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Evaluacion de la anticoagulacién con
rivaroxaban, en pacientes
con fibrilacién auricular no valvular
de reciente diagnéstico
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Evaluation of oral anticoagulation
with rivaroxaban, in patients with new
onset non valvular atrial fibrillation

Background: Atrial fibrillation (AF) generates a hypercoagulable state with
an increased thrombin generation and raised levels of thrombin-antithrombin
complexes, which results in a high risk of stroke and thromboembolism. Aim: To
evaluate the anticoagulant effect of rivaroxaban by anti-Xa factor activity and
its correlation with thrombin-antithrombin complexes, thrombin generation and
prothrombin time in patients newly diagnosed with non-valvular AF. Patients
and Methods: Prospective study in patients with indication of anticoagulation.
Demographic variables, cardiovascular risk factors, CHA,DS,-VASc and HAS-
BLED scores were recorded. Blood samples were taken at baseline, at 3 and 24
hours after the administration of the drug and at 30 days. Rivaroxaban levels,
anti-Xa activity, prothrombin time, thrombin generation and plasma levels of
thrombin-antithrombin complexes were determined. Results: We studied 20
patients aged 76.3 £ 8.0 years (60% female) with a CHA,DS,-VASc score > 2
points. The anti-Xa factor activity correlated with rivaroxaban plasma levels
at 3 hours (r = 0.61, p < 0.01), at 24 hours (r = 0.85, p < 0.01) and at 30 days
(r =0.99, p < 0.01), with prothrombin time at 3 hours (r = -0.86, p = 0.019)
and at 30 days (r = -0.63, p = 0.02) and with a sustained decrease in thrombin
generation at 30 days of follow-up (r=-0.74, p < 0.01). There was no correlation
with thrombin-antithrombin complexes (r = -0.02, p = 0.83). Conclusions: Ri-
varoxaban consistently inhibited the mild pro-coagulant state found in newly
diagnosed non-valvular AF patients through the first 24 hours and this effect
was maintained at 30 days. Plasma levels of the drug correlated with anti-Xa
factor activity, thrombin generation and prothrombin time
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orales directos ha significado un progreso
en la prevencién del tromboembolismo sis-
témico en pacientes con fibrilacién auricular (FA)
no valvular. Una dosificacién simple, estabilidad
de su efecto anticoagulante, menor interaccién

l a introduccién de nuevos anticoagulantes

con drogas y alimentos, unido a un perfil de segu-
ridad comparable o superior al de antagonistas de
la vitamina K constituyen propiedades atractivas
para su empleo en clinica y su utilizacién ha ido
en un constante aumento en el mundo'”.

Una de las limitaciones importantes para
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su empleo ha sido la falta de un método que
permita establecer el grado de inhibicién de la
coagulacién en un momento determinado, el
que tradicionalmente se ha medido a través del
tiempo de protrombina estandarizado por el INR,
cuando se prescriben antagonistas de la vitamina
K. Esta dificultad se acenttia para muchos clinicos
cuando se les recomienda el empleo de nuevos
anticoagulantes en dosis tnica diaria o en dosis
divididas cada 12 h®.

En el caso de rivaroxaban, un inhibidor del
factor Xa (FXa), hay estudios in vitro, en volun-
tarios sanos y en pacientes con trombosis venosa
que demuestran una relacién estrecha de los ni-
veles plasmaticos de la droga con la inhibicién del
FXa>'°. Otros estudios demuestran una reduccién
transitoria del tiempo de protrombina en el mo-
mento del efecto mdximo de la droga y también
un retardo de la generacién de trombina''.

En el presente estudio hemos evaluado el efecto
inicial y sostenido de rivaroxaban en una dosis
nica sobre distintos marcadores de la coagulacién
sistémica, en un grupo de pacientes con FA no
valvular de riesgo moderado.

