina ODS disminuye la unién a ADN de NF-xB en HUVEC estimuladas con TNF; y

la FIGURA 29 son ensayos de desplazamiento de mobilidad electroforética de proteinas nucleares procedentes del
miocardio de rata con reperfusion isquémica que demuestran que la heparina ODS disminuye la union a ADN de NF-
kB estimulada por la reperfusion isquémica.

Descripcion detallada de la invencidon

La presente invencion se describira a continuacion mas a fondo haciendo referencia a los ejemplos adjuntos, en los
que se muestran las realizaciones preferidas de la invencion.

Se ha descubierto que la heparina en dosis anticoagulantes mayores que las normales y una diversidad de
heparinas no anticoagulantes (heparina N-desulfatada; 2-O, 3-O o 6-O desulfatada; N-desulfatada y reacetilada; y O-
descarboxilada) pueden atenuar las respuestas inflamatorias in vivo, tal como inhibiendo los efectos destructivos de
la elastasa de leucocitos humana (HLE) en el pulmén cuando se instilan en la traquea. Estas mismas heparinas y
heparinas no anticoagulantes pueden atenuar las lesiones por reperfusion isquémica en el corazon, el cerebro y
otros 6rganos, y reducen el tamafio del infarto del érgano segun se mide por el tamafio de la necrosis del 6rgano.
Los ejemplos de la preparacion de heparina no anticoagulante 2-O desulfatada, que también esta 3-O desulfatada,
pueden encontrarse, por ejemplo, en la patente de EEUU n°® 5.668.188; la patente de EEUU n° 5.912.237; y la
patente de EEUU n°® 6.489.311, incorporadas en la presente como referencia. Pueden administrarse cantidades de
heparina 2-O, 3-O desulfada de 2 mg/kg a 100 mg/kg, pero preferiblemente en cantidades de aproximadamente 3,5
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mg/kg a 25 mg/kg. La heparina 2-O, 3-O desulfada no anticoagulante tiene la ventaja de inhibir la inflamacion, tal
como la inflamacién de pulmén inducida por HLE o la inflamacién de miocardio inducida por reperfusién isquémica,
pero sin el efecto secundario de la excesiva anticoagulacion que resultaria de dosis equivalentes de heparina no
modificada. Otras heparinas no anticoagulantes, heparinas de bajo peso molecular (Yanaka, K., Spellman, S.R.,
McCarthy, J.B., Oegema, T.R. Jr., Low, W.C., Camarata, P.J., Reduction of brain injury using heparin to inhibit
leukocyte accumulation in a rat model of transient focal cerebral ischemia, |. Protective mechanism, J. Neurosurg.,
85:1102-1107,1996) y analogos de heparina de polisacaridos sulfatados (Kilgore, K.S., Naylor, K.B., Tanhehco, E.J.,
Park, J.L., Booth, E.A., Washington, R.A., Lucchesi, B.R., The semisynthetic polysaccharide pentosan polysulfate
prevents complement-mediated myocardial injury in the rabbit perfused heart, J. Pharmacol. Exp. Therap., 285:987-
994, 1998) también pueden inhibir la inflamacién. Sin embargo, éstas y otras heparinas y analogos de heparina de
glicosaminoglicanos sulfatados reaccionan con anticuerpos de heparina para formar complejos de
glicosaminoglicano-PF4-anticuerpo reactivo a HIT capaces de inducir la activacion plaquetaria y el sindrome
trombotico HIT-2. Este riesgo potencialmente mortal limita gravemente el uso de heparinas no anticoagulantes como
terapia antiinflamatoria.

El Unico polisacarido sulfatado que puede emplearse de modo predecible sin riesgo de sindrome trombético HIT-2
es el pentasacarido anticoagulante sintético fondaparinux (Greinacher, A. et al., supra). Este analogo de la heparina
de peso molecular ultrabajo es un anticoagulante eficaz pero es menos util para tratar la inflamacion porque es
totalmente anticoagulante y, por tanto, presenta riesgo de inducir el sangrado, y porque su pequefio tamafo reduce
en gran medida su actividad para bloquear la unién de PMN mediada por selectina (Koenig, A. et al., supra).

Los requerimientos estructurales para un carbohidrato sulfatado exento de reactividad frente al anticuerpo HIT se
han caracterizado como un peso molecular <2,4 kD y un grado de sulfatacion de <0,6 sulfatos por resto carbohidrato
(Greinacher, A. et al., supra). Con polisacaridos sulfatados lineales con una longitud de cadena constante de 35
monosacaridos, el grado critico de sulfatacion para formar el antigeno HIT es de entre 0,6 y 1,2 sulfatos por
monosacarido. Para los carbohidratos sulfatados en la gama de las heparinas disponibles en el mercado, la
activacion plaquetaria mediada por HIT alcanz6 un maximo a un grado de sulfatacion de 1,25. La activacion
plaquetaria en presencia de polisacaridos sulfatados lineales con un grado fijo de sulfatacién también depende del
peso molecular, necesitandose concentraciones decrecientes de polisacarido sulfatado para alcanzar 50% del
maximo de la activacion plaquetaria mediada por HIT a medida que aumenta el peso molecular. Como ejemplo, se
requiri6 una concentracion de 50 nmol/l de polisacarido sulfatado para el 50% del maximo de la activacion
plaquetaria a un peso molecular de 12,2 kD, aproximadamente la de la heparina comercial no fraccionada. Esta
concentracion esta cerca de la concentracion de heparina éptima para provocar el sindrome de HIT-2 clinicamente.
En el caso de la heparina, se descubri6 que en realidad el peso molecular 6ptimo era de 4,8 kD (un
hexadecasacarido), cercano al peso molecular de heparinas de bajo peso molecular disponibles en el mercado, pero
pesos moleculares mayores también respaldan la activacion plaquetaria mediada por HIT. Los carbohidratos
sulfatados de cadena ramificada fueron capaces de formar el antigeno HIT con PF4 a grados aun menores de
sulfatacion y peso molecular (Walenga, J.M. et al., supra (2004); Walenga, J.M. et al., supra (1996); y Jeske, W.P. et
al., supra). Sélo los polisacaridos sulfatados con un peso molecular menor que 2,4 kD o con un grado de sulfatacion
menor que 0,6 grupos sulfato por monosacarido estaban exentos de reactividad frente a HIT. Como ejemplo, el
pentasacarido totalmente anticoagulante fondaparinux, con un peso molecular de 1,78 kD, no produjo activaciéon
plaquetaria en presencia de anticuerpos HIT, independientemente de la concentracién de pentasacarido utilizada.

La heparina parcialmente desulfatada 2-O, 3-O desulfatada se produce como se indica en la patente de EEUU n°
5.668.188; la patente de EEUU n° 5.912.237; y la patente de EEUU n° 6.489.311, reduciendo la heparina en
disolucion y secando, liofilizando o destilando al vacio la disolucion de heparina reducida. Se puede introducir la
heparina de partida por ejemplo en agua u otro disolvente. La concentracién tipica de la disolucion de heparina
puede ser del 1% al 10% de heparina. La heparina utilizada en la reaccion puede obtenerse a partir de numerosas
fuentes, conocidas en la técnica, tal como intestino porcino o pulmon de res. Se puede utilizar heparina que se haya
modificado de cualquiera de las formas conocidas por los expertos en la técnica, tales como heparinas de bajo peso
molecular que se han producido por oxidacién de peryodato o despolimerizacion de acido nitroso. También se
pueden utilizar como material de partida las heparinas de bajo peso molecular totalmente anticoagulantes
disponibles en la actualidad enoxaparina o dalteparina. Otros materiales de partida posibles seran evidentes para los
expertos en la técnica, dadas las indicaciones proporcionadas en la presente.

La heparina seleccionada como material de partida en la disolucién puede reducirse en la disolucion incubando con
un agente reductor, tal como borohidruro de sodio, hidrégeno catalitico o hidruro de litio y aluminio. Una reduccién
preferida de la heparina se realiza incubando la heparina con borohidruro de sodio, generalmente a una
concentracion (al p/v) del 1%, o 10 gramos de NaBHj4 por litro de disolucién. Ademas pueden utilizarse otros agentes
reductores conocidos. La incubacion con una sustancia reductora puede lograrse a lo largo de una amplia gama de
temperaturas, teniendo cuidado de que la temperatura no sea lo suficientemente alta como para que la heparina se
caramelice. Un intervalo de temperatura sugerido es de aproximadamente 4 °C a 30 °C, o preferiblemente de
aproximadamente 20-25 °C. La longitud de tiempo de la incubaciéon también puede variar a lo largo de un amplio
intervalo, con la condicion de que sea suficiente para que se produzca la reduccién. Por ejemplo, pueden ser
suficientes varias horas a toda la noche (es decir, de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 horas). Sin
embargo, el tiempo puede extenderse a mas de varios dias, por ejemplo mas de aproximadamente 60 horas. Como
alternativa a la reduccion de la heparina, que conserva su peso molecular durante la liofilizacion, se puede omitir
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esta etapa y proceder directamente a la liofilizacion o el secado para la produccién. Sin embargo, la
despolimerizacion se produce con mas intensidad sin la etapa reductora, y el peso molecular del producto resultante
sera previsiblemente menor.

Ademas, el método para producir la heparina 2-O, 3-O desulfatada comprende también aumentar el pH de la
heparina reducida o no reducida hasta 13 o mayor afiadiendo una base capaz de aumentar el pH hasta 13 o mayor
a la disolucion de heparina reducida o no reducida. El pH puede aumentarse afiadiendo cualquiera de una serie de
agentes, incluyendo hidroxidos, tales como hidréxido de sodio, potasio o bario. Un agente preferido es hidréxido de
sodio (NaOH). Cuando se haya logrado un pH de 13 o mayor, puede ser beneficioso aumentar aun mas la
concentracion de la base. Por ejemplo, resulta preferible afiadir NaOH a una concentracién de aproximadamente
0,25 M a aproximadamente 0,5 M. Esta disolucién alcalina entonces se seca, se liofiliza o se destila al vacio.

La heparina parcialmente desulfatada producida mediante estos métodos, segun se indica en la patente de EEUU n°
5.668.188; la patente de EEUU n°® 5.912.237; y la patente de EEUU n° 6.489.311, es una heparina 2-O desulfatada
que también esta en gran medida 3-O desulfatada, y posee un grado de sulfatacion de aproximadamente 1,0 (5
grupos sulfato por pentasacarido; véase la figura 1). Si se emplea una heparina porcina no fraccionada con un peso
molecular medio de 11,5 kD como material de partida y se reduce con borohidruro de sodio antes de la liofilizacion,
el producto resultante tiene un peso molecular medio de 10,5 kD. Con un grado de sulfatacion de 1,0 y un peso
molecular de 10,5 kD, se predice que este analogo de la heparina desencadene significativamente la activacion
plaquetaria en presencia de un anticuerpo HIT y PF4. Mientras que la heparina no fraccionada estimula activamente
la activacion plaquetaria bajo estas circunstancias cuando se proporciona a concentraciones de 0,4 umoles/l, que es
la concentracién anticoagulante terapéutica habitual de este farmaco, el analogo de heparina 2-O, 3-O desulfatada
mediante el método descrito no activa a las plaquetas cuando se estudia en concentraciones que varian de 0,78
umoles/l a 100 pmoles/l. Estos resultados se obtienen cuando la activacion plaquetaria se estudia mediante la
liberacion de 'C-serotonina desde las plaquetas o cuando la activacién de las plaquetas se mide mediante la
formacion de microparticulas, detectadas utilizando citometria de flujo. Los ejemplos que aparecen a continuacion
ilustran estos puntos en detalle. El hecho de que la heparina 2-O desulfatada no induzca el antigeno HIT en
presencia de anticuerpo HIT es una ventaja importante, y hace que sea terapéuticamente mas segura como analogo
de la heparina para su uso en el tratamiento de trastornos inflamatorios y otros trastornos en los que un heparinoide
podria estar indicado o ser util.

De modo aun mas sorprendente, la heparina 2-O, 3-O desulfatada no sélo no desencadena la activacion plaquetaria
de tipo HIT, sino que también es eficaz en si misma para suprimir la activacién de plaquetas cuando se exponen a
una heparina no modificada en presencia de suero procedente de pacientes con el sindrome de HIT clinico. Para la
activacion plaquetaria de HIT, se observé una mejoria en la liberacion de serotonina a una concentracion de
heparina 2-0O, 3-0 desulfatada tan baja como 3,13 pug/ml en el sistema de ensayo en que se afiaden concentraciones
antitromboéticas bajas de heparina a las plaquetas y al suero de HIT. Se necesité una concentracion mayor (6,25
png/ml) para iniciar la mejoria cuando se afiadieron concentraciones anticoagulantes mayores de heparina a las
plaquetas y al suero de HIT. Se observé una mejoria completa en la liberacion de serotonina a 25 pg/ml y
concentraciones mayores de heparina 2-O, 3-O desulfatada. Cuando en el sistema de ensayo de la activacion
plaquetaria de HIT se produjo la formacién de microparticulas a partir de las plaquetas activadas, se observé una
mejoria a concentraciones de heparina 2-O, 3-O desulfatada tan bajas como 6,25 pug/ml en sistemas de ensayo que
utilizaban 0,1 y 0,5 U/ml de heparina para activar a las plaquetas en presencia de suero de HIT. La mejoria completa
de la formacion de microparticulas de plaquetas en respuesta a la heparina y al suero de HIT se logré a
concentraciones de heparina 2-O, 3-O desulfatada de 50 ug/ml. Por ultimo, cuando la activaciéon plaquetaria se midio
como expresion de P-selectina (CD62) sobre la superficie de las plaquetas, unas concentraciones de heparina 2-O,
3-O desulfatada tan bajas como 1,56 ug/ml mejoraron la activacion plaquetaria en presencia de suero de HIT y
heparina no fraccionada 0,1 6 0,5 U/ml. La mejoria completa de la expresién de P-selectina en plaquetas se observo
con concentraciones de heparina 2-O, 3-O desulfatada >25 ug/ml. En conjunto, considerando los tres métodos para
medir la activacién plaquetaria, la heparina 2-O, 3-O desulfatada fue eficaz para suprimir la activacién plaquetaria
inducida por HIT comenzando a 6,25 pg/ml, y la activacion plaquetaria inducida por HIT se suprimié completamente
a 50 ug/ml de heparina 2-O, 3-O desulfatada. Estas son concentraciones de heparina 2-O, 3-O desulfatada que
pueden lograrse in vivo con dosis modestas de farmaco.

