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1. Introduccion



1. Infarto cerebral y tratamiento fibrinolitico

Epidemiologia
El ictus es la primera causa de discapacidad en la poblacion adulta, 1a primera causa de mortalidad en la
mujer y la segunda en el varon. Constituye uno de los problemas mas importantes del sistema sanitario,
tal como se puede deducir de las cifras que comentamos a continuacion.
Laincidencia anual de ictus es de 150 a 200 casos por cada 100.000 habitantes. Ello significa que en una
ciudad como Barcelona cada dia entre 10 y 12 personas van a sufrir por primera vez un ictus, lo que
representa unos 4.000 nuevos ictus a afo. Si nos fijamos en la prevalencia, entre 500 y 600 personas por
cada 100.000 habitantes han sufrido en uno u otro momento un ictus. En Espafia ocurren més de 80.000
nuevos ictus al afo y la prevalencia es de unos 300.000 casos. A pesar de la reduccién de un 10-15% en
el porcentgje de mortalidad observado en Espafia durante la década 1985-1994, el ictus es en la
actualidad la primera causa de mortalidad por entidades especificas, representando €l 11,5% del total de
fallecimientos en nuestro pais. Ademés, representa la primera causa de discapacidad fisica en las
personas adultas y por tanto consume una parte importante del gasto sanitario y de prestaciones sociales.
El ictus en territorio de la arteria cerebral media (ACM) congtituye € infarto territorial mas
frecuente y uno de los que conlleva mayor morbi-mortalidad. En contraste con su elevada frecuencia e
impacto en la salud publica, la oferta terapéutica especifica se limita a la induccion de la recanalizacion
precoz de la arteria ocluida con fibrinoliticos, que solo es efectiva si se produce dentro de las primeras

horas tras € inicio de los sintomas (Adams, Brott et a. 1996).



Tratamiento fibrinolitico y sus limitaciones.

El tratamiento fibrinolitico con activador del plasmindgeno tisular (t-PA) esté dirigido a conseguir una
recanalizacion precoz del vaso evitando asi l1a necrosis completa de la zona comprometida. Hoy en diaes
el Unico tratamiento aprobado en la fase aguda del ictus (1995, NINDS). Su uso a principio
controvertido se esta generalizando en todo € mundo y hoy en dia nadie duda de su €ficacia s es
administrado dentro de las tres primeras horas tras e inicio de los sintomas por un neurdlogo

especializado.

En efecto, € tratamiento con t-PA endovenoso potencia la actividad fibrinolitica intrinseca
acelerando la disolucién del trombo y consiguiendo asi una mayor y mas precoz tasa de recanalizacion de
la arteria afectada (Christou, Alexandrov et al. 2000; Alexandrov, Burgin et a. 2001; Molina, Montaner
et al. 2001; Molina, Montaner et al. 2001). De esta manera se logra una reduccién significativa del déficit
neurolégico en lafase aguday de ladiscapacidad alargo plazo.

Pese a sus innegables ventgjas, € tratamiento con t-PA del ictus isqguémico no siempre presenta la
eficacia deseada. Alrededor de un 50% de los pacientes tratados no recanalizan o 1o hacen demasiado
tarde, en especial |os que presentan una oclusion de la arteria carétida interna o de la porcion proximal de
la ACM que unicamente lo hacen en un 10% y un 25% de los casos respectivamente (Alexandrov,
Burgin et al. 2001; Christou, Felberg et a. 2002; Molina, Montaner et al. 2004). La ausencia de
recanalizacion temprana constituye un fracaso terapéutico puesto que la mejoria clinica se debe a la
reperfusion precoz de la penumbra isquémica, antes de que se establezca un dafio celular irreversible.

L os factores que determinan laresistencia ala recanalizacion siguen siendo unaincégnita. ¢Porqué
2 pacientes con los mismos factores de riesgo, igual etiologia, localizacién y tiempo de evolucion de la

oclusion arterial presentan respuestas diferentes al t-PA? (figura 1).
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Figura 1: muestra 3 pacientes con caracteristicas similares en el momento de su llegada a urgencias, oclusién proximal
de la ACM, pequefia lesion en las secuencias de difusion y extenso defecto de perfusion en todo el territorio de la ACM. Pese
a recibir el mismo tratamiento la evolucion fue muy dispar: 1- recanalizacién completa sin crecimiento de la lesion, 2- ausencia

de recanalizacién y infarto extenso en todo el territorio de la ACM, 3- recanalizacién parcial con transformacion hemorragica
muy extensa.

Experimentalmente se han identificado muchos factores potencialmente capaces de influir sobre la
cascada de reacciones moleculares que conducen a la degradacion fibrinolitica de un trombo. Por
desgracia, en la actualidad seguimos sin conocer con exactitud cuales son aquellos que condicionan una

peor respuesta a t-PA en €l ictus, retrasando |a recanalizacion arterial en condiciones reales.



Transformacién hemorragica.