Material y Método

Estudio prospectivo en el que se reclutaron
pacientes evaluados en forma ambulatoria o en el
Servicio de Urgencia de la Red de Salud del Hospi-
tal Clinico de la Pontificia Universidad Catélica de
Chile, con FA no valvular de reciente diagndstico e
indicacién de inicio de tratamiento anticoagulante
oral (puntaje CHA,DS,-VASc > 2 puntos).

Los pacientes invitados a participar en el estu-
dio firmaron en forma previa un consentimiento
informado aprobado por Comité de Etica en
Investigacion, de la Escuela de Medicina de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Fueron criterios de inclusién pacientes mayo-
res de 18 afnos con diagndstico reciente de FA no
valvular de menos de 6 semanas de evolucién y
con indicacién de inicio de terapia anticoagulante
oral segiin puntaje de riesgo.

Se excluyeron pacientes con sindrome corona-
rio agudo o cirugia cardiaca recientes (< 6 meses),
historia o hallazgo de valvulopatias, enfermedades
infecciosas, inflamatorias, neopldsicas o afecciones
tiroideas en evolucion.

Se registraron variables demograficas, factores
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de riesgo cardiovascular, funcién ventricular y uso
de farmacos de accién cardiovascular. En todos
los pacientes se efectu6 un ecocardiograma para
medir didmetro y volumen de auricula izquierda,
didmetros de ventriculo izquierdo, evaluacién de
motilidad segmentaria, grosor de sus paredes y
determinacién de fraccién de eyeccion.

Se tomaron muestras de sangre previo al inicio
de tratamiento anticoagulante con rivaroxaban y
luego otras a las 3 y 24 h posterior a la primera
dosis. A los 30 dias de tratamiento se tomaron
nuevas muestras, 24 h después de la tltima dosis.

Para los propésitos de esta investigacion, se
recomendé a los pacientes tomar rivaroxaban
junto con el desayuno; la dosis recomendada
para la prevencion de accidente cerebro vascular
en fibrilacién auricular no valvular es de 20 mg
diarios y se ajust6 la dosis a 15 mg diarios, en caso
de insuficiencia renal moderada, con clearance de
creatinina entre 50-30 mL/min. La enfermera a
cargo del protocolo de seguimiento se encargd de
controlar la administracién adecuada del fairmaco
y contactar a los pacientes para la toma de muestra.

Se determinaron los niveles plasmdticos de
rivaroxaban mediante su actividad anti-FXa
mediante un ensayo cromogénico (STA® liquid
anti-Xa, Diagnostica Stago) en coagulémetro ACL
TOP® Analyzer (Instrumentation Laboratory,
Bedford MA, USA)™2. Se utilizaron calibradores
especificos para rivaroxaban cubriendo un rango
de 0-472 ng/mL, con una sensibilidad de 25 ng/
mL seguin especificaciones del fabricante.

Se determinaron los siguientes factores de la
coagulacion: a) tiempo de protrombina (TP),
por técnica estindar usando HemosIL® Recombi
Plas Tin en coagulémetro ACL TOP; b) actividad
anti-FXa con la misma técnica, pero con el uso
de calibradores para heparina no fraccionada y
heparina de bajo peso molecular, con limite de
detecciéon de 0,1 U/mL; c) niveles plasmaticos de
complejos TAT por técnica de Elisa (Affinity Bio-
logical); d) capacidad de generaci6n de trombina
(GT), que se evalud en plasma pobre en plaquetas
y plasma rico en plaquetas. Para la obtencién de
plasma pobre en plaquetas, se procesé sangre an-
ticoagulada con citrato de sodio a 3,2%, la cual fue
centrifugada a 3.000 g por 10 min y luego a 10.000
g por 7 min. La GT en plasma pobre en plaquetas
fue realizada como ha sido previamente descrita'.