Dependiendo de la via de administracion prevista, las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una
forma de dosificacion sélida, semisélida o liquida, tales como, por ejemplo, comprimidos, supositorios, pildoras,
capsulas, polvos, liquidos, suspensiones, lociones, cremas, geles o similares, preferiblemente en una forma de
dosificacion unitaria adecuada para la administracion individual de una dosificacion precisa. Las composiciones
incluirdn una cantidad eficaz del farmaco seleccionado en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y, ademas, pueden incluir otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, vehiculos, adyuvantes,
diluyentes y similares.

La invencion proporciona ademas particulas en aerosol que comprenden un vehiculo fisiol6gicamente aceptable y
una cantidad eficaz de heparina 2-O, 3-O desulfatada o su analogo. Las particulas pueden consistir
fundamentalmente en particulas menores de 10 micrometros y preferiblemente menores que 5 micrémetros. Para la
administracion a las vias respiratorias o al pulmén, la heparina 2-O, 3-O desulfatada puede administrarse como un
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polvo micronizado o inhalarse como una disolucién con el uso de un dispositivo nebulizador disponible en el
mercado. Para la administracion a la mucosa nasal, la heparina 2-O, 3-O desulfatada puede administrarse como una
disolucion que se aerosoliza mediante un dispositivo de pulverizacion o de nebulizacion disponible en el mercado, o
puede administrarse como un polvo seco micronizado administrado por via nasal.

Para las composiciones sélidas, los vehiculos solidos no tdxicos convencionales incluyen, por ejemplo, calidades
farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa,
sacarosa, carbonato de magnesio y similares. Las composiciones farmacéuticamente administrables liquidas
pueden prepararse, por ejemplo, disolviendo, dispersando, etc. un compuesto activo como se describe en la
presente y adyuvantes farmacéuticos opcionales en un excipiente, tal como, por ejemplo, agua, disolucién salina,
dextrosa acuosa, glicerol, etanol y similares, para formar con ello una disolucion o suspension. Si se desea, la
composicion farmacéutica que se va a administrar puede contener también cantidades pequeias de sustancias
auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes o emulgentes, agentes tamponantes del pH y similares, por
ejemplo, acetato de sodio, monolaurato de sorbitan, acetato de sodio de trietanolamina y oleato de trietanolamina.
Las composiciones liquidas pueden aerosolizarse para su administracion. Los métodos reales para preparar estas
formas de dosificacién son conocidos, o seran evidentes, para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, E.W. Martin (ed.), Mack Publishing Co., Easton, PA.

Para la administracion oral, los polvos finos o granulos pueden contener agentes diluyentes, dispersantes y/o
tensioactivos, y pueden presentarse en agua o en un jarabe, en capsulas o en sobres en estado seco, 0 en una
disolucion o suspensién no acuosa en la que pueden incluirse agentes suspensores, en comprimidos en los que
pueden incluirse ligantes y lubricantes, o en una suspension en agua o un jarabe. Cuando sea necesario o deseable,
pueden incluirse agentes aromatizantes, conservantes, suspensores, espesantes o emulgentes. Los comprimidos y
los granulos son formas de administracion oral preferidas y pueden estar revestidos. Para potenciar la penetracion
oral y la absorcidon gastrointestinal, la heparina 2-O, 3-O desulfatada puede formularse con mezclas de aceite de
oliva, sales biliares o N-[8-(2-hidroxibenzoil)Jamino]caprilato de sodio (SNAC). Se emplea una proporcion preferible
de aproximadamente 2,25 g de SNAC a 200-1.000 mg de heparina 2-O desulfatada. Otras formulaciones que
facilitan la absorcion gastrointestinal pueden fabricarse formulando vesiculas de transporte de cocleato de
precipitados de fosfolipidos-cationes de heparina 2-O, 3-O desulfatada con fosfotidilserina y calcio, utilizando los
métodos descritos en las patentes de EEUU n°® 6.153.217, 5.994.318, y 5.840.707, entre otras.

Para la administracion rectal, la heparina 2-O, 3-O desulfatada puede administrarse en un supositorio, espuma, gel,
disolucion o enema.

La administracion parenteral, si se utiliza, se caracteriza en general por utilizar una inyeccion. Los inyectables
pueden prepararse en formas convencionales, como disoluciones o suspensiones liquidas, formas soélidas
adecuadas para su disolucion o suspension en un liquido antes de la inyeccion, o como emulsiones. Un enfoque
revisado recientemente para la administracién parenteral implica el uso de un sistema de liberacion lenta o de
liberacion sostenida, de forma que se mantiene un nivel de dosificacion constante. Véase, por ejemplo, la patente de
EEUU n° 3.710.795, que se incorpora como referencia en la presente.

“Farmacéuticamente aceptable” significa un material que no es biolégicamente indeseable ni indeseable desde otro
punto de vista, es decir, el material puede administrarse a un individuo junto con la heparina 2-O, 3-O desulfatada o
el analogo de heparina sin provocar efectos biolégicos indeseables o interaccionar de manera perjudicial con
cualquiera de los otros componentes de la composiciéon farmacéutica en que esta contenido.

La presente invencion se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo I: Produccién de una heparina 2-O, 3-O desulfatada que es no anticoagulante, no activa a las plaguetas en

presencia de un anticuerpo de trombocitopenia inducida por heparina, e incluso mejora la activacidon plaquetaria
inducida por heparina en presencia de un anticuerpo de trombocitopenia inducida por heparina

Puede producirse una heparina parcialmente desulfatada 2-O, 3-O desulfatada en cantidades practicas desde el
punto de vista comercial mediante los métodos descritos en la patente de EEUU n° 5.668.188; la patente de EEUU
n® 5.912.237; y la patente de EEUU n° 6.489.311. La modificacién en la heparina (para producir heparina ODS) se
realizé afadiendo 500 g de heparina de sodio de la mucosa intestinal porcina procedente del lote EM3037991 a 10 |
de agua desionizada (concentracion final de heparina de 5%). Se afiadi6 borohidruro de sodio hasta una
concentracion final de 1%, y la mezcla se incubd durante la noche a 25 °C. Entonces se afiadié hidréxido de sodio
hasta una concentracion final de 0,4 M (pH mayor que 13) y la mezcla se liofilizd hasta la sequedad. Se retir6 el
exceso de borohidruro de sodio y de hidréxido de sodio mediante ultrafiltracion. El producto final se ajust6é a pH 7,0,
se precipito mediante la adicion de tres volumenes de etanol frio y se sec6. La heparina 2-O, 3-O desulfatada
producida mediante este procedimiento era un polvo ligeramente blancuzco cristalino fino con menos de 10
unidades USP/mg de actividad anticoagulante y menos de 10 unidades anti-Xa/mg de actividad anticoagulante. La
estructura de esta heparina se muestra en la FIGURA 1. El peso molecular se determind mediante una
cromatografia de exclusién molecular de alta resolucion junto con dispersion de luz de laser de multiples angulos,
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utilizando un detector miniDAWN (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA) que se hizo funcionar a 690
nm. Comparado con un peso molecular medio de 13,1 kD del material de partida, la heparina ODS tenia un peso
molecular medio de 11,8 kD.

En la FIGURA 2 se muestran las distribuciones del peso molecular diferencial de la molécula de origen y la heparina
ODS. El andlisis de los disacéridos se realizd mediante el método de Guo y Conrad (Guo, Y., Conrad, H.E., Analysis
of oligosaccharides from heparin by reversed-phase ion-pairing high performance liquid chromatography, Anal.
Biochem., 178:54-62, 1988). Comparado con el material de partida que aparece en la FIGURA 3A, la heparina ODS
es una heparina 2-O desulfatada (que se muestra en la FIGURA 3B) que se caracteriza por la conversion de ISM [L-
acido idurénico(2-sulfato)-2,5-anhidromanitol] en IM [L-acido idurdnico-2,5-anhidromanitol], y de ISMS [L-acido
idurénico(2-sulfato)-2,5-anhidromanitol(6-sulfato)] en IMS [L-acido idurdnico-2,5-anhidromanitol(6-sulfato)], indicando
ambos la 2-O desulfatacion. La secuencia propuesta de la 2-O desulfatacion se muestra en la FIGURA 4. La
heparina ODS también es una heparina 3-O desulfatada, que se caracteriza por la conversion de GMS2 [D47-acido
glucurénico-2,5-anhidromanitol(3,6-disulfato))] en GMS [D-acido glucurdnico-2,5-anhidromanitol(6-sulfato)], que
indica la 3-O desulfatacion.

El potencial de esta heparina 2-O, 3-O desulfatada para interaccionar con el anticuerpo HIT y plaquetas activas se
estudié utilizando plaquetas y suero donantes procedentes de tres pacientes diferentes con un diagnéstico clinico de
HIT-2, mediante la manifestacion de una trombocitopenia relacionada con la exposicion a la heparina, la correccion
de la trombocitopenia tras la eliminacion de la heparina, y un ensayo de activacion de plaquetas positivo, con o sin
trombosis. Se emplearon dos técnicas para medir la activacion plaquetaria en respuesta a la heparina o a la
heparina 2-0O, 3-O desulfatada en presencia de suero reactivo a HIT.

La primera técnica fue el ensayo de liberacion de serotonina (SRA), considerado el ensayo de laboratorio de patron
oro para HIT, y se realizd como describe Sheridan (Sheridan, D., Carter, C., Kelton, J.C., A dlagnostlc test for
heparln -induced thrombocytopenia, Blood, 67:27-30, 1986). Las plaquetas Iavadas se cargaron con "4C-serotonina
(4C sulfato de hidroxitriptamincreatina, Amersham), y después se incubaron con diversas concentraciones de
heparina o analogo de heparina de ensayo en presencia de suero procedente de pacientes con HIT-positiva
conocida como fuente de anticuerpo. La actlvaC|on se evalué como liberacion de *C-serotonina desde la plaquetas
durante la activacion, cuantificandose la "*C-serotonina utilizando un contador de centelleo liquido. La formacion del
complejo de heparina-PF4-anticuerpo HIT produjo la activacion plaquetaria y la liberacion del is6topo hacia el medio
tampon. Las plaquetas activadas se definen como un porcentaje de liberacién del is6topo >20%.

De manera especifica, se extrajo sangre completa utilizando una técnica de dos jeringas de un donante voluntario y
se introdujo en citrato de sodio (0,109 M) en una proporcion de 1 parte de anticoagulante a 9 partes de sangre
completa. Los primeros 3 ml de sangre completa en la primera jeringa se rechazaron. La sangra anticoagulada se
centrifugd (80 x g, 15 min, temperatura ambiente) para obtener el plasma rico en plaquetas (PRP). El PRP se marcé
con "C-serotonina 0,1 pCi/ml (45 min, 37 °C), después se lavo y se resuspendio en disolucion de Tyrode exenta de
albumina hasta un recuento de 300.000 plaquetas/pl. El suero HIT (20 pl) se incubd (1 hora a temperatura ambiente)
con 70 pl de suspension de plaquetas y 5 ul de heparina 2-O, 3-O desulfatada (0, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50
y 100 pg/ml de concentraciones finales). Para los controles del sistema, se emplearon 10 ul de heparina no
fraccionada (UFH; concentracion final de 0,1 6 0,5 U/ml, que se corresponde con las concentraciones que aparecen
en el plasma de pacientes con dosis antitrombéticas o totalmente anticoagulantes, respectivamente) en lugar de la
heparina 2-O, 3-O desulfatada en el ensayo. Se afiadi6é EDTA para detener la reaccion, y la mezcla se centrifugd
para sedimentar las plaquetas. Se midio la liberacion de "C-serotonina hacia el sobrenadante en un contador de
centelleo. Se midié la liberacion maxima tras la lisis de las plaquetas con Triton X-100 al 10%. El ensayo es positivo
si la liberacion es >20% de serotonina con UFH 0,1 y 0,5 U/ml (sin afiadir heparina 2-O, 3-O desulfatada) y <20% de
serotonina con UFH 100 U/ml. El ensayo es positivo para la reactividad cruzada entre los anticuerpos HIT vy la
heparina 2-0O, 3-O desulfatada si se produce una liberacion de serotonina >20%.

La segunda técnica fue un andlisis de plaquetas citométrico de flujo. En este ensayo funcional, las plaquetas en
sangre completa se activaron con heparina o con el analogo de heparina en presencia del anticuerpo de heparina en
suero procedente de un paciente con diagnoéstico clinico de HIT. Utilizando la citometria de flujo, se determiné la
activacion plaquetaria de dos maneras: mediante la formacién de microparticulas de plaquetas y mediante el
aumento de la P-selectina unida a la superficie de las plaquetas. Normalmente, las plaquetas en su estado
inactivado no expresan CD62 sobre su superficie, y las microparticulas de las plaquetas apenas pueden detectarse.
Una respuesta positiva se define como cualquier respuesta significativamente mayor que la respuesta del control de
disolucion salina.