La complicaciéon mas frecuente del tratamiento fibrinolitico del ictus es la aparicion de una
transformacion hemorrégica cerebral en la zona afectada (1997; NINDS). Al contrario de lo que pueda
parecer no se trata siempre de un efecto adverso de t-PA y es fundamental distinguir entre los diferentes
tipos de infarto hemorragico o hematoma parenquimatoso, puesto que se asocian a evoluciones clinicas
muy diferentes (figura 2). Mientras los infartos hemorrégicos (HI: pequefios piqueteados hematicos en €l
seno del area afectada) se asocian con reperfusion precoz de un parénquima todavia viable y buena
evolucion clinica, los hematomas parenquimatosos (PH: grandes colecciones de sangre con efecto de
masa) se relacionan con reperfusion tardia sobre un lecho vascular friable, y mal prondstico que en
muchas ocasiones es de muerte (Hacke, Kaste et a. 1995; Molina, Montaner et a. 2001; Molina,

Alvarez-Sabin et al. 2002).

Figura 2: clasificacion de las transformaciones hemorragicas segun los criterios del estudio ECASS en
infarto hemorrdgico tipo (HI-1 o HI-2) y hematoma parenquimatoso (PH-1 o PH-2)

El principal efecto adverso del tratamiento del ictus con t-PA es la transformacion hemorréagica
sintomaética. Aunque su frecuencia oscilasolo entre el 6y el 14% segun las series, se trata probablemente
la causa que més ha contribuido a que la terapia trombolitica del ictus no esté ampliamente difundida en

la practica clinica (Heuschmann, Berger et al. 2003). Pese a estar sobradamente demostrado que tras la



administracion de t-PA las expectativas de presentar una mejoria clinica son elevadas, la pequefia
probabilidad de que el paciente sufra una transformacién hemorragica sintomética acostumbra a frenar a
médico responsable en cuya conciencia sigue pesando €l vigjo principio de primum non noscere. Al
igual que la resistencia a la recandizacion, los factores que determinan la aparicion de una
transformacion hemorrégica sintomética no estan bien definidos (figura 1) (Alexandrov, Black et al.

1997; Larrue, von Kummer et al. 1997; Montaner, Molina et a. 2003).

La identificacion de estos factores permitiria valorar €l riesgo de sangrado y la probabilidad de
conseguir una recanalizacion precoz en cada paciente. En ambos casos € médico dispondria de una
informacion valiosisima a enfrentarse a la tantas veces recurrente pregunta de tratar o no tratar con t-PA.
La toma de decisiones con mejor conocimiento de causa permitiria aumentar la confianza del médico y
generaizar asi de forma segura € uso de t-PA. Del mismo modo la prediccion de los acontecimientos
puede ayudar a individualizar €l tratamiento, gjustando la dosis 0 recurriendo a técnicas mas agresivas
como las endovasculares o la combinacion de farmacos en |os casos en |os que se prevea una resistencia

alarecanaizacion.
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2. Doppler transcraneal.

1. Principios generales

El Doppler transcraneal se ha convertido en los Ultimos afios en una herramienta indispensable en la
atencién urgente del paciente con un ictus isquémico (Zanette, Fieschi et al. 1989). Permite de forma
rapiday no invasiva e estudio de la circulacion cerebral en la cabecera del enfermo tantas veces como
sea necesario. La exploraciéon puede hacerse en la misma sala de Urgencias mientras se toman las
constantes del enfermo o se realiza la extraccion para € andlisis de sangre. A través de las diferentes
ventanas Oseas (temporal, transforaminal occipital, y orbital) el explorador experimentado puede en
pocos minutos identificar una oclusién de cualquiera de las principal es arterias intracraneales y evaluar €l

estado de la circulacién colateral (Kaps, Damian et al. 1990; Ley-Pozo and Ringelstein 1990; Demchuk,

Christou et al. 2000; Ribo, Garami et a. 2004).

Figura 2: A través de
las diferentes ventanas
oseas  se puede
identificar el flujo en las
principales ramas del
poligono de Willis.
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2. Diagnostico de las oclusiones de las arterias cerebrales

Laescalade TIBI (ThrombolysisIn Brain Ischemia) define unos patrones de flujo que permiten localizar
con gran precision el punto exacto en que se encuentra la oclusion arterial(Demchuk, Burgin et a. 2001).
Mediante la fijacidn de la sonda con unos cascos especia mente disefiados se puede monitorizar de forma
continua la oclusion de la arteria cerebral media'y determinar e momento preciso en que se produce la

recanalizacion arterial(Alexandrov, Demchuk et a. 2000; Christou, Alexandrov et a. 2000; Christou,

Felberg et a. 2002).

F 40mm 45mm  50mm  55mm

Figura 3: la imagen de la izquierda muestra un flujo normal en la ACM derecha (TIBI 5) y un flujo correspondiente a
una oclusion distal en la ACM izquierda. A la derecha observamos como varian los patrones de flujo en funcion de
la distancia relativa al trombo a la que insonamos.

