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RESUMEN

Antecedentes: La encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI)
perinatal constituye una de de las principales causas de muerte o
discapacidad a largo plazo en recién nacidos a término en el mundo
occidental, afectando a aproximadamente 1-4 por cada 1000
nacidos vivos y, en consecuencia, a alrededor de 5000-20000
recién nacidos por afio en Europa. La hipotermia terapéutica se ha
convertido en el tratamiento estandar de la EHI moderada o grave,
siendo una terapia segura y eficaz para mejorar el desarrollo
neuroldgico tras un insulto hipoxico-isquémico perinatal. A pesar
de la hipotermia y las mejoras en los cuidados intensivos
neonatales, el 45-50% de los recién nacidos con EHI moderada o
grave mueren o presentan alteraciones del neurodesarrollo a largo
plazo. Es por esto que resulta necesario y seria deseable encontrar
terapias neuroprotectoras coadyuvantes de la hipotermia que
mejoren su efectividad y los resultados.

Uno de los mecanismos celulares de lesion cerebral secundaria a
hipoxia-isquemia es la excitotoxicidad. Ademas, los farmacos
anticonvulsivantes se han convertido en un punto importante en la
investigacion de terapias coadyuvantes a la hipotermia puesto que
los cambios sindpticos y celulares secundarios a convulsiones
repetidas o prolongadas son similares a los que ocurren como
consecuencia de la deprivacion aguda de energia. El topiramato es
un farmaco antiepiléptico que inhibe la excitabilidad neuronal a
través del blogueo de los receptores de glutamato. En modelos

animales experimentales se ha demostrado el efecto neuroprotector
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del topiramato, sin embargo la informacion de la que disponemos a
nivel clinico se limita a un pequefio nimero de estudios de
viabilidad y seguridad.

Objetivo: Este estudio tiene como objetivo evaluar si la
administracion de topiramato comparado con placebo en recién
nacidos con encefalopatia hipdxico-isquémica moderada/grave en
combinacion con la hipotermia, disminuye la incidencia de las
convulsiones asociadas a hipoxia-isquemia, mejorando como
consecuencia el neurodesarrollo.

Disefio del estudio: Estudio multicéntrico, aleatorizado, doble
ciego, controlado por placebo. Los recién nacidos con EHI fueron
aleatorizados antes del inicio de la hipotermia activa al grupo
topiramato o al grupo placebo. El topiramato/placebo se administrd
tan pronto como fue posible a través de sonda nasogastrica. Se
monitoriz6 de manera continua la actividad cerebral mediante
electroencefalograma integrado por amplitud (aEEG) para evaluar
la variable principal del estudio. Los resultados secundarios
incluyeron la farmacocinética y farmacodinamica del topiramato, la
determinacion de metabolitos del metabolismo energético y el ciclo
de Krebs y biomarcadores de peroxidacion lipidica y resonancia
magnética cerebral para evaluar el dafio cerebral.

Resultados: De 180 pacientes susceptibles de incluirse en el
estudio fueron aleatorizados 110, incluyéndose finalmente en el
andlisis 106. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las variables perinatales/maternas/reanimacion. La

incidencia de convulsiones no fue significativamente diferente
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entre los grupos de topiramato/placebo (45,2% vs 54,8%, p=NS).
En las primeras 24 horas tras el inicio de la monitorizacion la
incidencia de convulsiones en el grupo topiramato fue menor que
en el grupo placebo aunque el resultado no fue estadisticamente
significativo (topiramato vs. placebo: 14 (25,9%) vs. 22 (42%); p
=0,221). No se observaron diferencias significativas en el resto de
objetivos secundarios entre ambos grupos. El rango terapéutico del
topiramato solo se alcanzé en el 15.2% y 40.8% de los pacientes a
las 24 y 48 horas del inicio, respectivamente. Se evaluaron
diferentes regimenes de dosificacion para lograr una alta
proporcion de pacientes dentro del rango terapéutico aceptado. Se
selecciond un régimen de dosificacion alternativo que mostraba
concentraciones de topiramato dentro del intervalo terapéutico
aceptado.