De manera especifica, sangre completa extraida de forma cuidadosa mediante la técnica de doble jeringa se
anticoagulé con hirudina (10 pg/ml de concentracion final). Una parte alicuota de sangre completa (50 pl) se fij6
inmediatamente en 1 ml de paraformaldehido al 1% (control de ventana de analisis). Se afiadié el suero de HIT (160
wl) y la heparina 2-0O, 3-O desulfatada (50 ul; 0, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 pg/ml de concentraciones
finales) a la sangre completa (290 pl) y se incubd (37 °C, 15 minutos con agitacién a 600 rpm). Se retiraron partes
alicuotas (50 pl) y se fijaron en 1 ml de paraformaldehido (30 minutos, 4 °C). Las muestras se centrifugaron (350 g,
10 minutos) y se retird el sobrenadante de paraformaldehido. Las células se resuspendieron en disolucion de Tyrode
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exenta de calcio (500 ul, pH 7,4 + 0,1). Se afadieron 150 ul de la suspensién celular a 6,5 ul de anticuerpo anti-
CD61 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Becton-Dickinson, San José, CA; especifico para GPIlla en
todas las plaquetas). Las muestras se incubaron (30 minutos, temperatura ambiente) en la oscuridad. Todos los
anticuerpos se valoraron frente a células que expresan su antigeno especifico antes de la experimentacion para
evaluar la concentracién saturante. Las muestras se analizaron en un citometro de flujo EPICS XL (Beckman-Couter,
Hialeah, FL) para el dispersion de luz de angulo directo (FALS) y de angulo lateral, y para la fluorescencia de FITC y
PE. Antes de ensayar las muestras cada dia se realiz6 una calibracion del tamafio ensayando esferas marcadas con
fluorescencia de un tamario conocido (Flow-Check, Coulter) y se ajustd la ganancia de forma que las esferas de 1,0
um se encuentran al comienzo de la segunda década de una escala de dispersion de luz FALS logaritmica de 4
décadas. Se emple6 un discriminador de umbral ajustado sobre la sefial de FITC para excluir los acontecimientos
que no estan marcados con el anticuerpo anti-CD61 (que no son plaquetas).

Utilizando la muestra control de ventana de analisis, se extrajo que las regiones amorfas incluian plaquetas
individuales y microparticulas de plaquetas. Las microparticulas de plaquetas se distinguieron de las plaquetas
basandose en su perfil citométrico de flujo caracteristico del tamafio celular (FALS) y fluorescencia de FITC
(marcador de plaquetas CD61). Las microparticulas de plaquetas se definen como acontecimientos CD61-positivos
que son menores que la poblacion de plaquetas no agregadas individuales (< aproximadamente 1 um). Se
recogieron 20.000 acontecimientos CD61-positivos totales (plaquetas) para cada muestra. Los datos se indican
como porcentaje del numero total de acontecimientos CD61-positivos analizados. Para ensayar la reactividad
cruzada con un anticuerpo HIT dependiente de heparina, los controles de UFH (sin heparina 2-O, 3-O desulfatada)
deben mostrar una respuesta positiva (mayor porcentaje de acontecimientos CD61-positivos en la region de
microparticulas de plaquetas a UFH 0,1 y 0,5 U/ml pero no a UFH 100 U/ml). El ensayo es positivo para la
reactividad cruzada de los anticuerpos HIT con la heparina 2-O, 3-O desulfatada si se produce un aumento en la
formacion de microparticulas de plaquetas.

La cuantificacion de la expresion de P-selectina inducida sobre la superficie de plaquetas mediante la activacion de
plaquetas relacionada con HIT se determind como sigue. Para cuantificar la expresién en la superficie de las
plaquetas de P-selectina se recogid plasma rico en plaquetas y las plaquetas se marcaron como se describio
anteriormente, pero se marcaron también con 6,5 pl de anticuerpo marcado con ficoeritrina (PE) (Becton-Dickinson;
especifico para la P-selectina expresada sobre plaquetas activadas). La muestra de control de ventana de analisis
se empled para establecer las regiones de plaquetas individuales y de microparticulas de plaquetas basandose en
FALS y en fluorescencia de CD61-FITC. Se realiz6 una ventana de analisis con un histograma de fluorescencia de
PE (expresion de P-selectina) para excluir los agregados plaquetarios. Se ajusté un marcador que incluia el pico
completo para determinar la mediana de la fluorescencia de P-selectina. Los resultados se indican en unidades de
intensidad de fluorescencia media (MFI) de CD62 en la poblacion de plaquetas no agregadas. Para ensayar la
reactividad cruzada con un anticuerpo HIT dependiente de heparina, los controles de UFH deben mostrar una
respuesta positiva (mayor fluorescencia de la mediana de P-selectina) a UFH 0,1 y 0,5 U/ml, pero no a UFH 100
U/ml. El ensayo es positivo para la reactividad cruzada de los anticuerpos HIT con la heparina 2-O, 3-O desulfatada
si se produce un aumento en la expresion de P-selectina en plaquetas.

La FIGURA 5 demuestra que la heparina no fraccionada a la concentracion anticoagulante terapéutica habitual de
0,4 pg/ml provoca la liberacion de >80% de la serotonina radiomarcada total en este sistema. Por contraste, la
heparina 2-O, 3-O desulfatada, estudiada en el intervalo de concentraciones de 0,78 a 100 ug/ml, no produce una
liberacion de '“C-serotonina sustancial, lo cual indica que esta heparina 2-O, 3-O desulfatada no interacciona con un
anticuerpo HIT preformado que provoca la activacion plaquetaria.

La FIGURA 6 demuestra que cuando se incuba la heparina no fraccionada a la concentracién anticoagulante
terapéutica habitual de 0,4 pg/ml con plaquetas y suero positivo a anticuerpo HIT, se produce una expresion
marcada de CD62 sobre la superficie de aproximadamente 20% de las plaquetas. Las incubaciones de controles de
disolucién salina se caracterizaron por una baja expresion de CD62 (<2% de plaquetas). Por contraste, la heparina
2-0, 3-0 desulfatada, estudiada de 0,78 a 100 pg/ml, no aumentd los niveles de expresion de CD62 por encima de
los observados en las incubaciones control con disolucién salina. Ademas, mientras que la heparina no fraccionada
0,4 ug/ml produjo una sustancial formaciéon de microparticulas de plaquetas, la heparina 2-O desulfatada de 0,78 a
100 pg/ml no estimul6 la formacién de microparticulas de plaquetas por encima de la de las incubaciones control de
disolucién salina (<5% de actividad).

Con un peso molecular de 10,5 kD y un grado de sulfatacion mayor que 1,0, se predice que la heparina ODS
provocaria una respuesta de activacion plaquetaria similar a la HIT en los ensayos de liberacién de serotonina y de
formacién de microparticulas de plaquetas (Greinacher, A. et al., supra). Por tanto, resulta sorprendente e
impredecible a partir de la técnica anterior que la heparina 2-O desulfatada no reaccione con el anticuerpo HIT y PF4
para activar a las plaquetas y no es probable que produzca el sindrome de HIT. Esto indica que la heparina 2-O, 3-O
desulfatada es un analogo de la heparina terapéutico mas seguro para la administracién a pacientes para el
tratamiento de la inflamacién y otros trastornos que necesiten una terapia con heparina o con analogos de la
heparina, puesto que la heparina 2-O, 3-O desulfatada no produce el sindrome de HIT-2, que es grave y peligroso
para la vida.
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De manera mas sorprendente, la heparina 2-O, 3-O desulfatada en realidad suprime la activacién plaquetaria
inducida por el anticuerpo HIT y la heparina no fraccionada. Para estos experimentos de mejoria, la heparina 2-O, 3-
O desulfatada fue fabricada mediante un proceso comercial mayor detallado en el ejemplo Ill. Se emplearon técnicas
de SRA y de citometria de flujo ligeramente modificadas con respecto a lo descrito anteriormente para demostrar
este efecto exclusivo de la heparina 2-O, 3-O desulfatada.

De manera especifica, para el SRA se recogi6é plasma rico en plaquetas, se prepar6 y se marcd como se ha descrito
previamente. La mezcla del sistema de ensayo incorporaba 5 ul de heparina 2-O, 3-O desulfatada (0, 0,78, 1,56,
3,13, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 pg/ml de concentraciones finales) y 5 ul de heparina no fraccionada (0,1 6 0,5 U/ml de
concentracién final). EI SRA es positivo para la mejoria de la activacién plaquetaria inducida por heparina no
fraccionada realizada por la heparina 2-O, 3-O desulfatada si la respuesta de UFH es inhibida en presencia de la
heparina 2-O, 3-O desulfatada. Una liberacion <20% de serotonina en presencia de UFH y de heparina 2-O, 3-O
desulfatada se considera una mejoria completa.

De modo especifico, para el analisis citométrico de flujo, se recogié sangre completa y se preparé como se describio
previamente. La mezcla del sistema de ensayo incorpora 25 ul de heparina 2-O, 3-O desulfatada (0, 0,78, 1,56, 3,13,
6,25, 12,5, 25, 50 y 100 pug/ml de concentraciones finales) y 25 ul de heparina no fraccionada (0,1 6 0,5 U/ml de
concentracion final). Se empleo heparina sin heparina 2-O, 3-O desulfatada como control (UFH 0, 0,1, 0,5 y 100
U/ml de concentraciones finales). Cualquier agente de ensayo, tal como heparina 2-O, 3-O desulfatada, se considera
positivo para la mejoria si la respuesta de UFH 0,1 y 0,5 U/ml es inhibida. Se produce la mejoria completa si la
respuesta de activacion plaquetaria es equivalente a la del control de UFH 100 U/ml (sin que estuviese presente un
agente de ensayo, tal como la heparina 2-O, 3-O desulfatada).

En el SRA, la mejoria puede observarse a concentraciones de heparina 2-O desulfatada, que también esta 3-O
desulfatada, tan bajas como 3,13 pug/ml. Se necesita una concentracion mayor de heparina 2-0, 3-O desulfatada (de
media 6,25 pg/ml frente a 3,13 pg/ml) para iniciar la mejoria en el sistema de UFH 0,5 U/ml, comparada con la
necesaria en el sistema de UFH 0,1 U/ml. Siempre se obtiene un bloqueo completo de la activacién plaquetaria
inducida por heparina no fraccionada/anticuerpo HIT, pero las concentraciones de la heparina 2-O, 3-O desulfatada
difieren dependiendo de la fuerza del anticuerpo HIT. La FIGURA 7 muestra los resultados de la mejoria de SRA
utilizando suero procedente de un paciente con HIT tipica. En la mayoria de los sueros de los pacientes se observo
una mejoria completa (definida como <20% de liberacion de serotonina) a 12,5 ug/ml y concentraciones mayores de
heparina 2-0O, 3-O desulfatada. Se muestran las graficas compuestas de los datos obtenidos estudiando la inhibicion
de SRA con sueros de cuatro pacientes con HIT diferentes utilizando el sistema UHF 0,1 U/ml (FIGURA 8) y el
sistema UHF 0,5 U/ml (FIGURA 9). Puede observarse que la mejoria se inicia a 6,25 ug/ml, y que la mejoria
completa de la respuesta de SRA se logra con 25 pg/ml de heparina 2-O, 3-O desulfatada. No se observé activacion
plaquetaria en presencia de 50 pug/ml de heparina 2-O, 3-O desulfatada. Debido a la coherencia de los datos no se
muestran las barras de error (error estandar de la media, EEM).

La evaluacion de la heparina 2-O, 3-O desulfatada para la mejoria de la activacién plaquetaria inducida por
anticuerpos HIT/heparina no fraccionada utilizando el andlisis citométrico de flujo de la formacion de microparticulas
de plaquetas y la expresion de P-selectina sobre la superficie celular como medida de la activacion plaquetaria
mostroé un efecto de mejoria en todos los sistemas de ensayo (definido como la inhibicion de la respuesta obtenida
con UFH 0,1 y 0,5 U/ml cuando no estaba presente la heparina 2-O, 3-O desulfatada). Para la formacion de
microparticulas de plaquetas, se observé la mejoria a unas concentraciones de heparina 2-O, 3-O desulfatada tan
bajas como 6,25 ug/ml. No se produjo ninguna diferencia notable entre la respuesta de mejoria observada en los
sistemas de UFH 0,1 U/ml y 0,5 U/ml. De media, la mejoria se inicié a 6,26 pug/ml de heparina 2-O, 3-O desulfatada.
Siempre se obtiene un bloqueo completo de la activacion plaquetaria, pero las concentraciones de la heparina 2-O,
3-0 desulfatada difieren dependiendo de la fuerza del anticuerpo HIT. La FIGURA 10 muestra los resultados de la
mejoria de la formaciéon de microparticulas de plaquetas inducida por HIT/heparina no fraccionada utilizando suero
procedente de un paciente con HIT tipica. Se muestran las graficas compuestas de los datos obtenidos estudiando
la inhibicién de la formacion de microparticulas de plaquetas con sueros de cuatro pacientes con HIT diferentes
utilizando el sistema UHF 0,1 U/ml (FIGURA 11) y el sistema UHF 0,5 U/ml (FIGURA 12). Se observa una mejoria
completa (definida como una respuesta de activacion plaquetaria equivalente a la del control de UFH 100 U/ml
cuando no estaba presente el agente de ensayo de heparina 2-O, 3-O desulfatada) desde 6,25 pg/ml y
concentraciones mayores de heparina 2-O, 3-O desulfatada. De media, se necesité6 una concentracién de 50 pg/ml
de heparina 2-O, 3-O desulfatada para lograr la remisidon completa de la formacion de microparticulas de plaquetas.