L os beneficios de los ultrasonidos no acaban aqui, estudios recientes han demostrado que el haz de
ultrasonidos es capaz de producir microcavitaciones en las cadenas de fibrina creando un micro flujo en
el seno del trombo (Lauer, Burge et al. 1992; Tachibana 1992; Blinc, Francis et a. 1993). Esto potencia
las accion del t-PA, favoreciendo la penetracion del farmaco que cataliza las reacciones fibrinoliticas. Se

logra de este modo incrementar y anticipar sensiblemente la recanalizacion arterial consiguiendo

disminuir e volumen de tegjido infartado con € correspondiente beneficio clinico fina (Alexandrov
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2004). Esperanzadores también son los indicios que apuntan hacia € empleo de agentes de eco-
contraste, consituidos por microburbujas estabilizadas de aire, que favorecerian mas alin € efecto de los

ultrasonidos (Cintas, Nguyen et a. 2004; Molina, Ribo et al. 2005).

Inhibidores endogenos de la fibrinolisis.

La extension del tegjido dafiado y el prondstico clinico de un evento trombético arterial estén
determinados por € balance de dos procesos opuestos: la formacién y degradacion del trombo. Los
trombos arteriales suelen generarse sobre la pared endotelial dafiada donde turbulencias de un flujo
andmalo favorecen su crecimiento, o en condiciones de estasis sanguinea como las que se encuentran en
las cavidades cardiacas en condiciones patolégicas de arritmias o valvulopatias. La cascada de la
coagulacion se activa en las fases precoces del proceso. La trombina generada amplifica la agregacion
plaquetariainicial y confiere estabilidad estructural a nuevo trombo mediante la formacién de unared de
fibrina. De todos modos aln en respuesta al méas trombogénico de los estimulos, como €l dafio endotelial
de vasos profundos, la formacién de un trombo oclusivo requiere un tiempo considerable. Esto se debe a
gue el crecimiento y estabilizacion de la masa de plaguetas y fibrina debe superar €l potente poder
disruptivo mecanico (elevada presion arterial) y enzimatico (fibrinolisis) que limita la progresion del
trombo. Una vez establecida la oclusion arterial, Unicamente la fibrinolisis es capaz de reestablecer €l
flujo sanguineo.

La fibrinolisis es una compleja sucesion de reacciones entre moléculas activadoras e inhibidoras
gue culmina en la degradacién de la fibrina. La interaccion de todas estas moléculas en su conjunto
determina el llamado potencial fibrinolitico global (PFG). EI PFG es un valor dinamico gue presenta
oscilaciones tanto circadianas como con la edad. Existen muchos factores capaces de influir sobre el
PFG, en especial en las primeras horas tras € establecimiento del ictus en las que existe una importante

liberacién de algunas de estas moléculas al torrente circulatorio, aunque con grandes diferencias
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interindividuales (Zunker, Schick et al. 1999; Collet, Montalescot et a. 2003; Montaner, Ribo et al. 2003;
Ribo, Montaner et a. 2004). Es probable que estas diferencias sean responsables del éxito o fracaso del
tratamiento fibrinolitico tanto en lo que respecta a la recanalizacion precoz como a la transformacion

hemorrégica sintomética.

La determinacién de la actividad fibrinolitica de cada paciente ha sido durante afios causa de
polémica a existir diferentes métodos que en general requieren un proceso largo y tedioso. Existen
métodos capaces de medir € potencia fibrinolitico global pero son procedimientos de gran complejidad
y clasicamente sus resultados se han considerado poco reproductibles y por tanto poco fiables. Una
aproximacion interesante a potencial fibrinolitico global consiste en la determinacion individual de las
principales moléculas que intervienen en el proceso de degradacion del trombo. Ademas de determinar
los niveles plasméticos de cada una de estas moléculas en la fase aguda déd ictus (hasta ahora
desconocidos), se logra asi identificar €l peso especifico de cada una de ellas en e éxito o fracaso del
tratamiento (resistencia a la recanalizaciéon y transformacion hemorrégica sintomética). Estos datos
permitirian conocer 10os mecanismos patofisiolégicos y en Ultima instancia identificar aguellas moléculas
sobre las que se podria actuar para incrementar la eficacia 'y seguridad del tratamiento trombolitico del

ictus.
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Figura 4.

A. Esquema de la via de
fibrinolisis que conduce a la
degradacion del trombo.
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B. Diferentes puntos en los que
pueden interferir algunos de los
inhibidores enddgenos de la
fibrinolisis.
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Inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1. PAI-1
PAI-1 (45 kDA) es una glicoproteina de cadena Unica (379 a 381 aminoéacidos) unida a un péptido sefia
(23 aminoéacidos) que indica que se trata de una proteina secretada (Gils and Declerck 2004). Presenta
tres potenciales puntos de glicosilacion. Pertenece a la familia de los inhibidores de las serin proteasas
también llamadas serpinas. Las serpinas representan alrededor de un 10% del total de las proteinas
plasméticas y se dividen fundamentalmente en dos grupos: las serpinas inhibidoras de proteasas (PAI-1)
y las no inhibidoras. Las pertenecientes al primer grupo forman un complgo mediante una union
covalente con la proteasa a inhibir correspondiente. Durante este proceso la serpina se fracciona
limitandose asi €l poder inhibidor a un solo encuentro con la proteasa diana. De este modo PAI-1 se une

a t-PA de forma estable e induce un cambio conformacional que limitara su poder activador del
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plasminégeno. PAI-1 gerce un potente y rapido efecto inhibidor sobre t-PA y u-PA pero este no es
especifico; también actlia sobre otros sustratos como trombina, plasmina o proteina C activada aunque de
forma mucho mas débil.