Conclusiones: En el grupo topiramato observamos una tendencia
hacia la disminucién de la actividad convulsiva y la mortalidad
asociada a EHI aunque con los datos de este estudio no podemos

obtener resultados estadisticamente significativos.
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1. Introduccion
1.1 Definicion

La encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI), un subtipo de
encefalopatia neonatal, es un sindrome clinico de alteracion del
sistema nervioso central producido como consecuencia de la
disminucion o la interrupcién del flujo sanguineo al cerebro del
feto. La falta de intercambio gaseoso a nivel placentario conduce a
acidemia fetal y alteraciones neurolégicas mas 0 menos graves
como son disminucion del nivel de conciencia, alteraciones en el
tono muscular, alteraciones en los reflejos, convulsiones y
dificultad para iniciar o mantener la respiracion espontanea . En
ocasiones, durante el trabajo de parto y/o el parto, se pueden
producir diversos eventos como el desprendimiento prematuro de la
placenta, la rotura uterina, el prolapso de cordén umbilical, la
distocia de hombros, el embolismo de liquido amnidtico o la
hemorragia fetomaterna conduciendo a la alteracion de la
oxigenacion y/o perfusion del cerebro del recién nacido, lo que
podria ocasionar, dependiendo de su intensidad, la muerte o
evolucionar hacia una EHI 2.

Los recién nacidos con EHI tienen una mayor incidencia de
paralisis cerebral, afectacion cognitiva, alteraciones del crecimiento
y epilepsia *. Los estudios de resonancia magnética muestran que el
dafio cerebral hipdoxico-isquemico se caracteriza por un dafio
estructural en la sustancia gris (patron de afectacion de los

ganglios basales, el talamo y el cortex perirrolandico) o de menor
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extension en la sustancia blanca (patron de afectacion de zonas de
vascularizacion limitrofe, especialmente la region parasagital) *. No
es infrecuente que ambos patrones puedan coexistir en grado
variable *°. Aquellos recién nacidos con un patrén de afectacion de
ganglios basales, tAlamo tendran mayor probabilidad de presentar
una afectacion mas grave a nivel motor, desarrollando paralisis
cerebral y epilepsia, mientras que en aquellos con un patron de
afectacion de zonas de vascularizacion limitrofe predominara la
alteracion cognitiva ®. En resumen, la EHI estd asociada con el
desarrollo de discapacidades motoras, cognitivas, neurosensoriales
y de la memoria a largo plazo y sigue siendo actualmente uno de

los problemas fundamentales en la medicina perinatal.

1.2 Epidemiologia

La EHI perinatal constituye una de las principales causas de muerte
o discapacidad a largo plazo en recién nacidos a término en el
mundo occidental, afectando a aproximadamente 1-4 por cada 1000
nacidos vivos Yy, en consecuencia, a alrededor de 5000-20000
recién nacidos por afio en Europa, pudiendo llegar a 1 millén por
afio en todo el mundo ’. Segun un estudio reciente a nivel nacional,
la incidencia de EHI moderada-grave es similar a la referida en
otras series ®.

En los dltimos afios, la hipotermia terapéutica se ha convertido en
el tratamiento estdndar de la EHI moderada o grave, siendo una

terapia segura y eficaz para mejorar el desarrollo neuroldgico tras
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un insulto hipéxico-isquémico perinatal °*.

A pesar de la
hipotermia y las mejoras en los cuidados intensivos neonatales, el
45-50% de los recién nacidos con EHI moderada o grave (es decir,
2500-10000 recién nacidos por afio en Europa) todavia mueren o
presentan alteraciones del neurodesarrollo a largo plazo *. Las
secuelas mas relevantes son paralisis cerebral, dificultades de
aprendizaje, comportamiento y habla, sordera y/o ceguera. Asi,
estos pacientes necesitaran un tratamiento de por vida global,
complejo y extraordinariamente caro involucrando un amplio
nimero de especialistas (neurodesarrollo, rehabilitacion,
neuropediatria, oftalmologia, terapia ocupacional, psicologia, etc.).
Por tanto, considerando nuevos pacientes cada afio mas los
pacientes cronicos, el problema adquiere una relevancia familiar,

social, médica y econdmica muy importante.