Para la expresion de P-selectina (CD62), puede observarse una mejoria a concentraciones de heparina 2-O, 3-O
desulfatada tan bajas como 1,56 pg/ml. No habia diferencias notables entre la respuesta de mejoria observada en
los sistemas de UFH 0,1 U/ml y 0,5 U/ml. De media, la mejoria se inici6 a heparina 2-O, 3-O desulfatada 6,25 pg/ml.
Siempre se obtiene un bloqueo completo de la activacion plaquetaria, pero las concentraciones de la heparina 2-O,
3-0 desulfatada difieren dependiendo de la fuerza del anticuerpo HIT. La FIGURA 13 muestra los resultados de la
mejoria de la expresion de CD62 de plaquetas inducida por HIT/heparina no fraccionada utilizando suero procedente
de un paciente con HIT tipica. Se observa una mejoria completa desde 6,25 pg/ml y concentraciones mayores de
heparina 2-O, 3-O desulfatada. De media, se necesitdé una concentracion >25 ug/ml de heparina 2-O, 3-O
desulfatada para lograr la mejoria o supresion completa de la activacion plaquetaria. Se muestran las graficas
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compuestas de los datos obtenidos estudiando la inhibicion de la expresién de CD62 de plaquetas con sueros de
cuatro pacientes con HIT diferentes utilizando el sistema UHF 0,1 U/ml (FIGURA 14) y el sistema UHF 0,5 U/ml
(FIGURA 15). La mejoria se inicia a 6,25 ug/ml, y la mejoria completa de las respuestas de activacion plaquetaria,
medida mediante la expresion de CD62, se logra con 50 pg/ml de heparina 2-O, 3-O desulfatada.

Ejemplo Il: Una inyeccion intravenosa de heparina 2-O, 3-O desulfatada produce unos niveles sanguineos
necesarios para la mejoria completa de la activacion plaquetaria por la heparina en presencia de un anticuerpo de
trombocitopenia inducida por heparina

Para determinar si los niveles de heparina 2-O, 3-O desulfatada alcanzan una concentracion suficiente in vivo para
suprimir la activacion plaquetaria relacionada con HIT, se inyectaron a tres grupos de perros sabuesos (n = 4 en
cada uno) la heparina 2-O, 3-O desulfatada (ODSH) producida como en el ejemplo lll. Las inyecciones se
administraron a lo largo de 2 minutos en dosis de 0 (control de disolucion salina, grupo 1), 4 (grupo 2), 12 (grupo 3) y
24 mg/kg (grupo 4). Las inyecciones se realizaron 4 veces diarias durante 10 dias. Diariamente, las dosis de ODSH
total administradas fueron de 0, 16, 48 y 96 mg/kg. Se recogié sangre completa en los dias del estudio 1, 2,4, 6y 8,
a los 15 minutos y 6 horas después de la primera inyeccion del dia. Ademas, después de la inyecciéon de ODSH
final, se recogieron muestras a los 15 minutos, y 1, 2, 4, 6 y 8 horas. Todas las muestras se recogieron en tubos
Vacutainer que contenian citrato como anticoagulante.

La concentracion de ODSH se midi6 mediante un ensayo potenciométrico desarrollado para la medicion de
polisacaridos sulfatados en fluidos biolégicos (véase Ramamurthy, N., Baliga, N., Wakefield, T.W., Andrews, P.C.,
Yang, V.C., Myerhoff, M.E., Determination of low-molecular-weight heparins and their binding to protamine and a
protamine analog using polyion-sensitive membrane electrodes, Anal. Biochem., 266:116-124, 1999). Se prepararon
electrodos cilindricos sensibles a policationes como se ha descrito previamente (véase Ramamurthy, N., Baliga, N.,
Whar, J.A., Schaller, U., Yang, V.C., Myerhoff, M.E., Improved protamine-sensitive membrane electrode for
monitoring heparin concentrations in whole blood via protamine titration, Clin. Chem., 44:606-661, 1998). Se prepard
un coctel con una composicion de sulfonato de dinoilnaftaleno al 1% (en p/p), nitrofeniloctil éter al 49,5% (en p/p), y
poliuretano M48 al 49,5% (en p/p) disolviendo los componentes en tetrahidrofurano destilado (200 mg/ml). La
disolucion resultante se reviste por inmersion sobre los extremos redondeados de tubos capilares de vidrio sellados
que sobresalen ligeramente de trozos de 2,54 cm de tubos Tygon (d.i. = 1,3-1,5 mm). Después de revestir por
inmersion en la disolucion 12 veces a intervalos de 15 minutos, los cuerpos de los sensores se secaron durante la
noche en una campana de humo. En el dia de su uso, los cuerpos sensores se sumergieron durante al menos una
hora en PBS y se retiraron con cuidado los capilares de vidrio. El cuerpo del sensor entonces se rellené con PBS y
se insertd6 un alambre de Ag/AgCl para completar el sensor. Los sensores se utilizaron una vez y después se
desecharon. Dos sensores y un alambre de referencia de Ag/AgCl se conectaron a un moédulo amplificador VF-4
(World Precision Instruments) que esta en interfase con una placa de entrada/salida analogica/digital (National
Instruments) en un ordenador Mac llcx. Los datos se muestrean a intervalos de 3 segundos y se registran con un
programa informatico LabView 2.0. Se prepara una disolucion de valorador de sulfato de protamina 1 mg/ml (forma
de clupeina, Sigma) en PBS, y el valorador se administra de modo continuo a través de una bomba de jeringa
(Bioanalytical Systems). Los criterios de valoracion se calcularon utilizando el método de Kolthoff (véase Sergeant,
E.P., Potentiometry and potentiometric titrations, en: Chemical Abstracts, Kolthoff, .M., Elwing, P.J., eds., 69:362 -
364, 1985), seguido de la aplicacion de un factor de correccion de sustraccion equivalente a la concentracion de
protamina requerida para alcanzar el criterio de valoracion de la curva de calibracién.

La FIGURA 16 muestra las concentraciones de ODSH en plasma a intervalos de recoleccion cronometrados para los
tres grupos de dosis y el control. En la tabla 1, a continuacion, se muestran las concentraciones medias en diversos
momentos.

Tabla 1: Concentraciones medias de heparina ODS después de la inyeccion

Concentracion de heparina ODS (pg/ml)
Muestra 0 mg/kg/dia 16 mg/kg/dia 48 mg/kg/dia 160 mg/kg/dia

15 min después de la inyeccidon -0,1+0,4 14,0+0,9 50,4 +18,9 237,9 + 26,5
1 h después de la inyeccion 2,3+0,7 24+0,7 14,6 +0,9 86,4 +121
3 h después de la inyeccidon 0,9+0,7 0,6 +0,7 1,7+0,7 17,2+0,8

4 h después de la inyeccion 1,0£0,7 0,4+0,7 -0,1+0,7 10,7 £0,8

6 h después de la inyeccion 1,8+0,7 0,4+0,7 1,4+0,7 57+0,8

8 h después de la inyeccion 0,9+0,7 0,1+0,7 0,9+0,7 2,1+0,8
12 h después de la inyeccion 1,7+0,7 2,3+0,7 0,9+0,7 3,7+0,8
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La modelizacion compartimental se realiz6 utilizando WinNonlin version 4.1. Las tablas 2 y 3 muestran los
parametros farmacocinéticos ABC (area bajo la curva), K10-SV (semivida terminal), Cmax (concentracién maxima),
EL (eliminacién), ABCM (area bajo la curva del momento), TMR (tiempo medio de residencia), y Vee (volumen de la
distribucién en estado estacionario) para cada grupo, respectivamente.

Tabla 2: Resumen de los parametros farmacocinéticos*

Dosis ABC (hr*ug/ml) Vee (ml/kg) EL (ml/hr/kg) Cmax (ug/ml) Semivida (hr)
(mg/kg/dia)
16 12,39 + 1,92 127,23 £+ 11,63 322,80 + 49,98 23,28 + 1,41 0,27 +£ 0,06
48 59,90 + 1,41 80,01 + 1,11 200,35 + 4,71 111,47 £ 1,03 0,28 + 0,01
96 134,14 £ 10,96 97,39 + 4,68 178,91 + 14,63 197,60 +7,43 0,38 £ 0,04
* Las estimaciones son + EEM
Tabla 3: Resultados del analisis compartimental

Dosis Paradmetro Unidades Estimacion Error estandar CV%
16 ABC hreug/ml 12,391491 1,916640 15,47
16 H10-HL hr 0,273207 0,057834 21,17
16 Cmax ug/ml 23,279975 1,406524 6,04
16 EL ml/hr/kg 322,802142 49,978994 15,48
16 ABCM hr*hr*ug/ml 6,433104 1,988164 30,91
16 TMR hr 0,394155 0,083437 21,17
16 Vee ml/kg 127,234069 11,627849 9,14
48 ABC hreug/ml 59,895111 1,405766 2,35
48 H10-HL hr 0,276820 0,008857 3,20
48 Cmax ug/ml 111,469287 1,030526 0,92
48 EL ml/hr/kg 200,350243 4,707016 2,35
48 ABCM hr*hr*ug/ml 31,407007 1,471781 4,69
48 TMR hr 0,399367 0,012778 3,20
48 Vee ml/kg 80,013235 1,107527 1,38
96 ABC hreug/ml 134,144991 10,958943 8,17
96 H10-HL hr 0,377308 0,039373 10,44
96 Cmax ug/ml 197,599118 7,433318 3,76
96 EL ml/hr/kg 178,910892 14,630699 8,18
96 ABCM hr*hr*ug/ml 89,788574 14,548574 16,20
96 TMR hr 0,544340 0,056803 10,44
96 Vee ml/kg 97,388309 4,684936 4,81

Se logran unos niveles de heparina 2-O, 3-O desulfatada que mejoran todos los aspectos de la activacion de
plaquetas de HIT a unas dosis de inyeccién de 4 mg/kg (16 mg/kg/dia) y mayores. Con una carga y una velocidad de
infusion de aproximadamente una quinta parte de la dosis de carga cada hora, es probable que se logren unos
niveles de estado estacionario en todos los casos.

Ejemplo Ill. Produccién viable desde el punto de vista comercial de una heparina 2-O, 3-O desulfatada que es no
anticoagulante e inhibidora para la elastasa de leucocitos humana

La heparina 2-O, 3-0O desulfatada no anticoagulante puede producirse en cantidades aliin mayores, viables desde el
punto de vista comercial. La heparina intestinal porcina USP se adquiere de un vendedor comercial fiable, tal como
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Scientific Protein Laboratories (SPL), Wanaukee, WI. Se disuelve a temperatura ambiente (20 + 5 °C) para preparar
una disolucién al 5% (en peso/volumen) en agua desionizada. Como etapa reductora se afiade borohidruro de sodio
al 1% (en peso/volumen) y se agita durante 2 horas. La disolucion entonces se deja en reposo a temperatura
ambiente durante 15 horas. El pH de la disolucion después se alcaliniza hasta mas de 13 mediante la adicion de
hidroxido de sodio al 50%. La disolucion alcalinizada se agita durante 2-3 horas. Esta disoluciéon alcalinizada
entonces se carga en bandejas de un liofilizador comercial y se congela enfriando hasta -40 °C. Se aplica el vacio al
liofilizador y la disolucién congelada se liofiliza hasta la sequedad. El producto liofilizado se disuelve en agua fria
(<10 °C) para lograr una disolucion al 5%. El pH se ajusta hasta aproximadamente 6,0 mediante la adicién lenta de
acido clorhidrico con agitacion, teniendo cuidado de evitar que la temperatura de la disolucién sea <15 °C. La
disolucion entonces se dializa con al menos 10 volumenes de agua o se somete a ultrafiltracion para eliminar el
exceso de sales y agente reductor. A la disolucién dializada se le afiade una cantidad de cloruro de sodio al 2% (en
peso/volumen). El producto de heparina 2-O, 3-O desulfatada entonces se precipita utilizando un volumen de hisol
(etanol desnaturalizado). Después de que la precipitacion se decantase durante aproximadamente 16 horas, el
sobrenadante se retira con sifén. El precipitado se redisuelve en agua hasta una disolucion al 10% (en
peso/volumen). El pH se ajusta a 5-6 utilizando acido clorhidrico o hidréxido de sodio, y la disolucion se filtra a través
de una capsula de filtro de 0,2 p hacia un recipiente limpio. La disolucion filtrada entonces se liofiliza hasta la
sequedad. El producto resultante puede prepararse mediante este método con rendimientos de hasta 1,5 kg. El
producto final es una heparina 2-O, 3-O desulfatada con un pH de 6,4, una actividad anticoagulante USP de
aproximadamente 6 U/mg, y una actividad anticoagulante anti-Xa de 1,9 U/mg. El producto esta exento de
contaminacion microbiana y de endotoxinas, y el contenido en boro medido mediante ICP-AES es <5 ppm. Esta
heparina 2-O, 3-O desulfatada se ha ensayado en ratas y perros a dosis tan altas como 160 mg/kg diarios durante
hasta 10 dias, sin toxicidad sustancial.