Brevemente, 80 pl de plama pobre en plaquetas
se mezcla con buffer conteniendo 5 pM de factor
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tisular recombinante y 0,8 pM de vesiculas de
fosfolipidos. La reaccidn se inicié por adicién de
sustrato y 0,1 M de CaCl2. El drea bajo la curva,
el pico méximo y la velocidad de generacién de la
trombina se calculé usando un software dedicado.
Para determinar la GT en plasma rico en plaque-
tas, se utiliz6 sangre anticoagulada con citrato, se
centrifugé a 240 g por 10 min y el sobrenadante
(plasmarico en plaquetas) fue activado en agregé-
metro con una mezcla de factor von Willebrand y
ristocetina. Posteriormente, 100 pL de plasma rico
en plaquetas activado se usé para determinar la
GT en las mismas condiciones y equipo que para
plasma pobre en plaquetas, pero sin la adicién de
factor tisular ni fosfolipidos'.

Cdlculo de tamaiio muestral

Se calculé6 una muestra de 16 sujetos para
encontrar estadisticamente significativa una
correlacién mayor o igual a 0,6 de la actividad
anti-FXa y los niveles plasmdticos de complejo
TAT y GT plasmatica, con una potencia de 80%
y con un nivel de confianza de 95%. Se incluyeron
4 sujetos mds ante la eventualidad de pérdida de
seguimiento.

Andilisis estadistico

Se describieron los sujetos en cuanto a carac-
teristicas demograficas, prevalencia de factores
de riesgo cardiovascular, funcién ventricular.
Se realizé un andlisis exploratorio de los datos,
identificando aquellos valores fuera de rango,
datos faltantes, datos duplicados y errores de di-
gitacién. En las variables continuas se estudié su
distribucién con el fin de determinar el promedio
y su desviacién estandar o la mediana y percentiles
25-75 para su descripcion, dependiendo de su
normalidad. Para los propésitos de estratificaciéon
de riesgo tromboembdlico se utilizé el puntaje de
riesgo CHADS VASc,. Se utiliz6 la prueba de “t”,
test para muestras pareadas cuando los pardmetros
de una distribucién sean normales, y la prueba no
paramétrica (test de rangos signados de Wilcoxon)
en caso contrario. Se utilizé la prueba exacta de
Fisher para medidas categéricas.

Se realizé un andlisis pareado sobre el efecto del
rivaroxaban en la inhibicién del FXa y su relacién
con los niveles plasmaticos de complejo TAT, GT
y TP, en diferentes tiempos, en muestras repetidas,
explorando su correlacion. Se realiz6 analisis de
las diferentes fases de tomas de muestra (basal, a
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las 3 y 24 h posterior a la primera dosis de riva-
roxaban y a los 30 dias de tratamiento) con el test
de ANOVA para medidas repetidas y test de com-
paraciones multiples de Hochberg para detectar el
o los promedios que son distintos seguin el test de
ANOVA. La validacién de las bases de datos y los
andlisis estadisticos fueron realizados mediante el
programa SAS/STAT software®.

Resultados

Se enrolaron 20 pacientes durante el periodo
agosto de 2013-junio de 2014, a todos los cuales se
les realiz6 seguimiento prospectivo. Las caracteris-
ticas basales de los sujetos en estudio se describen
en la Tabla 1. De ellos, 60% corresponde a sexo
femenino, la edad promedio fue de 76,3 + 8,0 afios,
85% present6 fibrilacién auricular paroxistica y
95% tenia bajo riesgo de sangrado segtin puntaje
de HAS-BLED. Los factores de riesgo cardiovascu-
lar mds frecuentes fueron: hipertensién arterial en
100%, dislipidemia en 50% y diabetes mellitus tipo
2 en 25%. Con respecto a los parametros ecocar-
diogréficos, se encontré una dilatacién moderada
delaauricula izquierda con un didmetro de 45,9 £
6,8 mmy un volumen de 27,0 = 4,6 cm?, la fraccién
de eyeccion del ventriculo izquierdo se encontraba
conservada, promedio de 58,8 + 7,9%.