En humanos PAI-1 se encuentra fundamentalmente circulante en plasma, en las plaquetas y en las
células endoteliales aunque puede ser producido por una gran variedad de célulasy tejidos. Su expresion
genética (cromosoma 7 (21.3-a22) puede ser inducida por diferentes estimulos fisiolégicos como
angiotensinall, o tnf-a.

Los efectos de PAI-1 son conocidos sobretodo a nivel intravascular aunque recientemente se ha
demostrado que también interviene en los procesos de crecimiento tumoral y metéstasis o inhibiendo la
apoptosis celular. A nivel intravascular hace afos que se estudian sus efectos. La sangre humana contiene
basicamente dos fuentes de PAI-1: la que se encuentra circulante en plasma representa Unicamente en
torno a 10% del total (en condiciones fisiologicas) puesto que la mayor parte se encuentra dentro de las
plaguetas que constituyen el mayor reservorio. De este modo la concentracion plasmatica de PAI-1 puede
incrementarse hasta 10 veces cuando se produce una heriday las plaquetas activadas liberan su contenido
al torrente circulatorio. Se consigue asi frenar la fibrinolisis limitando la produccion de plasmina, y es
por esto que las alteraciones genéticas en la produccion de PAI-1 se presentan en forma de hemorragias
patol bgicas.

Existen numerosos estudios en la bibliografia que demuestran la relacion entre capacidad
fibrinolitica alterada, elevacion de los niveles de PAI-1y enfermedad cardiovascular (Vaughan, Rouleau
et al. 1995; Juhan-Vague, Pyke et a. 1996). El seguimiento de més de 3000 pacientes con angina de
pecho demostré una asociacion entre eventos coronarios y niveles elevados de PAI-1. Posteriormente
también se ha observado que la expresion de PAI-1 esta incrementada en |esiones ateromatosas arteriales
lo que podria facilitar eventos trombdticos tras la ruptura de la placa. Finalmente también es bien
conocido e efecto negativo de PAI-1 sobre la eficacia del tratamiento trombolitico del infarto de

miocardio reduciendo la recanalizacion e incrementando la tasa de reoclusion (Collet, Montalescot et al.
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2003). Este hecho motivé la sintesis por ingenieria genética de nuevos activadores del plasmindgeno
resistentes a la accidn de PAI-1. Asi nacio en Tenecteplasa o TNK, variante del t-PA que gracias a un
pequefio cambio en la secuencia de aminoécidos presenta menor inactivacion por PAI-1, mayor
especificidad por lafibrinay mayor vida media (Davydov and Cheng 2001).

Pese a que los efectos de PAI-1 en la enfermedad coronaria son bien conocidos, existen pocos
estudios acerca de su comportamiento en la fase aguda del infarto cerebral y se desconoce su influencia

en € tratamiento fibrinolitico del ictus.

Inhibidor de la Fibrinolisis Activado por Trombina. TAFI

TAFI es una metalocarboxipeptidasa de 60 kDa presente en e plasma, cuya sintesis es
predominantemente hepética (Bajzar, Manuel et a. 1995). Fue simultanea e independientemente
descubierta por varios grupos, por lo que la molécula se conoce por diferentes nombres:
procarbopeptidasa B, R 0 U aungue parece imponerse finalmente el término TAFIl. Se expresa como un
precursor latente que requiere un clivaje proteolitico antes de alcanzar su actividad biolégica. Esta
activacion se puede producir por plasmina tripsina o trombina, pero es esta Ultima la més potente e
interesante puesto que liga los fendbmenos de la coagulacién y la fibrinolisis. La activacion trombina-
dependiente de TAFI se incrementa del orden de 1000 veces en presencia de trombomodulina. La
generacion de trombina durante |a fase de propagacion de la coagulacién es suficiente para la activacion
de TAFI que facilita la formacion y € crecimiento del trombo. Tras su activacion, TAFI destruye los
residuos carboxiterminales de lisina de la fibrina parcialmente degradada. Al eliminar estos residuos se
frena drasticamente la fibrinolisis puesto que estos residuos constituyen los puntos de anclaje e
interaccidn de tPA y plasminégeno. Se trata de un paso crucia en la activacion de plasmina que de esta
forma queda bloqueado impidiendose la degradacién de las cadenas de fibrina.