La heparina 2-O, 3-O desulfatada resultante es util para inhibir la actividad enzimatica de la elastasa de leucocitos
humana. Esto se ensaya mediante los métodos detallados en la patente de EEUU n°® 5.668.188, la patente de EEUU
n® 5.912.237, y la patente de EEUU n° 6.489.311, incorporadas en la presente como referencia. Brevemente, la
inhibicion de la elastasa de leucocitos humana (HLE) se midi6 incubando una cantidad constante de HLE (100 pmol)
con una cantidad equimolar de la heparina 2-O, 3-O desulfatada (proporcion I/E 1:1) durante 30 minutos a 25 °C en
500 pl de tampdn Hepes (0,125 M, Triton X-100 al 0,125%, pH 7,5) diluido hasta un volumen final de 900 pl. La
actividad enzimatica remanente se midié afiadiendo 100 ul de N-Suc-Ala-Ala-Val-nitroanalida 3 mM (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, preparada en dimetilsulféxido). La velocidad de cambio en la absorbancia del cromégeno
liberado proteoliticamente 4-nitroanilina se controla a 405 nm. El porcentaje de inhibicion se calcula basandose en la
actividad enzimatica sin inhibidor. La heparina 2-O, 3-O desulfatada producida mediante los anteriores métodos
inhibe la HLE >90% a una proporcién molar de enzima a inhibidor 1:1.

El producto a granel puede formularse en viales de dosis unitaria convenientes de 50 mg/ml. Esto se logra
afiadiendo heparina 2-O, 3-O desulfatada a agua estéril para inyecciéon USP para preparar una disolucion al 6,5%
(en peso/peso). Se afade cloruro de sodio y agua estéril para inyeccion para ajustar la osmolalidad final a 280-300
mOsm, y el pH se ajusta a 7,1-7,3 utilizando acido clorhidrico 1 N o hidroxido de sodio si es necesario. La disolucion
se filtra y se traslada a un area de clase 100 de relleno estéril en la que los viales de vidrio de dosis unitaria se
rellenan con 21 ml de disolucion en cada uno, se sellan, se encafionan y se etiquetan.

Ejemplo IV: Prevencién de lesiones pulmonares provocadas por la elastasa de leucocitos humana con la heparina 2-
O desulfatada

Se evalud la capacidad de la heparina 2-O, 3-O desulfatada para evitar las lesiones pulmonares mediadas por la
elastasa de leucocitos humana (HLE) en hamsters sirios dorados hembra (Harlan Industries, Indianapolis, IN) que
pesan de 90 a 110 g. Los hamsteres anestesiados con pentobarbital se inyectaron por via intratraqueal con 0,25 ml
de disolucion salina al 0,9% estéril (NS), 0,25 ml de NS que contenia HLE (100 ng) o 0,25 ml de NS que contenia
500 pg de heparina (Sigma) o heparina 2-O, 3-O desulfatada segun el ejemplo 1, seguido de 0,25 ml de NS con
HLE. Los animales se sacrificaron mediante exanguinaciones 24 horas después del tratamiento. La garganta se abre
y los pulmones se diseccionan en bloque. La traquea se canula con tubos de polietileno y se lava con cinco partes
alicuotas secuenciales de 3 ml de NS. El fluido de lavado se centrifuga a 200 x g durante 10 minutos. El sedimento
celular resultante se resuspende en 1 ml de disolucién salina equilibrada de Hank (HBSS) para realizar el recuento
celular y el diferencial. El sobrenadante se ensaya para proteinas y hemoglobina como indices de lesion aguda. Los
resultados se muestran en las FIGURAS 17-19. Tanto la heparina como la heparina 2-O, 3-O desulfatada son
potentes inhibidores de las lesiones inducidas por la elastasa in vivo.

La heparina 2-O, 3-O desulfatada del ejemplo | se ensaya para la toxicidad. Otros inhibidores de polisacaridos
sulfatados de la elastasa, tales como sulfato de dextrano, producen hemorragias hacia los sacos aereos pulmonares
(hemorragia alveolar) cuando se inyectan en ratas por via intratraqueal en dosis tan bajas como 0,5 mg/kg. La
heparina 2-O, 3-O desulfatada del ejemplo | no produce hemorragia alveolar en ratas incluso en dosis
intratraqueales de 10 mg/kg.

La heparina 2-O, 3-O desulfatada del ejemplo | puede utilizarse en seres humanos para tratar las lesiones
pulmonares mediadas por elastasa. Como ejemplo, para el tratamiento de un paciente con fibrosis quistica, se
prepara una dosis que proporciona una proporcion 5:1 de inhibidor a proteasa, y se administra como un aerosol. En
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un paciente que produce 50 ml de esputo diarios y que produce cantidades medias de elastasa de leucocitos en el
esputo, esta dosis puede ser de aproximadamente 25-250 mg de heparina 2-O, 3-O desulfatada administrados
mediante un nebulizador a lo largo de 24 horas. Los niveles de elastasa en el esputo de los pacientes pueden
controlarse durante el tratamiento. La ventaja de la heparina 2-O, 3-O desulfatada frente a la heparina no modificada
para tratar las lesiones pulmonares mediadas por la elastasa humana es que la heparina 2-O, 3-O desulfatada es no
anticoagulante y es menos probable que provoque hemorragia pulmonar en pacientes, tales como pacientes con
fibrosis quistica, que son propensos a toser sangre (hemoptisis). Otra ventaja sustancial de la heparina 2-O, 3-O
desulfatada frente a la heparina no modificada es que la heparina 2-O, 3-O desulfatada no reacciona con
anticuerpos HIT, por tanto no existe riesgo de trombosis y trombocitopenia inducida por heparina, que pone en
peligro la vida.

Ejemplo V: Materiales utilizados en posteriores ejemplos

El cloruro de acetilcolina, el ionéforo de calcio A23187, la nitroprusida de sodio, y la indometacina (Sigma, St. Louis,
MO) y U-46619 (Upjohn, Kalamazoo, MI) se emplean en concentraciones determinadas por Sato et al. (véase Sato,
H. et al., L-arginine inhibits neutrophil adherence and coronary artery dysfunction, Cardiovasc. Res., 31:63-72, 1996).
La sal de sodio de heparina de calidad I-A procedente de la mucosa intestinal porcina (Sigma) se resuspendié con
tampdn Krebs-Henseliet (K-H) y se administr6 como una inyeccidon en embolada intravenosa (3 mg/kg a perros). Se
sintetiz6 una heparina no anticoagulante 2-O, 3-O desulfatada (ODS-HEP) segun el ejemplo | y segun Fryer et al.
(véase, Fryer, A. et al., Selective O-desulfation produces nonanticoagulant heparin that retains pharmacologic activity
in the lung, J. Pharmacol. Exp. Therap., 282:208-219, 1997) a partir de heparina intestinal porcina no fraccionada
con 170 USP/mg de actividad anticoagulante y 150 U/mg de actividad anti-Xa. Mientras que 1,0 mg/ml de la
heparina no modificada inhibié 91 + 2% de la lisis de eritrocitos en plasma canino, la ODS-HEP redujo la lisis de
eritrocitos sélo en 4 + 2% a 1,0 mg/ml. La ODS-HEP se resuspendié en tampdn Krebs-Heinseleit (K-H) y se
administr6 como una inyeccién en embolada intravenosa (3 mg/kg a perros; 6 mg/kg a ratas, con 100 pg/mi
afiadidos al perfusionado de K-H para los corazones aislados).

Ejemplo VI: Realizacién de estudios de reperfusion isquémica in vivo

Procedimiento quirurgico

Todos los animales se manipularon segun the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado por the
National Institutes of Health (NIH, n° de publicacion 85-23, revisado 1985). The Institutional Animal Care and Use
Committees of Emory University y Carolinas Medical Center aprobaron los protocolos del estudio.

Veinticuatro perros adultos de ambos sexos sin dirofilariasis se anestesiaron con pentobarbital sodio (20 mg/kg) y se
intubaron de modo endotraqueal. La anestesia se suplementd con citrato de fentanilo (0,3 pg/kg/min) y diazepam
(0,03 pg/kg/min) administrados por via intravenosa segun fuera necesario para mantener una anestesia profunda.
Cada perro se ventilé con un respirador regulado por volumen utilizando el aire ambiental enriquecido en oxigeno.
Se insert6 una sonda de temperatura rectal para medir la temperatura interna corporal. La arteria y la vena femoral
derecha se canularon con catéteres de polietileno para la toma de muestras de sangre arterial y para el acceso
intravenoso, respectivamente. Se midieron los gases de la sangre arterial en serie para mantener una tension de
oxigeno arterial mayor que 100 mmHg. Se mantuvo la tensién de diéxido de carbono arterial entre 30 y 40 mmHg, y
el pH arterial se mantuvo entre 7,35 y 7,45 mediante el ajuste de la velocidad ventiladora, y se contrarresto la
acidemia con bicarbonato de sodio intravenoso.

Después de una esternotomia media, se form6é un lazo con la vena cava superior e inferior mediante cintas
umbilicales y el corazén se suspendi6é utilizando una cuna pericardica. Se colocaron transductores de presion
terminados con un catéter Millar (Millar Instruments, Houston, Texas) en la aorta proximal y en la cavidad ventricular
izquierda para medir la presion aértica y ventricular izquierda, respectivamente. Se insert6 un catéter de polietileno
en la auricula izquierda para la inyeccion de microesferas coloreadas. Una porcion de un centimetro de la arteria
coronaria descendente anterior izquierda (DAI) distal a la primera rama diagonal se diseccion6 y se rode6 con una
sutura de seda 2-0 sin apretar. Se coloc6 un par de cristales ultrasénicos opuestos de modo intramiocardico dentro
del area en riesgo isquémica propuesta dentro de la distribucion de la arteria coronaria descendente anterior
izquierda, y se emplearon para evaluar la funcién regional dentro del area en riesgo (véase Jordan, J.E. et al.,
Adenosine A2 receptor activation attenuates reperfusion injury by inhibiting neutrophil accumulation, superoxide
generation and coronary adherence, J. Pharmacol. Exp. Therap., 280:301-309, 1997).

Protocolo experimental

Los perros se aleatorizaron en uno de tres grupos (n = 8 en cada grupo): 1) control (disolucién salina), 2) heparina
no modificada (HEP, 3 mg/kg), y 3) heparina modificada (ODS-HEP, 3 mg/kg). La DAI se ocluyé durante 90 min,
produciendo isquemia, y después se liber6 durante cuatro horas de reperfusion. Cada agente farmacéutico
(disolucién salina, HEP, ODS-HEP) se infusion6é como una inyeccion en embolada intravenosa 10 minutos antes del
inicio de la reperfusion y a los 90 y 180 minutos durante la reperfusion. Se muestrearon los datos cardiodinamicos y
hemodinamicos analogicos mediante un ordenador personal utilizando un convertidor de datos analégicos a digitales
(Data Translation, Marlboro, MA). Se estableci6 la media de los datos cardiodinamicos y hemodinamicos
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procedentes de no menos de 10 ciclos cardiacos. Se determiné el porcentaje de acortamiento sistélico, el trabajo
segmental, y las caracteristicas de la rigidez segmental mediante analisis de ajuste de curva exponencial, segun ha
sido descrito previamente por J.E. Jordan et al., supra. Se midi6 el tiempo de coagulacion activado (ACT, en
segundos) a lo largo del experimento utilizando el sistema de coagulacién de sangre completa Hemochron 401
(International Technidyne, Edison, NJ). Se afiadi6 la actividad creatina quinasa de la sangre arterial utilizando un kit
de Sigma Diagnostics y se expres6 como unidades internacionales por gramo de proteina. El experimento se
termind con una inyeccién en embolada de pentobarbital sodio intravenosa (100 mg/kg). El corazén se extirpo
inmediatamente para posteriores analisis y se coloc6 en tampon Krebs-Henseleit (K-H) enfriado en hielo que tenia la
siguiente composicion (mmol/l): NaCl 118, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, MgSO4 7 H,0 1,2, CaCl, 2 H,0 2,5, NaHCO3 12,5,
y glucosa 11, a pH 7,4.

Determinacién del area en riesgo, tamafio del infarto y flujo sanguineo miocardico regional

Después de la extirpacion postexperimental del corazén se determiné el area miocardica en riesgo y el tamario del
infarto segun J.E. Jordan et al., supra, utilizando exclusion de pigmentos Unisperse y cloruro de trifeniltetrazolio al
1%, respectivamente. El area en riesgo (AAR) y el tamafio del infarto se calcularon gravimétricamente como ha sido
descrito previamente (J.E. Jordan et al., supra). Se obtuvo el flujo sanguineo miocardico regional en el miocardio no
isquémico y con reperfusion isquémica mediante un analisis espectrofotométrico de microesferasa coloreadas de
liberacion de tinte (Triton Technology, San Diego, CA). Se realizaron inyecciones en la auricula izquierda y toma de
muestras sanguineas de referencia en la linea de base, al final de 90 minutos de isquemia, y a los 15 minutos y 4
horas de reperfusion.

Mediciéon de la acumulaciéon de neutréfilos miocardica

Se tomaron muestras de tejido de 0,4 g de la zona no isquémica y de las regiones necréticas y no necroticas del
area en riesgo para el analisis espectrofotométrico de la actividad mieloperoxidasa (MPO) (8 absorbancia/minuto)
para evaluar la acumulacion de neutréfilos (PMN) en el miocardio, segun se describe en Jordan, J.E. et al., supra.