Los efectos de rivaroxaban sobre FXa, TAT,
GT y TP, en diferentes tiempos: basal, a las 3 y 24
h posteriores a la primera dosis de rivaroxaban
y a los 30 dias de tratamiento se muestran en la
Tabla 2. En la Figura 1 se muestran los cambios
en los niveles plasmadticos de rivaroxaban a las 3 y
24 h (previo a la siguiente dosis del fairmaco) y a
los 30 dias (p < 0,0001) y, asimismo, la variacién
de la actividad anti-FXa (p = 0,012). Se observé
una correlacién significativa y persistente entre
la actividad anti-FXa y los niveles plasmaticos del
rivaroxaban, a las 3 h y 24 h y alos 30 dias de tra-
tamiento (r = 0,61, p 0,008; r = 0,85, p < 0,00001
yr=10,99, p <0,00001, respectivamente).

En el andlisis de la GT en plasma pobre en pla-
quetas (Figura 2), se observa que hubo una dismi-
nucion significativa de la velocidad (p < 0,0026),
peak (p < 0,0001) y GT global (p < 0,0001), la
que se correlaciond con la actividad anti-FXa con
una disminucién de la generacién de trombina
global a las 24 h (r = -0.57; p = 0,016) y a los 30
dias (r = -0,74; p = 0,0038); al contrario, la GT
global en plasma rico en plaquetas (Figura 3) no
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Variables Promedios - frecuencias
Sexo femenino 60,0%

Edad (afios) 76,3 =8,0
indice de masa corporal (kg/m2) 27,348
Clearence creatinina (mL/min/1,73 m?)" 65,5 = 27,8
Fibrilacién auricular paroxistica 85,0%
Puntaje CHA,DS -VASc = 2 puntos 100%
Puntaje HAS-BLED < 3 puntos 95%
Hipertensién arterial 100%
Dislipidemia™ 50,0%
Diabetes mellitus tipo 2 25,0%
Tabaquismo crénico activo 20,0%
Insuficiencia cardiaca etapa B 10,0%
Antecedente de accidente cerebro vascular 5,0%

|IECA o ARA-II"" 65%
Estatinas 50%

Beta bloqueadores 50%
Amiodarona 40%
Diuréticos 40%
Diametro auricula izquierda (mm) 459 + 6,8
Volumen auricula izquierda (cm?) 27,0 = 4,6
Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (%) 58,8 + 7,9
Presién sistdlica de arteria pulmonar (mm de Hg) 37,0123

*Clearence de creatininemia estimado segun férmula de Crockcroft y Gault. **Antecedente de dislipidemia obtenido de registro
clinico. ***IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARA-II: antagonista de los receptores de angiotensina II.

Tabla 2. Correlacion de la actividad anti-FXa, con los niveles plasmaticos de Rivaroxaban y factores

Actividad anti-FXa (Ul/mL)
NP*#Rivaroxaban (ng/mL)

GT en PPP¥ (nM)

GT en PRP## (nM)

Complejos TAT (ng/mL)

Tiempo de protromboina (%) 97,6 = 10,6

procoagulantes

Post-administracion de Rivaroxaban

Basal 3h 24 h 30 dias
0 48 + 2,5 0,52 + 0,51 0,62 +0,4
0 221,6 = 128 22,1 +£21,3 232 +17,4
(r=0,61;p=0,008 (r=0,85;p<0,0001) (r=0,99; p<0,0001)
99,9 + 38,2 3,7 8,9 43,7 = 57,1 37,2 = 54,2
(r=-0,18; p = 0,48) (r=-0,57;p=0,016) (r=-0,74; p=0,0038)
232,6 = 76 187,2 + 87,2 243,8 = 105,6 257,4 = 107,9
(r=-0,03; p=0,99) (r=-0,17; p = 0,05) (r=0,019; p = 0,94)
1,9+1,1 1,6 £0,5 1,6 £0,5 1,6 0,6
(r=-0,04; p=0,86) (r=0,13; p = 0,06) (r=0,09; p=0,75)
49,2 + 12,2 85,0+ 12,0 84,5+ 13,8

(r=-0,86; p =0,019) (r=-0,33;p=0,18) (r=-0,63; p=0,02)

*NP Rivaroxaban: niveles plasméaticos de Rivaroxaban; #GT global en PPP: generacion de trombina global en plasma pobre en
plaquetas; **GT global en PRP: generacién de trombina global en plasma rico en plaquetas.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

fue afectada significativamente por el firmaco
(p = 0,053). Los niveles plasmdticos basales de
TAT no se modificaron con el uso de rivaroxaban
(p = 0,064).