Existen datos equivocos acerca del papel de TAFI como factor de riesgo vascular. Mientras algunos

trabajos muestran que niveles elevados de TAFI funcional incrementan el riesgo de padecer enfermedad
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coronaria o ictus (Santamaria, Oliver et a. 2003; Santamaria, Martinez-Rubio et al. 2004), otros han
relacionado niveles plasméticos elevados de TAFI con menor riesgo de sufrir eventos coronarios (Juhan-
Vague and Morange 2003). Esta aparente contradiccion conocida como la paradoja de TAFI, es
explicada por algunos por la teoria de consumo: en los casos en los que existe una ata afinidad entre
fibrinay TAFI, y por tanto elevada actividad anti-fibrinolitica, la mayor parte de las moléculas de TAFI
se encontrarian “secuestradas” por el trombo y por tanto los niveles plasméticos de TAFI circulante serian
bajos. Aungue resulte una explicacion atractiva esta teoria no esta demostrada. Otros explican la
discrepancia en los estudios por el hecho de que en unos se determina la actividad de TAFI mientras en

otros se determinan conjuntamente las fracciones activas y las inactivas.

Figura 5: Teoria del

consumo de TAFI.
\@ TAFT g r <
74 TAFT activade ® N ® ® ® - En este caso TAFI presenta

poca afinidad por fibrina, los
niveles de TAFI circulante
son elevados y la actividad
fibrinolitica esta elevada.

Si TAFI presenta una gran
afinidad por fibrina, existe
un consumo de TAFI
circulante, y la fibinolisis
esta inhibida
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Lipoproteina(a). Lp(a)

Laidentificacion de Lp(a) en plasma como particula de lafamilia de las LDL data de 1963. En efecto la
composicion de Lp(a) es muy similar a la de LDL en lo que respecta a colesterol, triglicéridos,
fosfolipidos y apo B100. El descubrimiento de apo(a), componente Unico y distintivo de Lp(a), y
perteneciente a la familia de los genes de plasmindgeno, no se realizd hasta 25 afios mas tarde. La
estructura conformacional de la glicoproteina apo(a) muestra un gran parecido con la de plasminégeno,
precursor de plasmina. Este descubrimiento le confiere a Lp(a) una enorme importancia puesto que se
trata de una molécula que combinaria los procesos de aterosclerosis y trombosis (Angles-Cano, de la
Pena Diaz et al. 2001). Desde entonces numerosos estudios han demostrado que Lp(a) es un factor de
riesgo independiente para enfermedad vascular y que juega un papel clave en e desarrollo prematuro de
aterosclerosis y de enfermedad coronaria o cerebrovascular (Ariyo, Thach et al. 2003). Los mecanismos
por los cuales Lp(a) induce los procesos aterogénicos o tromboticos no son todavia bien conocidos. Los
residuos Lys de las cadenas de fibrina actuan como receptores especificos donde viene a unirse
plasmindgeno antes de convertirse en plasmina (t-PA mediante) y asi gercer su accion fibrinolitica. El
descubrimiento de depdsitos de Lp(a) asociados a fibrina en placas ateroscleréticas indicarian que Lp(a)
(apo(a) en concreto), actuaria como un inhibidor competitivo de plasmindgeno impidiendo la formacién
de fibrinay por lo tanto inhibiendo la fibrinolisis. Estudios recientes indican que Lp(a) también es capaz
de inhibir la fibrinolisis estimulando la expresién de PAI-1 e inhibiendo la de t-PA en las células
endoteliales. Todas estas caracteristicas confieren a Lp(a) un potente efecto antifibrinolitico cuyo

impacto en lafase aguda del ictusy en su tratamiento con t-PA es desconocido.

Homocisteina. Hcy.
La homocisteina es un aminoécido sulfurado originado a partir de la demetilacion de la metionina. Entre
un 5y 7% de la poblacion presenta niveles moderadamente elevados de homocisteina plasmatica

Defectos genéticos y deficiencias en el aporte de vitaminas y folatos pueden causar alteraciones
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enziméticas responsables de hiperhomocisteinemia. En 1969, los estudios de McCully en nifios afectos
de homocistinuria mostraron que la hiperhomocisteinemia a través de mecanismos oxidativos produce
dafio y disfuncién endotelial aumentando la propension aterogénica y trombogénica (McCully 1969).
Ademés de dafiar al endotelio, homocisteina interviene sobre el sistema de la coagulacion/fibrindlisis:
gjerce un papel protrombdtico interfiriendo negativamente sobre la fibrindlisis a disminuir la actividad
de t-PA eincrementar la de PAI-1(Hajjar 1993). Finalmente posee un efecto proinflamatorio estimulando
la quimiotaxis de los monocitos a aumentar la produccion de la quimiocina MCP-1 por la célula
endotelial (monocyte chemoattractant protein-1) (Sung, Slow et al. 2001).