Adherencia de PMN al endotelio de la arteria coronaria postexperimental

Se empled la adherencia de PMN a las arterias coronarias postexperimental como bioensayo de la funcion endotelial
basal. Se aislaron PMN caninos de sangre arterial y se marcaron de modo fluorescente como se ha descrito
previamente (véase Zhao, Z.-Q., Sato, H., Williams, M.W., Fernandez, A.Z., Vinten-Johansen, J., Adenosine A2-
receptor activation inhibits neutrophil-mediated injury to coronary endothelium, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol.,
271:H1456-H1464, 1996). Después de la extirpacion del corazoén, se aislaron segmentos de DAI con reperfusion
isquémica y segmentos de DAI circunfleja izquierda (CxI) no isquémicos, se cortaron en segmentos de 3 mm, se
abrieron para exponer el endotelio mientras se sumergian en tampon K-H enfriado en hielo, y después se colocaron
en placas que contenian tampon K-H a 37 °C. Después de incubar PMN no estimulados y marcados con
fluorescencia (6 x 10° células/placa) con los segmentos postexperimentales durante 15 minutos, los segmentos
coronarios se lavaron de los PMN no adherentes, se montaron sobre portaobjetos de vidrio, y se contaron los PMN
adherentes con microscopia de epifluorescencia (490 nm de excitacion, 504 nm de emisién) como se ha descrito
previamente (véase Thourani, V.H., Nakamura, N., Durarter, 1.G., Bufkin, B.L., Zhao, Z.-Q., Jordan, J.E., Shearer,
S.T., Guyton, R.A., Vinten-Johansen, J., Ischemic preconditioning attenuates postischemic coronary artery
endothelial dysfunction in a model of minimally invasive direct coronary artery bypass grafting, J. Thorac. Cardiovasc.
Surg., 117:838-889, 1999).

Relajacion macrovascular estimulada por agonistas

Se estudio la vasorreactividad estimulada por agonistas en macrovasos epicardicos de zonas isquémicas (DAI) y no
isquémicas (Cxl) utilizando la técnica de camaras de 6rganos (véase Zhao, Z.-Q. et al, supra). Se empled
indometacina (10 pg/ml) para inhibir la liberacion de prostaglandinas. Se precontrajeron los anillos coronarios con el
mimeético de tromboxano A2 U-46619 (5 nmol/l). La funcién endotelial se evalué comparando las respuestas de
vasorrelajacion con concentraciones crecientes de acetilcolina (1-686 umol/l) y A23187 (1-191 umol/l), mientras que
se evalud la funcion del musculo liso con nitroprusida de sodio (1-381 pumol/I).

Ejemplo VII: Realizacién de estudios de reperfusion isquémica in vitro

Desgranulacion de los PMN

Se midi6 la actividad MPO en el sobrenadante como el producto de la desgranulacion de PMN caninos utilizando el
método de Ely modificado por Jordan, J.E., Thourani, V.H., Auchampach, J.A., Robinson, J.A., Wang, N.-P., Vinten-
Johansen, J., As adenosine receptor activation attenuates neutrophil function and neutrophil-mediated reperfusion
injury, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol., 277:H1896-H1905, 1999. Se incubaron PNM caninos (20 x 10° células/ml)
en presencia o en ausencia de heparina ODS y se estimularon para que se desgranulasen con el factor activador de
plaquetas (PAF, 10 umol/l) y citocalasina B (5 pg/ml). Se ensay6 la actividad MPO en los sobrenadantes de modo
espectrofotométrico.

Adherencia de PMN al endotelio de la arteria coronaria normal
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Se evaluo la adherencia de PMN a arterias epicardicas caninas normales utilizando segmentos coronarios y PMN de
animales normales. Los PMN no estimulados y los segmentos de arteria coronaria preparados y marcados como se
ha descrito para los estudios de adherencia se coincubaron en presencia o en ausencia de heparina o de heparina
ODS. Después de la estimulacién con PAF (100 nmol/l) durante 15 min, se contaron los PMN adherentes como se
indico anteriormente.

Experimentos con células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)

Se aislaron HUVEC primarias segun el método de Jaffe et al. (Jaffe, E.A., Nachmann, R.L., Becker, C.G., Culture of
human endothelial cells derived from umbilical veins: identification by morphological criteria, J. Clin. Invest., 52:2745-
2750, 1973), se cultivaron sobre cubreobjetos utilizando medio de crecimiento de células endoteliales (Clonetics) y
se ensayaron para la expresion del factor de von Willebrand. Las HUVEC se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron en medio de Neuman/Tytell solo durante 24 h, seguido de una incubacién con lipopolisacarido (1 ug/ml)
mas TNFa 10-20 ng/ml durante 2 horas, o en heparina u ODS-HEP (200 ug/ml) durante 4 horas con la adicién de
lipopolisacarido y TNFo después de 2 horas. Las HUVEC se fijaron durante 20 minutos en hielo con
paraformaldehido al 4% en CEB (Tris-HCI 10 mmol/l, pH 7,9, KCI 60 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, ditiotreitol 1 mmol/l) con
inhibidores de proteasas, Pl (Pefabloc 1 mmol/l, antipaina 50 ug/ml, leupeptina 1 ug/ml, pepstatina 1 ug/ml, bestatina
40 pg/ml, E-64 3 pg/ml, y quimostatina 100 pg/ml), se permeabilizaron durante 2 minutos con NP40 al 0,1% en
CEB/PI, se lavaron una vez con CEB frio y se fijaron como se indicé anteriormente durante 10 minutos. Los
cubreobjetos se incubaron en H>O, al 3% durante 30 minutos para suprimir la peroxidasa, se lavaron tres veces en
PBS frio, se bloquearon durante 2 horas con albumina de suero bovina (BSA) al 2% en PBS sobre hielo y se
incubaron durante la noche a 4 °C con 1 pg/ml de anticuerpo anti-p65 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
diluido en BSA al 0,1%/PBS. El anticuerpo anti-p65 no unido se lavé con BSA al 2%/PBS y el anticuerpo unido se
incubd con inmunoglobulina anti-conejo de cerdo biotinilada (1:1000) en BSA al 0,1%/PBS durante 45 minutos en
hielo, seguido de 3 lavados con BSA al 2%/PBS. Los cubreobjetos entonces se incubaron con estreptavidina-biotina-
peroxidasa a temperatura ambiente durante 1 hora, se lavaron de nuevo, se incubaron con 3,3’-diaminobenzidina al
0,03% en p/v con H2O> al 0,003% hasta que pudo observarse un producto de la reaccién marrén, se contratifieron
con eosina y se observaron con microscopia 6ptica.

También se utilizaron ensayos de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSA) para estudiar la
translocacion de NF-«B desde el citoplasma hacia el ndcleo. Las proteinas nucleares se obtuvieron a partir de
HUVEC segun describe Digman et al. (Digman, J.D., Lebovitz, R.M., Roeder, R.G., Accurate transcription initiation
by RNA polymerase Il in a soluble extract from isolated mammalian nuclei, Nucleic Acid Res., 11:1475-1481, 1983)
con la adiciéon de los siguientes inhibidores de proteinasa: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mmol/l, pepstatina A 1
ug/ml, quimostatina 0,5 pg/ml, antipaina 1 ug/ml, leupeptina 1 pg/ml, y aprotinina 4 ug/ml. La sonda de ADN
oligonucleotidica bicatenaria (Santa Cruz) de la secuencia consenso de NF-kB AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC
(SEQ ID NO:1) se marco en el extremo 5'OH con [y*’P]ATP utilizando polinucleétido quinasa. Los radionucleotidos
libres se retiraron utilizando una columna de Sephadex G-25. La sonda (0,5 ng) se incubd con 10 pg de proteina
nuclear de HUVEC (método de Bio-Rad) en 20 ul de tampdn que contenia una concentracién final de HEPES 10
mmol/l, pH 7,5, KCI 50 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l, ditiotreitol 1 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, y glicerol al 5%, mas 5 ug de
poli(dI-dC) para reducir la unién no especifica. Las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente durante 20
minutos. Las reacciones se sometieron a electroforesis a 14 V/cm durante 1,5-2,0 horas en un gel de poliacrilamida
no desnaturalizante al 6% en 0,5 x TBE (Tris borato 45 mmol/l, acido bérico 25 mmol/l, EDTA 1 mmol/l) a 4 °C, y se
autorradiografiaron a -80 °C.

Experimentos con corazones de rata perfusionados aislados

Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley macho (300-400 g) con pentobarbital sodio (40 mg/kg, por via
intraperitoneal), y los corazones se extirparon con rapidez y se perfusionaron en un aparato Langendorff como se ha
descrito previamente (Watts, J.A., Maiorano, P.C., Trace amounts of albumin protect against ischemia and
reperfusion injury in isolated rat hearts, J. Mol. Cell. Cardiol., 31:1653-1662, 1999) con tampdn bicarbonato de Krebs-
Henseleit (KHB) que consiste en (mmol/l): NaCl 118, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, MgSO4 7 H,O 1,2, CaCl; 2 H,0 3,0
(produciendo Ca?"* libre 2,5 mmol/l en presencia de EDTA), EDTA 0,5, dextrosa 11, y NaHCOs 25. Se estudiaron tres
grupos: 1) corazones control no isquémicos se perfusionaron durante 45 minutos; 2) corazones con reperfusion
isquémica se sometieron a 15 minutos de isquemia global caliente y 15 minutos de reperfusion; y 3) corazones con
heparina ODS procecentes de ratas inyectadas con heparina ODS 6 mg/mg por via intravenosa 120 minutos antes
de la extirpacion del corazén se sometieron a 15 minutos de cada uno de isquemia global y reperfusion, con
heparina ODS 100 pg/ml en tampén de perfusion. Después de la perfusion, los ventriculos se congelaron con pinzas
Wollenberger preenfriadas en Nz liquido, y se pulverizaron en N2 liquido. Las proteinas nucleares se aislaron
inmediatamente a partir de los polvos miocardicos congelados mediante el método de Li ef al. (Li, C., Browder, W.,
Kao, R., Early activation of transcription factor NF-kB during ischemia in perfused rat heart, Am. J. Physiol. Heart
Circ. Physiol., 276:H543-H552, 1999). Se realizaron los EMSA utilizando 15 pg de proteina nuclear (ensayo de
proteinas Pierce) en cada reaccién de unién. Se realizaron experimentos de competicion mediante la incubacion de
proteinas nucleares con 10 x NF-kB no marcado u oligonucleétidos del elemento de respuesta a AMP-ciclico (CRE,
AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG (SEQ ID NO:2)) durante 5 minutos antes de la adicion de la sonda de NF-
«B marcada con *P. Se realizaron ensayos de superdesplazamiento afiadiendo 0,5 pug de anticuerpos a los
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componentes p65 y p50 de NF-kB (Santa Cruz) para la reaccion de union después de la sonda marcada. Las
reacciones se sometieron a electroforesis a 100 V durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un gel de
policarilamida no desnaturalizante al 5% en 0,5 x TGE (glicina 120 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, Tris 2,5 mmol/l, pH 8,5) y
se autorradiografiaron.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con un andlisis de una via de la varianza o analisis de dos vias de la varianza de
mediciones repetidas para analisis de grupo, tiempo e interacciones grupo-tiempo. Si se encuentran interacciones
significativas se aplicaron ensayos de multiples comparaciones post hoc de Student-Newman-Keuls o de Tukey para
localizar la fuente de las diferencias. Las diferencias en las densidades de la banda del gel que contenia p65 de NF-
kB entre los corazones de rata con reperfusion isquémica tratados y no tratados se compararon utilizando el ensayo
de la t. Un p < 0,05 se considero significativo, y los valores se expresan como media + error estandar de la media
(EEM).

Ejemplo VIII: La heparina 2-O desulfatada reduce el tamafio del infarto

Utilizando los procedimientos descritos anteriormente, la heparina y la heparina 2-O, 3-O desulfatada reducen
significativamente el tamafo del infarto de miocardio. Tal como se muestra en la FIGURA 20, el area en riesgo
(AAR) se expresa como el porcentaje del ventriculo izquierdo (V1) en riesgo de infarto. El tamario del infarto (area de
necrosis, AN) se expresa como porcentaje del area en riesgo (AAR). *p < 0,05 frente al control. El tratamiento con
heparina (HEP) o heparina 2-O, 3-O desulfatada (ODS-HEP) disminuye el tamafio del infarto (area de necrosis, AN),
expresado como un porcentaje de area en riesgo (AN/AAR) de 35% y 38%, respectivamente, comparado con los
controles. No hubo diferencia estadistica en el tamafio de los infartos entre los grupos HEP y ODS-HEP, y el area en
riesgo debido a la oclusion de DAI, expresada como porcentaje de masa del ventriculo izquierdo (AAR/VI) fue
comparable entre los grupos.

Tal como se muestra en la FIGURA 21, se emple¢ la actividad de la creatina quinasa plasmatica (CK) para confirmar
la medicion histolégica del tamarfio del infarto durante el transcurso del experimento. *p < 0,05 HEP y OPSHEP
frente al control. No hubo diferencias significativas en la actividad CK plasmatica en la linea de base entre los grupos
y no se produjeron aumentos en la actividad CK después de la isquemia regional. Los corazones en el grupo control
mostraron un aumento pronunciado en la actividad CK dentro de la primera hora de la reperfusion, que fue reducida
significativamente por el tratamiento con HEP u ODS-HEP, lo cual es coherente con los tamafios de infarto mas
pequefos en estos grupos (CK despues de 4 horas de reperfusion = 43,4 + 3,7 para el control; 27,6 + 5,3 para HEP;
y 21,9 £ 4,0 unidades internacionales/g de proteina para ODS-HEP).