1.3 Fisiopatologia de la encefalopatia hipoxico-isquémica
1.3.1 Periodos evolutivos del dafio cerebral hipéxico-isquémico

El dafio cerebral se inicia en el momento del insulto hipdxico-
isquémico y continla durante el periodo de recuperacion. En
concreto, el proceso de muerte celular en el cerebro expuesto a un
evento hipdxico-isquémico empieza inmediatamente y se prolonga
durante un periodo de tiempo que va de dias a semanas. La
duracion de la apoptosis y necrosis celular depende de la region y

de la gravedad del dafio ****. A nivel molecular este proceso se
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puede dividir en 3 fases (Figura 1), aunque en realidad sea un

continuum en el que puede haber interferencias entre las mismas.

Fase | : Hipoxia Fase Il : Heoxigenacion
Hipoxia persistente Hiperoxia
Blogueo flujo e~ (cadena respiratoria) Hiperreactivacion flujo de e~ (c. respiratoria)
Cesa la formacion de ATP Hiperpolarizacion (A%)

despolarizacion (A¥)

!

Agotamiento reservas ATP Restauracion produccion ATP
Bloqueo bombas ATP-asa Hiperproduccion de ERO
Acumulo de [Ca*+] mitocondrial Dario oxidativo y disfuncion mitocondrial
Actmulo de [Na*] citoplasma liberacién de factores pro-apoptogénicas
Salida de [K*] extracelular activacion de cascada apoptética

Inhibicién recaptacidn neurotransmisores
Hiperexcitabilidad neuronal
Muerte celular Muerte celular programada

Figura 1. Fases de la encefalopatia hipoxico-isquémica.

1.3.1.1 Fase primaria

De forma inmediata tras el insulto hipdxico-isquémico tiene lugar
una despolarizacion celular y un fallo energético primario. En esta
fase se produce la muerte de las primeras neuronas que ya no se
recuperaran a pesar de terapias neuroprotectoras.

Uno de los mecanismos claves que ocurre durante la fase de
hipoxia es la pérdida de la autorregulacion cerebral®. Dicho

mecanismo en condiciones fisioldgicas permite mantener estable la
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velocidad del flujo sanguineo cerebral independientemente de los
cambios en la presion arterial sistémica.

La disminucién o interrupcion del flujo sanguineo cerebral al feto
va a producir una hipotension arterial sistémica, hipoxia y acidosis.
Ambos factores van a inducir una vasoplejia, con la consecuente
pérdida de autorregulacion de la circulacién cerebral, conduciendo

I, Esto se traduce en una falta de

todo ello a una isquemia cerebra
aporte de oxigeno y de nutrientes a los tejidos dafidandose asi las
neuronas y la glia.

El cerebro inmaduro se caracteriza por tener una baja capacidad
para transportar glucosa a través de la barrera hematoencefalica,
por eso cuando disminuye el flujo sanguineo cerebral los niveles de
glucosa caen rapidamente iniciandose lo que conocemos como fallo
energético primario.

En esta primera fase la falta de aporte de oxigeno y glucosa al
cerebro se suple mediante el metabolismo anaerébico causando
acidosis lactica, deplecion de ATP, disminucion del transporte
transcelular, acumulacién de sodio, calcio y agua en el interior de
la célula e inhibicion de la recaptacién de neurotransmisores
excitatorios con hiperexcitabilidad neuronal secundaria.

La entrada masiva de calcio intracelular produce una activacion
de las lipasas, de la 6xido nitrico sintasa (NOS), la produccion de
radicales libres, disfuncion mitocondrial y la liberacién de

sustancias apoptogénicas que conduciran a la muerte celular™*
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1.3.1.2 Fase latente y/o periodo ventana

Si tras el insulto hipdxico-isquémico se restaura la perfusion
cerebral se producira una recuperacion parcial del metabolismo
oxidativo. El periodo que ocurre entre la fase primaria y el inicio
del dafio secundario se conoce como fase latente y/o periodo
ventana y parece ser el momento dptimo para la aplicaciéon de
algunos de los principales tratamientos neuroprotectores®’.
Extrapolandose de algunos trabajos realizados en animales se

piensa que esta fase podria durar hasta las 6 horas post-insulto®.