En la Ultima década un gran nimero de estudios ha demostrado que la presencia de niveles
moderadamente elevados de homocisteina constituye un factor de riesgo independiente para
aterosclerosis coronaria y periférica (Mainow, Kang et a. 1989; Kang, Wong et al. 1992). El papel de
hiperhomocisteinemia como factor de riesgo en la enfermedad cerebrovascular, durante afios discutido,
estd ampliamente aceptado hoy en dia (Alvarez Sabin, Turon et al. 1999; Eikelboom, Hankey et al.
2000). Existen estudios que muestran que la concentracion plasmética de homocisteina aumenta
gradualmente desde €l dia 1 hasta el 14 tras €l ictus (Howard, Sides et a. 2002), pero no existen datos
acerca de los niveles de homocisteina en la fase hiperaguda del ictus y su posible influencia sobre la

evolucion clinicatras € tratamiento fibrinolitico.
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2. OBJETIVOS
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Los objetivos principales de esta tesis son:

Estudiar las concentraciones plasmaticas de diferentes inhibidores endogenos de la

fibrinolisis (PAI-1, TAFI, Lp(a) y Hcy) en la fase hiperaguda del ictus isquémico.

Determinar el papel que juegan PAI-1, TAFI, Lp(a) y Hcy sobre los resultados del
tratamiento trombolitico con t-PA: la recanalizacion arterial y evolucion clinica

posterior

Determinar la influencia de PAI-1, TAFI, Lp(a) y Hcy sobre la mas temida de las
complicaciones del tratamiento trombolitico del ictus, la transformacion hemorragica

sintomatica
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3. METODOS

23



1. Seleccion de pacientes

Estudiamos prospectivamente todos |os pacientes que acudieron a nuestro servicio de urgencias con
un ictus no lacunar desde diciembre de 2002 hasta febrero de 2003. Se realizd un Doppler transcraneal y
carotideo urgente a cuatrocientos treinta pacientes de los cuales setenta y uno presentaron una oclusion
aguda de la arteria cerebral media y cumplian criterios para ser tratados con t-PA (0.9 mg/kg) (1995;
NINDS). En el primero de los trabajos, en el que estudiamos la influencia de los inhibidores de la
fibrinolisis sobre la recanalizacion, seleccionamos Unicamente aguellos que presentaban una oclusion
proximal de la arteria cerebral media (n=44) con e fin de homogeneizar |la muestra y evitar posibles
errores de interpretacion del Doppler transcraneal en las oclusiones distales de |la arteria cerebral media.
Para €l segundo trabajo, en & que se estudio e impacto de las citadas moléculas sobre la transformacion
hemorragica seleccionamos a todos los pacientes independientemente de la localizacién de la oclusién

arterial.

2. Variables clinicas.
Realizamos una historia clinica detallada incluyendo los factores de riesgo vascular de todos los
pacientes. Con e fin de identificar la causa del ictus se rediz6 una bateria de exploraciones
complementarias incluyendo en los casos indicados estudio de trombofilia, ecocardiografia transtoracica
0 transesofégica y monitorizacion con Holter. Con esta informacién y los datos de neuroimagen se
clasificaron los ictus en las categorias etiolégicas TOAST (Adams, Bendixen et al. 1993):
cardioembodlico, aterotrombatico, otras causas o indeterminado.

Se redlizaron exploraciones clinicas seriadas durante las primeras horas y al alta, y se determiné la
afectacion neuroldgica mediante la escala NIHSS (Brott, Haley et al. 1992). Definimos como mejoria o
empeoramiento variaciones superiores a 4 puntos en dicha escala y recuperacién espectacular como

mejoria de mas de 10 puntos o NIHSS inferior a 1 a las 12 horas del inicio de los sintomas. La
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discapacidad funcional se evalué al tercer mes mediante la escala de Rankin modificada considerando a
paciente independiente si su puntuacion erainferior o igual a2 (1988, The Dutch TIA trial).

3. Protocolo de Doppler transcraneal
Se realiz6 un estudio completo de Doppler transcraneal en todos los pacientes a su llegada a urgencias,
previo a la administracion de t-PA. Mediante la escala TIBI se identifico la presencia de la oclusién
arterial (Demchuk, Christou et al. 2000). Definimos un punto de corte en 45 mm. de profundidad desde
laventanatemporal para categorizar lalocalizacion de la oclusion arterial en proximal o distal .

Mediante un casco fijador de la sonda de ultrasonidos se monitoriz6 de forma continua el flujo de la
arteria cerebral media afectada durante las dos horas posteriores a la administracion de t-PA con € fin de

identificar el momento y grado de recanalizacion de formainmediata.

nee 13:02  13:32 13:33 0 133 13:36 13:38

Figura 4: la fijacion de la sonda mediante un casco especial permite monitorizar de forma continua la ACM
durante la infusién de t-PA y diagnosticar el momento exacto de la recanalizacion.

4. Neuroimagen: Tomografia Computarizada y Resonancia Magnética cerebral
Inmediatamente después del Doppler trasncraneal se realiz6 una prueba de neuroimagen (tomografia
computarizada (TC) o resonancia magnética) a todos |os pacientes, antes de iniciarse el tratamiento con t-
PA. En todos los casos se repitié la TC craneal entre las 24 y 36 horas para evaluar la presencia de una

transformacién hemorréagica. Ademas, siempre que se observd un empeoramiento neuroldgico
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(incremento de més de 4 puntos en la escala NIHSS) se realiz6 inmediatamente una TC craneal para
descartar transformaci dn hemorrégica sintomatica.