A pesar de sus efectos favorables sobre el tamario del infarto, HEP y ODS-HEP no produjeron cambios significativos
en el flujo de sangre miocardica. El flujo de sangre subendocardica en la regién de la arteria coronaria DAI con
reperfusion isquémica era estadisticamente comparable entre los tres grupos en la linea de base. El flujo sanguineo
miocardico regional se estudi6 en el area en riesgo (AAR) que esta en la distribucion de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (DAI) con reperfusion isquémica. Tampoco hubo diferencias en el flujo sanguineo
miocardico regional en la distribucion de la arteria coronaria circunfleja izquierda (Cxl) sin reperfusion isquémica. El
flujo sanguineo transmural en el area en riesgo disminuy6 significativamente durante la isquemia, no habiendo
diferencias entre los grupos. Todos los grupos mostraron una respuesta hiperémica comparable en el area en riesgo
a los 15 minutos de la reperfusion, tras lo cual el flujo sanguineo disminuyd hasta niveles similares en todos los
grupos en cuatro horas. En la region de la arteria coronaria Cxl sin reperfusion isquémica, el flujo sanguineo
transmural es comparable en todos los grupos a lo largo del protocolo.

Ademas, las diferencias en el tamario del infarto no procedian de diferencias hemodinamicas o cardiodinamicas. Las
hemodinamicas en la linea de base y durante la isquemia y reperfusion son comparables entre los grupos (los datos
no se muestran). La frecuencia cardiaca aumento significativamente durante la isquemia y reperfusion en todos los
animales, y la presion diastolica final ventricular a la par era elevada durante la isquemia en todos los grupos. Tras la
isquemia, los corazones en todos los grupos mostraron disquinesis en el area en riesgo. Todos los corazones
mostraron una mala recuperacion del porcentaje de acortamiento sistolico a lo largo de las cuatro horas de
reperfusion (-6 + 2% para los corazones control; -7 + 3% para los corazones tratados con HEP; y -6 + 4% para los
corazones tratados con ODS-HEP a las 4 horas de reperfusion), y la rigidez diastdlica (medida mediante el
coeficiente B sin valor) aumento tras la isquemia hasta niveles comparables en todos los grupos (desde 0,2 + 0,05 en
la linea de base hasta 0,7 + 0,1 unidades después de 4 horas de reperfusion en los corazones control; desde 0,2 +
0,04 en la linea de base hasta 1,0 + 0,2 unidades después de 4 horas de reperfusion en los corazones tratados con
HEP; y desde 0,2 + 0,04 en la linea de base hasta 0,5 + 0,2 unidades después de 4 horas de reperfusion en los
corazones tratados con ODS-HEP).

Ejemplo IX: La heparina y la _heparina 2-O, 3-O desulfatada reducen la_acumulacion de PMN en el miocardio
reperfusionado

Utilizando los procedimientos descritos anteriormente, se descubri6 que la heparina y la heparina 2-O, 3-O
desulfatada reducen la acumulacion de PMN en el miocardio reperfusionado. La entrada de PMN es un mecanismo
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muy importante subyacente a las lesiones por reperfusion letales. El tratamiento con HEP u ODS-HEP reduce
significativamente la actividad mieloperoxidasa (MPO) en el miocardio necrético en 50%, comparado con el grupo
control, tal como se muestra en la FIGURA 22. En la FIGURA 22 se muestra la actividad mieloperoxidasa, un indice
de la acumulacion de PMN, en muestras de tejido normal isquémico y de tejido miocardico necrético de cada grupo.
*p < 0,05 HEP y ODS-HEP frente al control. La acumulacién de PMN dentro del miocardio normal era baja y
comparable entre los grupos control, HEP y ODS-HEP (16 +8, 18 + 11, y 18 + 8 unidades de absorbancia 8/minuto,
respectivamente). HEP y ODS-HEP disminuyeron la actividad MPO en el area no necrotica en riesgo, pero estos
cambios no alcanzaron significancia (p > 0,10).

Ejemplo X: La heparina 2-O, 3-O desulfatada no produce anticoagulacion

A pesar de reducir el tamafio del infarto, la ODS-HEP no produjo anticoagulacion. Tal como se muestra en la
FIGURA 23, se estudid la anticoagulacion de sangre completa sistémica utilizando el tiempo de coagulacion
activado, medido en segundos. *p < 0,05 HEP frente a otros grupos. A las cuatro horas de reperfusion, el tiempo de
coagulacion activado (ACT) aumenté en mas de 10 veces después del tratamiento con HEP, comparado con el
control (1425 + 38 segundos frente a 123 + 10 segundos, respectivamente). Por contraste, el ACT en el grupo de
ODS-HEP (145 + 10 segundos) no era diferente de los controles (123 + 10 segundos, p = 0,768). Por tanto, la ODS-
HEP fue capaz de lograr los mismos beneficios que HEP sin anticoagulacion.

Ejemplo XlI: La heparina y la heparina 2-O, 3-O desulfatada reducen la adherencia de neutréfilos y la disfuncion
endotelial en arterias coronarias

Este ejemplo demuestra que la heparina y la heparina 2-O, 3-O desulfatada reducen los neutréfilos y la disfuncion
endotelial en arterias coronarias. La ODS-HEP no reduce significativamente la desgranulaciéon de PMN estimulada
por PAF, lo cual sugiere que la ODS-HEP tiene poco efecto directo sobre la actividad de PMN. Sin embargo, la
adherencia de PMN estimulada por PAF al endotelio coronario fue significativamente reducida por HEP y ODS-HEP
de una manera dependiente de la dosis (FIGURA 24). La adherencia de neutrofilos al endotelio coronario normal fue
estimulada por el factor activador de plaquetas (PAF) 100 nM anadido al medio, y fue inhibida de una manera
dependiente de la dosis por HEP u ODS-HEP. *p < 0,05 grupo HEP frente al control de HEP , @p < 0,05 grupo HEP
frente a 0 mg del grupo HEP, +p < 0,05 ODS-HEP frente al control de ODS, y #p < 0,05 ODS-HEP frente a 0 mg del
grupo ODS. La inhibicion de la adherencia de PMN al endotelio coronario estimulado con PAF es dependiente de la
carga, tal como sugiere la reversion de los efectos inhibidores de los polianiones HEP u ODS-HEP tras la unién por
el polication protamina (PMN/mm? de endotelio = 66 + 3 con HEP 100 ug/ml frente a 180 + 8 con HEP + protamina 1
mg/ml; 86 + 4 con ODS-HEP 100 pg/ml frente a 136 + 4 con ODS-HEP + protamina 1 mg/ml; p < 0,05 para ambos).

La HEP y la ODS-HEP también redujeron la adherencia de PMN al endotelio coronario con reperfusion isquémica in
vivo. La gréfica de barras de la FIGURA 25 demuestra que la adherencia de PMN a la arteria coronaria DAI con
reperfusion isquémica aumentd en 300% en el grupo control no tratado comparado con la arteria Cxl sin reperfusion
isquémica. La adherencia de neutréfilos (PMN) al endotelio coronario se cuantific6 como el nimero de PMN
adherentes/mm? de endotelio coronario. Cxl = arteria coronaria circunfleja izquierda sin reperfusion isquémica, DAI =
arteria coronaria descendente anterior izquierda con reperfusién isquémica. *p < 0,05 HEP y ODS-HEP frente al
control de DAI. La HEP o la ODS-HEP reducen la adherencia de PMN a la DAI con reperfusion isquémica en 51% y
42%, respectivamente, comparado con los controles sin tratar (FIGURA 25).

La HEP y la ODS-HEP también mantuvieron las respuestas vasodilatadoras mediadas por receptores del endotelio
coronario después de isquemia y reperfusion. Para cuantificar la disfuncién endotelial estimulada con agonistas en
las arterias coronarias epicardicas, se estudi6 la respuesta vascular a concentraciones crecientes de los
vasodilatadores acetilcolina (dependiente del endotelio; dependiente de receptores), A23187 (dependiente del
endotelio; independiente de receptores), y nitroprusida de sodio (dirigido a musculo liso) en preparaciones de anillos
vasculares coronarios postisquémicos.

La FIGURA 26 ilustra las respuestas vasodilatadoras a la acetilcolina en anillos coronarios aislados procedentes de
DAI con reperfusion isquémica, expresadas como porcentaje de precontraccion inducida por U46619. En el grupo
control, hay un desplazamiento estadisticamente significativo hacia la derecha en la curva de concentracion-
respuesta, lo que representa una menor relajacion frente a la acetilcolina. Por contraste, el efecto relajante de los
vasos coronarios frente a la acetilcolina fue conservado por un tratamiento con HEP u ODS-HEP. Se muestran
curvas de respuesta a concentraciones crecientes de acetilcolina (Acl) en la arteria coronaria descendente anterior
izquierda (DAI) con reperfusion isquémica precontraida con U46619. *p < 0,05 HEP y ODS-HEP frente al control, y
*p < 0,05 HEP frente al control.

La concentracion de acetilcolina requerida para lograr 50% de relajacion (CEsp; -log[M]) fue significativamente mayor
para el control (-6,98 + 0,06) comparado con los grupos HEP (-7,30 + 0,06) o ODS-HEP (-7,20 + 0,05) (p < 0,05). No
hubo diferencias en las preparaciones de anillos sin reperfusion isquémica procedentes de Cxl. Ademas, no hubo
diferencias en las respuestas vasodilatadores entre DAl y Cxl a concentraciones crecientes de A23187 (relajacion
maxima = 122 + 4,y 120 + 7%, y CEso log [M] = -7,18 + 0,06 y -7,17 + 0,09 para DAI y CxI, respectivamente) o de
nitroprusida de sodio (relajacion maxima 129 + 5y 121 + 4%, y CEsp log[M] = -7,31 £ 0,02 y -7,29 + 0,04 para DAl y
Cxl, respectivamente), y las respuestas no se vieron afectadas por HEP ni ODS-HEP.
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Ejemplo Xll: La heparina 2-O, 3-O desulfatada evita la activacién del factor nuclear-xB

Este ejemplo demuestra que la heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante evita la activacion del factor
nuclear-kB. Este factor de la transcripciéon, que regula la expresién de una multitud de citoquinas proinflamatorias,
reside en el citoplasma en células no estimuladas, pero migra hacia el niucleo cuando se activa, y alli se une a su
secuencia consenso reguladora y favorece la expresion de citoquinas. El NF-kB es mantenido en el compartimento
citosolico de las células por su inhibidor, 1kB, al cual esta unido fisicamente. El NF-kB es citésolico cuando forma
complejo con su inhibidor, IkB, pero se activa mediante fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion proteolitica de I«kB.
La liberacion del IkB expone la secuencia de localizacion nuclear (NLF) de NF-xB, un dominio muy catiénico de ocho
aminoacidos (VQRDRQKLM, cédido de una letra de aminoéacidos) que dirige la translocacion nuclear. EI NF-xB es
activado en el corazén por isquemia o por isquemia y reperfusion (véase Li, C. et al., supra). La translocacion
nuclear del NF-kB es evitada por péptidos permeables a células sintéticos que contienen el NLF de NF-«xB, que
compite por la captacion nuclear (véase Lin, Y.-Z., Yao, S.Y., Veach, R.A., Torgerson, T.R., Hawiger, J., Inhibition fo
nuclear translocation of transcription factor NF-kB by a synthetic peptide containing a cell membrane-permeable motif
and nuclear localization sequence, J. Biol. Chem., 270:14255-14258, 1995). La heparina se une con facilidad y es
internalizada en el compartimento citosélico por células mesangiales del musculo liso de vias respiratorias,
vasculares y endoteliales, e incluso por miocitos cardiacos. Cuando se internaliza en el citoplasma, se postula que el
polianién heparina puede unirse electrostaticamente a los aminoacidos con carga positiva del NLF y evita que dirija
al NF-«xB hacia el poro nuclear.

El aumento en la adherencia de PMN tras una reperfusion isquémica se produce por la expresion potenciada de
moléculas de adhesion de células endoteliales, cuya transcripcion se ve fuertemente influida por la activacion del
factor de transcripcion nuclear NF-kB como consecuencia de una reperfusiéon isquémica miocardica (véase Li, C. et
al., supra). Para estudiar si la heparina puede inhibir la activacion del NF-kB, se realizd una tincion
inmunohistoquimica para NF-«kB en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), con y sin estimulaciéon
o pretratamiento con ODS-HEP. La FIGURA 28A demuestra que en el estado no estimulado, el factor nuclear-xB
(NF-kB, tefiido de marrén) normalmente sélo esta presente en el citoplasma de HUVEC, pero no en los nucleos. En
HUVEC estimuladas con el factor de necrosis tumoral a (TNF o) sin la adicion de heparina, los nucleos muestran
tincion positiva (marrén) para el componente p65 del NF-xkB (FIGURA 28A), que se corresponde con la translocacion
del NF-xB desde el citoplasma hacia el ndcleo. Sin embargo, en HUVEC pretratadas con heparina 2-O, 3-O
desulfatada 200 pg/ml, la estimulacion con TNFa no produce la translocacion del NF-xB desde el citoplasma hacia el
nucleo (FIGURA 28C).