1.3.1.3 Fase secundaria

La puesta en marcha de los mecanismos moleculares necesarios
para iniciar la segunda fase del dafio cerebral, la que se conoce
como fallo energético secundario (6-48 horas) se produce a pesar
de la reoxigenacion.

En esta segunda fase se mantiene el estado de excitotoxicidad,
empeora la funcién mitocondrial y el estrés oxidativo secundario a
alteraciones del potencial de membrana con una reduccién de la
sintesis de ATP en un entorno de alcalosis intracelular a pesar de la
adecuada oxigenacion. Todos estos procesos bioquimicos, celulares
y moleculares van a producir la liberacion de factores pro-
apoptogénicos y la perpetuacion de la cascada apoptotica

conduciendo a una muerte celular programada y agravando y
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extendiendo el dafio cerebral en forma de infarto tisular, necrosis

neuronal selectiva y apoptosis™*"**%.

1.3.1.4 Fase terciaria

La fase terciaria es una fase que puede durar dias, semanas o
incluso meses después del insulto hipoxico-isquémico y que se
caracteriza por la presencia de inflamacién y cambios epigenéticos
que conducen a alteraciones en el crecimiento axonal, en la

neurogénesis y en la sinaptogénesis®?.

1.3.2 Mecanismos celulares de muerte neuronal en la lesion

cerebral hipoxico-isquémica

En condiciones normales los llamados tejidos oxirreguladores,
representados por el sistema nervioso central (SNC) y el miocardio
precisan una elevada cantidad de energia para el mantenimiento de
los potenciales de transmembrana y, por ello, dependen del
metabolismo  aer6bico que genera energia mucho mas
eficientemente que el anaerébico®. En el SNC la transmision del
impulso nervioso precisa del concurso de las bombas idnicas ATP-
asa dependientes que consumen una elevada cantidad de energia.
Ademas, el SNC es incapaz de acumular reservas energéticas en
forma de sustratos metabdlicos de accion rapida como fosfocreatina
0 glucdgeno, y depende exclusivamente de un aporte continuado de

glucosa y oxigeno. Por lo tanto, la privacion de oxigeno y glucosa
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como consecuencia de un desequilibrio de disponibilidad vy
consumo de estos sustratos en el cerebro va a conducir a un rapido
agotamiento de las reservas energéticas y a la lisis y muerte

11,2426 A continuacion revisaremos brevemente los

celular
mecanismos celulares de lesion cerebral secundaria a hipoxia-

isquemia.

1.3.2.1 Excitotoxicidad

El glutamato es un aminoacido no esencial y es el principal
neurotransmisor excitatorio en el cerebro. Las vias glutamatérgicas
desempefian un rol importante en la plasticidad neuronal, en las
funciones de memoria y aprendizaje, asi como en la estabilizacion
de las sinapsis en el cerebro en desarrollo. EI glutamato se libera en
la mayoria de las sinapsis y puede actuar sobre dos tipos de
receptores postsinapticos, los ionotrépicos, cuyo mecanismo esta
asociado a canales iénicos (NMDA, AMPA/Kainato) y los
metabotropicos, que son receptores asociados a proteinas G.
Cuando se produce la union del glutamato a su receptor se
desencadenan una serie de procesos intracelulares cuyo resultado
final es la produccion y la transmision del impulso nervioso de una
neurona a otra. En condiciones fisioldgicas cuando el glutamato es
liberado al espacio sinaptico se ponen en funcionamiento las
bombas de glutamato localizadas en la astroglia para recaptarlo y
que no se acumule en la sinapsis. Este mecanismo de recaptacion es