Las transformaciones hemorragicas se clasificaron siguiendo los criterios del estudio ECASS (Hacke,
Kaste et al. 1995) en infarto hemorrégico tipo 1 0 2 y hematoma parenquimatoso tipo 1 o 2 (figura 4).
Definimos las transformaciones hemorrégicas como sintomaticas, la presencia de cualquier sangrado en
la TC de control acompafiada de empeoramiento neurolégico (incremento > 4 puntos en la escaa

NIHSS).

5. Suero: Obtencion de muestras, conservacion y analisis.
Instantes antes de la administracion de t-PA  se recogieron muestras de sangre venosa periférica de todos
los pacientes en tubos con EDTA y citrato. Se procedio inmediatamente a su centrifugado a 3000 rpm a
4°C durante 15 minutos; las muestras de plasmay suero fueron alicuotadas y congeladas a -80°C hasta su
andlisis. Los niveles de homocisteina se determinaron mediante enzimo-inmunoensayo de polarizacion
de fluorescencia. La concentracion de PAI-1, TAFI y Lp(d) se midi6 mediante kits de ELISA
comercializados. Todos los andlisis se realizaron por duplicado siendo los coeficientes de variacion inter-

ensayo inferiores a 10% para todas las moléculas.
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Figura 7: Esquema del protocolo seguido para los estudios.
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4. COPIA DE LAS PUBLICACIONES
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5. SINTESIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Concentracion plasmatica de los inhibidores de la fibrinolisis en la fase

hiperaguda del ictus isquémico.

La determinacion de las concentraciones de las distintas moléculas inhibidoras enddgenas
de lafibrinoilisis dentro de las primeras tres horas tras €l inicio de los sintomas mostré que
no existia correlacion alguna entre ellas. Esto indica que cada una de €llas varia
independientemente de las demas en este intervalo de tiempo. Tampoco se encontraron
diferencias respecto a las categorias TOAST, indicando que en la fase hiperaguda €l

mecanismo etiol gico responsable no influye sobre estos marcadores.

PAI-1

Los niveles plasmaticos de PAI-1 (media 33.1+12. ng/dl 2) se situaron dentro de los
rangos de normalidad de nuestro laboratorio (32.9+10.07 ng/dl). Tampoco se encontraron
diferencias en los niveles de PAI-1 con respecto a la edad, sexo, tiempo desde € inicio de

los sintomas o historia de factores de riesgo vascular.

Lp(a)
Las determinaciones de Lp(a) fueron ligeramente superiores a las de nuestra poblacién
control sana (mediana 10 mg/dl Vs 5.8 mg/dl; p=0.073). Lp(a) se correlaciond también con

laedad, pero no con lagravedad inicial de los sintomas ni con la etiologia.

30



TAFI

Los niveles de TAFI de nuestros pacientes se situaron sensiblemente por encima de los
valores de normalidad de referencia (167.2+57.8% Vs 109.4+29.4% p<0.001). No se
encontraron diferencias en los niveles plasméticos de TAFI respecto a la edad, sexo,

historia de factores de riesgo, o causa etiol6gica. (Anexo 1)

Homocisteina

Los niveles basales de homocisteina detectados fueron ligeramente superiores a los de la
poblacién control sana (mediana 12 Vs 8.9) y se correlacionaron positivamente con la edad
de los pacientes y negativamente con e tiempo transcurrido desde € inicio de los

sintomas. (Anexo 2)
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Implicaciones.

Los resultados obtenidos muestran que existen notables diferencias en los niveles
plasméticos de los inhibidores de la fibrinolisis con respecto a controles sanos (figura 8).
Mas importante si cabe es €l hecho de que se observaron na gran variabilidad inter-
individual en las concentraciones de las citadas moléculas entre los pacientes (figura 9);
esto sugiere que el potencia fibrinolitico globa en las primeras horas tras € ictus varia
mucho entre sujetos pudiendo ser uno de los determinantes de | as diferentes respuestas tras

el tratamiento con t-PA en lo que respecta a recanalizacion arterial y transformacion

L .
hemorréagica.
40 20 15
1 10
2
%54 1o 4
201 W\ Pacientes
5 W Controles
.
5]
0]
5]
0- 0 o
PA-L Lp@ TAR Hey

Figura 8: Niveles plasmaéticos de los distintos inhibidores de la fibrinalisis estudiados en los pacientes con un ictus de
menos de tres horas de evolucion y en controles sanos.
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Figura 9: Esta figura muestra que no existe correlacion entre el tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y los
niveles medidos de las distintas moléculas aunque permite apreciar la importante variabilidad inter-individual en las
concentraciones plasmaticas.
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2. Influencia sobre la recanalizacion de la arteria cerebral media.