La interrupcién de la activacién de NF-xB endotelial por la heparina y la heparina 2-O, 3-O desulfatada se confirmé
mediante ensayos de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSA), tal como se muestra en la FIGURA 29.
El factor de necrosis tumoral (TNF) estimula la union al ADN endotelial de NF-kB (FIGURA 20, carril 2) comparado
con los controles no tratados (carril 1). Un pretratamiento con ODS-HEP 200 pg/ml elimina la actividad de union de
NF-«B (carril 3), lo cual indica que la ODS-HEP evita la activacion de NF-kB. Las HUVEC fueron estimuladas con
TNFa 10 ng/ml durante una hora, y la proteina nuclear se recogi6é para los ensayos de desplazamiento de la
movilidad electroforética para detectar la union de NF-kB, utilizando el oligonucleétido consenso
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC (SEQ ID NO:1), marcado en su extremo con [y*’P]JATP. El tratamiento de
monocapas con TNF estimula la unién a ADN del NF-«B (carril 2) comparado con los controles no tratados (carril 1).
El pretratamiento de células con ODS-HEP 200 pg/ml practicamente elimina la actividad de unién de NF-kB en
extractos de proteinas nucleares (carril 3), lo cual confirma que la heparina 2-O, 3-O desulfatada evita la
translocacion del NF-kB desde el citoplasma hacia el nucleo.

La heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante también reduce la unién al ADN del NF-kB en miocardio con
reperfusion isquémica. La exposicion de corazones de rata a 15 minutos de isquemia global caliente y 15 minutos de
reperfusion aumenta la uniéon al ADN de proteinas nucleares miocardicas a las secuencias oligonucleotidicas para
NF-xB (FIGURA 29A, carril 2). Se observaron tres bandas diferenciadas de mayor union al ADN, todas las cuales
fueron eliminadas mediante la adicion de un exceso de sondas oligonucleotidicas de NF-«B no marcadas. Los
experimentos de superdesplazamiento identificaron al complejo | como la banda que contenia el componente p65
del NF-xB (FIGURA 29, carril 5). Un tratamiento con ODS-HEP reduce la estimulacion relacionada con reperfusion
isquémica de la unién del NF-xB al ADN en las tres bandas (FIGURA 29, carril 3). La unién al ADN del complejo |
que contiene p65 fue casi eliminada por ODS-HEP, con una reduccién del 54 + 6% medida mediante densitometria
en comparacion con el complejo | de corazones de rata con reperfusion isquémica no tratados (p < 0,05, n = 4). Por
tanto, ademas de atenuar directamente la adherencia vascular de PMN al endotelio coronario, de disminuir la
acumulacion de PMN en el area en riesgo, y de reducir la necrosis miocardica, la HEP o la ODS-HEP también
interrumpen la activacion de NF-xB y puede que la expresion de citoquinas miocardicas y moléculas de adhesion.

Corazones de rata perfusionados con Langendorf se sometieron a 15 min de isquemia global caliente, seguida de 15
min de reperfusién. Entonces se recogieron las proteinas nucleares para EMSA para medir la union al ADN de NF-
kB. Comparado con corazones control perfusionados simulados (FIGURA 29A, carril 1), la isquemia y la reperfusion
generalmente aumentan la unién al ADN de proteinas nucleares miocardicas a las secuencias oligonucleotidicas
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para NF-«xB (carriles 2 y 4). Se identificaron tres complejos diferenciados. Los experimentos de superdesplazamiento
realizados con un anticuerpo contra p65 (carril 5), un anticuerpo contra p50 (carril 6) o ambos anticuerpos (carril 7)
demuestran que el complejo | se desplaza (flecha), identificandolo como la banda que contiene el componente p65
del NF-xB. Un pretratamiento y una perfusion con ODS-HEP (6 mg/kg por via intravenosa 2 horas antes de la
perfusion del corazén; 100 ug/ml en el perfusionado) evita la estimulacion relacionada con la reperfusion isquémica
de la union al ADN de NF-kB del complejo | que contiene p65 (carril 3). La unién al ADN del complejo | que contiene
p65 fue casi eliminada por ODS-HEP, con una reduccién del 54 + 6% medida mediante densitometria en
comparacién con el complejo | de corazones de rata con reperfusion isquémica no tratados (p < 0,05, n = 4). A la
derecha de la FIGURA 29B se muestra un experimento de competicién en el que las proteinas nucleares se
incubaron con 10 x NF-xB no marcado (carril 2) u oligonucleétidos del elemento de respuesta al AMP-ciclico (CRE,
AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG (SEQ ID NO:2), carril 3) durante 5 minutos antes de la adicion de la
sonda de NF-kB marcada. Comparado con las reacciones de unién sin un exceso de sonda (carril 1), la adicion de
NF-xB no marcado bloquea la unién al ADN en los tres complejos.

Ejemplo XIII: Reduccién de la disfunciéon contractil tras isquemia y reperfusion de corazones de rata aislados por la
heparina 2-O, 3-O desulfatada

Este ejemplo demuestra que la heparina 2-O, 3-O desulfatada reduce la disfunciéon contractil tras la isquemia y
reperfusion de corazones de rata aislados. Después de 15 minutos de isquemia y reperfusion, los corazones
recuperaron una alta funcién contractil (95% de la linea de base, isquemia-reperfusién; y 93% de la linea de base,
ODS-HEP, isquemia-reperfusion). Por tanto, en otros estudios, el periodo de isquemia aumenté hasta 30 minutos.
Tanto los corazones no tratados como los corazones tratados con ODS-HEP tenian menores funciones contractiles
después de 30 minutos de isquemia y 15 minutos de reperfusion (producto del cambio de presion = 36.780 + 2.589
para la simulacion frente a 4.575 + 1.856 para los corazones con reperfusion isquémica, y 10.965 + 2.908 mmHg/min
para los corazones con reperfusion isquémica tratados con ODS-HEP, n = 4 cada uno), pero los corazones tratados
con ODS-HEP mostraron una recuperacion significativamente mejorada de la funciéon contractil, que fue 2,4 veces
mejor que la observada en corazones que no recibieron ODS-HEP (p < 0,05). Por tanto, en este modelo severo, la
ODS-HEP reduce las consecuencias moleculares y fisioldgicas de la isquemia y reperfusion.

La heparina modificada como se indica en la presente para que sea una heparina 2-O, 3-O desulfatada puede
proporcionar muchos beneficios antiinflamatorios con la ventaja de no provocar el sindrome de trombocitopenia
inducido por heparina HIT-2 que a menudo viene acompafiado de una enfermedad trombética que pone en peligro la
vida del paciente.
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<120> METODO Y MEDICAMENTO PARA EL TRATAMIENTO CON POLISACARIDOS SULFATADOS DEL
SINDROME DE LA TROMBOCITOPENIA INDUCIDA POR HEPARINA (HIT)

<130> 046107/297490

<150> 10/974.566
<151> 27-10-2004

<160> 2

<170> FastSEQ para Windows, version 4.0

<210>1

<211> 22

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
agttgagggg actttcccag gc
22

<210>2

<211> 27

<212> ADN
<213> Rattus sp.

<400> 2
agagattgcc tgacgtcaga gagctag
27
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REIVINDICACIONES

1.- Un medicamento que comprende una heparina 2-0, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que dicha heparina
desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el complejo de heparina-
factor plaquetario 4, para su uso para tratar el sindrome de trombocitopenia inducida por heparina en un paciente.

2.- El medicamento para su uso segun la reivindicacién 1, en el que dicha heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante tiene un grado medio de sulfatacion de aproximadamente 0,6 grupos sulfato por monosacarido o
mayor, y un peso molecular medio de 2,4 kD o mayor.

3.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho medicamento es para la administracion
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en la via intravenosa, subcutanea, por inhalacion, oral y
rectal.

4.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la heparina 2-O, 3-O desulfatada se prepara
mediante el proceso que comprende alcalinizar una disolucion que contiene heparina hasta un pH 13 o mayor.

5.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 1, que comprende la administracion de 3 mg/kg a 100 mg/kg
de la heparina 2-0O, 3-O desulfatada no anticoagulante.

6.- Un medicamento que comprende una heparina 2-0O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que dicha heparina
desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el complejo de heparina-
factor plaquetario 4, para su uso para mejorar el sindrome de trombocitopenia inducida por heparina.

7.- El medicamento para su uso segun la reivindicacién 6, en el que dicha heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante tiene un grado medio de sulfatacion de aproximadamente 0,6 grupos sulfato por monosacarido o
mayor, y un peso molecular medio de 2,4 kD o mayor.

8.- El medicamento para su uso segun la reivindicaciéon 6, en el que dicho medicamento es para la administracion
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en la via intravenosa, subcutanea, por inhalacion, oral y
rectal.

9.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 6, en el que la heparina 2-O, 3-O desulfatada se prepara
mediante el proceso que comprende alcalinizar una disolucion que contiene heparina hasta un pH 13 o mayor.

10.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 6, que comprende la administracion de 3 mg/kg a 100
mg/kg de la heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante.

11.- Un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que dicha
heparina desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el complejo de
heparina-factor plaquetario 4, para su uso para prevenir el sindrome de trombocitopenia inducida por heparina.

12.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 11, en el que dicha heparina 2-O, 3-O desulfatada no
anticoagulante tiene un grado medio de sulfatacién de aproximadamente 0,6 grupos sulfato por monosacarido o
mayor, y un peso molecular medio de 2,4 kD o mayor.

13.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 11, en el que dicho medicamento es para la administracion
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en la via intravenosa, subcutanea, por inhalacion, oral y
rectal.

14.- El medicamento para su uso segun la reivindicaciéon 11, en el que la heparina 2-O, 3-O desulfatada se prepara
mediante el proceso que comprende alcalinizar una disolucion que contiene heparina hasta un pH 13 o mayor.

15.- El medicamento para su uso segun la reivindicacion 11, que comprende la administraciéon de 3 mg/kg a 100
mg/kg de la heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante.

16.- Un medicamento que comprende una heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que dicha
heparina desulfatada no induce la activacion plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contra el complejo de
heparina-factor plaquetario 4, y un farmaco seleccionado del grupo que consiste en farmacos antitrombina, farmacos
antiplaquetas y farmacos antiinflamatorios, para su uso en combinacion para tratar el sindrome de trombocitopenia
inducida por heparina en un paciente.

17.- El medicamento y el farmaco para su uso segun la reivindicaciéon 16, en el que dicha heparina 2-O, 3-O
desulfatada no anticoagulante tiene un grado medio de sulfatacion de aproximadamente 0,6 grupos sulfato por
monosacarido o mayor, y un peso molecular medio de 2,4 kD o mayor.

18.- El medicamento y el farmaco para su uso segun la reivindicacion 16, en el que dicho medicamento y farmaco
son para la administracion mediante un método seleccionado del grupo que consiste en la via intravenosa,
subcutanea, por inhalacion, oral y rectal.
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19.- El medicamento y el farmaco para su uso segun la reivindicacion 16, en el que la heparina 2-O, 3-O desulfatada
se prepara mediante el proceso que comprende alcalinizar una disolucion que contiene heparina hasta un pH 13 o
mayor.

20.- El medicamento y el farmaco para su uso segun la reivindicacion 16, que comprende la administracion de 3
mg/kg a 100 mg/kg de la heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante.

21.- El uso de una heparina 2-0O, 3-O desulfatada no anticoagulante, en el que la heparina no induce la activacion
plaquetaria en presencia de anticuerpos dirigidos contre al complejo de heparina-factor plaquetario 4, para la
fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir el sindrome de trombocitopenia inducida por heparina en un
paciente.

22.- El uso segun la reivindicacion 21, en el que la heparina 2-O, 3-O desulfatada se prepara mediante el proceso
que comprende alcalinizar una disoluciéon que contiene heparina hasta un pH 13 o mayor.

23.- El uso segun la reivindicacion 22, en el que dicha heparina 2-O, 3-O desulfatada no anticoagulante tiene un

grado medio de sulfatacion de 0,6 grupos sulfato por monosacarido o mayor, y un peso molecular medio de 2,4 kD o
mayor, y un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

26



ES 2366342 T3

I 9l

(EOSHN +£050 +EOSHN HO  9YHN )
40—/ HO HO\/ 0" ™~ N
¢ 0 *DDH_ *mom,D 0 VD/,
0— 0 €
| #t0S0 +£0S0 000 +£050- . |
3 Q . g ¥

G rnrensannasnssssanasasseee || 1Y B UQIUN 3P OPURORSRIUA] -orommoonomeonenn e

27



ES 2366342 T3

s« aNALOGO L. MDF
= ANALOGO 2. MDF
A aNALOGO 3. MDF

b3 v ORIGEN _1.MDF
L + ORIGEN _2.MDF
] * ORIGEN _3.MDF
s 2,0p
g i «— HEPARINA
T 150
& i
S 10 HEPARINA _,
S " 2.0 DESULFATADA
=
2 o5)
[]’D-__ I | Bl 0 | 111!
1,0x103 1,0x104 1,0x105
FIG. 2. PESO MOLECULAR '
2346— g
w =
= 2
b 2 &
18 a
12 © =
= 85+ =
SRS |
ggl =
—_—
LS
B Y i ] ¥ WV?W-I&wrrFT‘IWrm:-f#fm
O(min) 10 20 30 40 50 60 70
FIG 3 A TIEMPO DE RETENCION

28



3626

0_

My GM

[3H1 susPrODUCTOS

i

0 (min) 10

FI1G. 3B

e e

T
"0 30 40 50

ES 2366342 T3

ISM

TIEMPO DE RETENCION

—() ] i
. L

29

[3H] suBPRODUCTOS




ES 2366342 T3
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MEJORIA DE LA ACTIVACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR
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