En la Figura 4 se observa una prolongacién sig-
nificativa del TP basal, 49,2 £ 12,2%, con respecto
al efecto mdximo de rivaroxaban a las 3 h, mante-
niéndose en niveles de 84,5 + 13,8% hasta los 30
dias (p < 0,0001). En cuanto al TP (Figura 5), se
pudo establecer una correlacién entre el nivel de
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rivaroxaban y el TP alas 3 h (r -0,33; p 0,019) ya
los 30 dias de tratamiento (r -0,63; p 0,02).

La dosis de inicio y mantencién de rivaroxaban
fue de 20 mg diarios en 15 pacientes y de 15 mg
diarios en los 5 restantes (ajustada por edad, peso
y funcién renal). No hubo diferencias significativas
con ambas dosis sobre los pardmetros evaluados.

Durante el periodo de seguimiento no se re-
portaron sangrados menores, mayores, ni eventos
cardiovasculares adversos.
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Figura 4.

Figura 5.

Discusion

Nuestro estudio confirma un efecto anticoagu-
lante rapido y sostenido en el tiempo de rivaroxa-
ban en pacientes con FA no valvular de reciente
comienzo y que no habfan recibido tratamiento
anticoagulante previo. La muestra de pacientes
fue homogénea en cuanto a edad, promedio de
76 anos y un perfil de riesgo moderado de trom-
boembolismo sistémico de acuerdo al puntaje de
CHA DS -VASc.

Como se ha reportado en estudios in vitroy en
sujetos sanos los niveles plasmdticos de rivaroxa-
ban alcanzan su valor maximo entrelas 2y 4 h de
administrada la droga. Nuestro estudio confirma
la persistencia de niveles plasméticos dentro de
un rango terapéutico a las 24 h de administracion
de la droga y al cabo de 30 dias de tratamiento, lo
cual implica un nivel de confiabilidad respecto de
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la recomendacién de administrar el medicamento
s6lo en una dosis diaria, a diferencia de otros anti-
coagulantes directos que teniendo una vida media
similar deben administrarse en dos dosis diarias.
La administraciéon de una dosis tinica asegura una
mejor adhesion al tratamiento a largo plazo**!>18,

El rivaroxaban inhibe competitivamente, in
vitro, el FXa (Ki de 0,4 nM), con una selectividad
10.000 veces superior en comparacién con las pro-
teinas relacionadas en la cascada de la coagulacion,
a través de este mecanismo rivaroxaban bloquea
la formacién de trombina®. En nuestro estudio
encontramos una reduccion rdpida y significativa
de la generacion de trombina medida en plasma
pobre en plaquetas, la que se correlacioné con la
disminucién de la actividad anti-FXa del fairmaco.
Sibien la actividad anti Xa médxima de rivaroxaban
alcanza su mayor efecto a las 3 h, esta persiste a
las 24 h, tanto en la primera evaluacién como en

Rev Med Chile 2016; 144: 1103-1111
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la efectuada a los 30 dias. Los niveles observados
de actividad anti Xa son similares a los obtenidos
con heparinas de bajo peso molecular.

El efecto de rivaroxaban sobre la GT en plasma
rico en plaquetas fue significativo a las 3 h, aun-
que de mucho menor magnitud que en plasma
pobre en plaquetas y afectando solamente su valor
méximo y la velocidad para generar trombina.
Es probable que la generacién de una superficie
procoagulante sobre las plaquetas activadas y ex-
presion de factor tisular, sobrepasa la capacidad de
rivaroxaban de inhibir localmente la generacion
de trombina. Estos resultados estdn de acuerdo a
lo reportado por Perzbron y cols., que sugieren,
incluso, que la adicién de un inhibidor de la ac-
tivaciéon de las plaquetas podria incrementar la
capacidad antitrombética de la droga, lo cual es
un elemento a considerar en pacientes que han re-
querido implante reciente de stents por sindrome
coronario agudo y tienen ademds FA'®.