PAI-1

Los pacientes que respondieron a tratamiento con t-PA con recanalizacion de la ACM
dentro de la primera hora post-tratamiento presentaron niveles basales de PAI-1
significativamente inferiores a los que no recanalizaron (27.8 ng/ml Vs 38.8 ng/mli;
p=0.047). Esta propension a la recanalizacion tuvo ademas su traduccion clinica: los
niveles plasméticos de PAI-1 se correlacionaron con la puntuacion en laescala NIHSS ala
hora (r=0.67; p=0.001) y los pacientes que presentaron una mejoria espectacular
presentaron niveles basales de PAI-1 inferiores. Finalmente, los pacientes funcional mente
independientes a tercer mes también presentaron niveles més bajos de PAI-1 pre-

tratamiento.
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Lp(a)
Observamos una tendencia a presentar niveles basales de Lp(a) mas bajos entre agquellos
pacientes que recanaizaron precozmente, aunque sin alcanzar significacion estadistica

(15.5 mg/dl Vs 30 mg/dl; p=0.077), adiferencia que con PAI-1 esta tendenciano se reflgo

-
-
H- I
P
T |

T . T
Lp(a) Quartiles (mg/dl)

en laevolucién clinica

Recanalizaitien rage #es 1 haur

TAFI y Homocisteina
En nuestro grupo de pacientes no observamos relacién alguna entre los niveles basales de
TAFI o Hcy y la respuesta a tratamiento con t-PA, tanto en lo que se refiere a la

recanalizacion arterial como alamejoria clinica

Predictores de recanalizacion.

De entre todas las variables estudiadas Unicamente se relacionaron con resistencia a la
recanalizacion arterial: antecedente de dislipemia, niveles basales de PAI-1 y de Lp(a).
Tras aplicar un modelo de regresién logistica observamos que €l Unico predictor
independiente  de resistencia a la recandizacion fue la determinacion de niveles

plasmaticos basales de PAI-1 superiores a 34 ng/ml.



3. Influencia sobre la transformacion hemorragica

PAI-1

Los pacientes que sufrieron una transformacién hemorrégica sintomética presentaron niveles mas
bajos de PAI-1 que el resto (21,7 Vs 31,8; p<0,001).

Observamos una gradacion en los niveles basales de PAI-1 con respecto a la gravedad de la
transformacién hemorrégica. Los niveles més bajos de PAI-1 correspondieron a aquellos pacientes que
padecieron una transformacion hemorrégica sintomatica, seguidos de los que sufrieron una hemorragia
asintomética, finalmente en los que no se identifico ninglin sangrado se determinaron los niveles mas

atos de PAI-1.

PAI-1
PRl

] L] T T T
Sin Hemorragia Hemorragia Sin Hemorragia Hemorragia  Hemorragia
Asintomatica Sintomatica
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TAFI
Los pacientes que padecieron una transformacion hemorrégica sintomética presentaron niveles

plasmaticos de TAFI més elevados (217% Vs 162%; p=0.027), de nuevo observamos una gradacion

dependiendo de la gravedad de la hemorragia.

TAFI
TAFI

el - il -

Sin Hemorragia Hemorragia Sin Hemorragia Hemorragia  Hemorragia
Asintomatica Sintomatica

Lp(a) y Homocisteina

Los niveles basales de Lp(a) y de homocisteina no se relacionaron con la aparicion posterior de

transformacién hemorrégica.

Predictores de transformacion hemorragica sintomatica.
De entre todas las variables estudiadas las Unicas que se asociaron con transformacion hemorrégica
sintomética fueron los niveles basales de PAI-1 y TAFI. El modelo de regresion logistica mostré como

anico predictor independiente de transformacién hemorragica sintomatica concentraciones de PAI-1

inferiores a 21,4 ng/ml.
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Implicaciones.

En las primeras horas tras €l ictus los inhibidores endégenos de la fibrinolisis influyen sobre la
respuesta al tratamiento fibrinolitico en 1o que respecta a la recanaizacion arterial, la transformacion
hemorrégicay laevolucion clinica

Cuantificar algunas de estas moléculas o € potencial fibrinolitico global de forma rapida, antes de
la administracion del t-PA, permitiria predecir una resistencia a la recanalizacion precoz de los vasos
cerebrales o cuantificar e riesgo de padecer una transformacion hemorragica. Asi podriamos
adelantarnos a los acontecimientos y adoptar medidas terapéuticas mé&s 0 menos agresivas como

individualizar las dosis de t-PA, la combinacién de farmacos o plantearnos el tratamiento intra-arterial.
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6. CONCLUSIONES

38



En las tres primeras horas tras el establecimiento del ictus se observan
grandes diferencias inter-individuales en los niveles plasmaticos de los
inhibidores de la fibrinolisis PAI-1, TAFI, Lp(a) y Hcy. Estos tres tltimos
ademas estan sensiblemente mas aelevados que en una poblacion sana

control.

Los inhibidores de la fibrinolisis y en especial PAI-1 influyen sobre la
respuesta al tratamiento fibrinolitico del ictus con t-PA. Niveles bajos de
PAI-1 predicen la recanalizacion arterial precoz y se asocian con mejor

evolucion clinica.

Las concentraciones plasmaticas de PAI-1 y TAFI antes de la
administracion de t-PA en los pacientes con un ictus isquémico predicen el

desarrollo posterior de una transformacion hemorragica sintomatica.
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7. ANEXO
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