A diferencia de los inhibidores indirectos del
FXa, rivaroxaban no precisa de antitrombina para
alcanzar su efecto e inhibe tanto el FXa libre como
el unido ala fibrina, asi como el FXa en el complejo
de protrombinasa'"'¥, lo que se corrobora con la
ausencia de efecto de la droga sobre niveles de TAT
encontrado en nuestro estudio. Al mismo tiempo,
confirmamos que el tiempo de protrombina se
alarga cuando se alcanzan los valores plasmaticos
maéximos de la droga para retornar gradualmente
a la normalidad a las 24 h. Si bien el tiempo de
protrombina no se utiliza para evaluar el efecto
anticoagulante de rivaroxaban, su determinacién
en algunas condiciones clinicas puede ser ttil para
estimar indirectamente el tiempo transcurrido en
relacion a la dltima dosis>"2'.

La FA confiere un estado protrombético o de
hipercoagulabilidad, con alteraciones de la hemos-
tasia, trombosis, activacién de plaquetas y disfun-
cién endotelial®?. Se ha asociado a niveles elevados
de marcadores procoagulantes, tales como GT
y complejos TAT#, los que persisten elevados
incluso en pacientes que estin en tratamiento
anticoagulante oral®. Los niveles plasméticos
elevados de fragmentos 142 de protrombina y los
complejos TAT, reflejan la GT in vivo y sus niveles
han sido asociados a mayor riesgo de accidente
cerebrovascular®?%. Es probable que en pacientes
con FA y un perfil de riesgo mds alto, los niveles de
factores procoagulantes se encuentren mds eleva-
dos, como ha sido descrito en varias publicaciones

Rev Med Chile 2016; 144: 1103-1111

previas®*>°. De todos modos, existe un consenso
de la necesidad de iniciar terapia anticoagulante
oral en pacientes que tiene un puntaje de riesgo
de CHA,DS,-VASc igual o mayor a 2, como fue
el caso de nuestra serie® 2

La anticoagulacién oral con inhibidores de la
vitamina K se asocia a una reduccién significativa
de embolias sistémicas, pero tiene limitaciones
por la dificultad en su dosificacién y en lograr
niveles terapéuticos estables. La introduccién de
nuevos anticoagulantes orles, inhibidores directos
del FXa o de la trombina, permiten alcanzar un
efecto terapéutico mds estable y seguro, pero su
mayor limitacién es la dificultad para medir el ni-
vel de anticoagulacién en un momento dado. Los
resultados de nuestro estudio confirman que este
farmaco alcanza un efecto anticoagulante rapido
y sostenido en el tiempo a través de la inhibicién
del FXay de la GT.

El estudio ROCKET AF, en pacientes con FA
no valvular, demostré que rivaroxaban en dosis
de 20 mg una vez al dia fue, al menos, tan eficaz
como la warfarina en la prevencién del accidente
cerebrovascular isquémico y de embolias sisté-
micas**. Aunque en la practica clinica habitual
la monitorizacién de la droga no es necesaria,
existen situaciones, tales como insuficiencia renal,
edades extremas, sangrado agudo o necesidad de
procedimiento invasivo, en que conocer el grado
de anticoagulacién puede ser necesario. Las posibi-
lidades de determinar actividad del factor anti-Xa
o en su defecto del tiempo protrombina, deberian
ser técnicas disponibles en la medida de que el
numero de pacientes en tratamiento con inhibi-
dores directos del factor anti-Xa va en aumento,
de acuerdo a los resultados de nuestro estudio.

Los resultados de este estudio contribuyen a
confirmar y caracterizar el efecto anticoagulante
de rivaroxaban en pacientes con FA, lo que otorga
seguridad en el manejo clinico de la droga.
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