dependiente de energia, de manera que cuando se produce un cese
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del suministro de oxigeno y glucosa tras un insulto hipdxico-
isquémico prolongado, estas bombas van a fallar, produciéndose el
acimulo de glutamato en el espacio extraneuronal con la
consecuente hiperactivacion de los receptores NMDA/AMPA y
con ello la apertura de los canales de sodio y calcio voltaje
dependientes, la entrada de calcio en la célula y la lisis y muerte
neuronal®*’. El exceso de calcio en las neuronas produce un
aumento de la formacion de oxido nitrico (*NO) a través del
incremento de la activacion de la enzima Oxido nitrico sintasa
neuronal (NNOS). La generacion simultdnea de anion superdxido
(*O2") en el periodo de reoxigenacion y de *NO dard lugar a la
formacion de peroxinitrito (ONOQO™), un radical libre nitrosativo
muy agresivo, contribuyendo por otro lado a la disfuncidn
mitocondrial, dando lugar a la formacion de otros radicales libres, a
la liberacién de sustancias apoptogeénicas, conduciendo finalmente

a la destruccion de las membranas celulares y la muerte neuronal?®.

1.3.2.2 Toxicidad por radicales libres

Los radicales libres son moléculas que contienen en su orbital mas
externo un electrdn no apareado que les confiere una gran
reactividad intermolecular. El principal radical libre de oxigeno
generado en las células es el anion superdxido. Este junto con su
metabolito, el peroxido de hidrogeno (H,O,) v el radical hidroxilo
(*OH) son los principales compuestos que se generan de forma

habitual durante el proceso de la fosforilacion oxidativa

33



mitocondrial y que se conocen como especies reactivas de oxigeno.
El estrés oxidativo se produce como consecuencia de un
desequilibrio entre la formacion de radicales libres y su
neutralizacion. En situaciones de profundo desequilibrio el estrés
oxidativo va a producir dafo tisular como consecuencia de la
degradacion de las proteinas celulares y el ADN?**. Ademés,
como hemos comentado anteriormente y como consecuencia de la
hipoxia-isquemia y de la excitotoxicidad se van a generar
cantidades masivas de ¢xido nitrico en el interior de la célula
reaccionando con el anion superdxido y produciendo peroxinitrito,
iniciandose asi la peroxidacion lipidica de las membranas celulares,
la disfuncion mitocondrial, la oxidacion proteica, la generacion de
otros radicales libres y también el desencadenamiento de la

apoptosis, conduciendo todo ello a la lesién neuronal?*#%03!,

1.3.2.3 Inflamacion

La hipoxia-isquemia desencadena una respuesta inflamatoria a
nivel cerebral, produciéndose la activacion de diferentes células,
entre ellas, microglia/macréfagos, polimorfonucleares, linfocitos,
células NK y mastocitos y como consecuencia la produccion de
citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNF-a participando
junto con los mecanismos previamente descritos en el desarrollo

del dafio cerebral agudo®*2.
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1.4 Metabolismo oxidativo en la encefalopatia hipdxico-isquémica

1.4.1 Fisiologia del metabolismo aerobico y fosforilacion oxidativa
mitocondrial (Figura 2)

La energia necesaria para la vida de los seres pluricelulares
requiere el concurso del oxigeno en la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Sustratos como glucosa, aminoacidos y acidos grasos
son transformados en acetil-coenzima A (acetil-coA) en la matriz
de las mitocondrias. La acetil-coA es metabolizada por los distintos
componentes del ciclo de Krebs. Durante este proceso se liberan
electrones con un alto contenido energético que son transportados
por nicotinadenin-dinucleotido y flavin-adenin-dinucle6tido hasta
la cadena respiratoria. La cadena respiratoria estad formada por una
serie de complejos enzimaticos (I, 111 y IV) alineados capaces de
extraer protones (H") hasta el espacio intermembranoso generando
un potencial de transmembrana. La ATP-sintasa introduce de
nuevo los protones en el interior de la mitocondria a favor de
potencial liberando energia que se utiliza para sintetizar ATP a
partir del ADP. El oxigeno capta los electrones procedentes del
ciclo de Krebs evitando que dafien las estructuras mitocondriales.
El aprovechamiento energético es tal que de una molécula de
glucosa se generan 36 moléculas de ATP y de una molécula de

4cido palmitico 106 moléculas de ATP?429.303334
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Citoplasma Glucosa (glicolisis)
Aminoacidos (desaminacion oxidativa)

Acidos grasos (beta-oxidacion)

l
:

Acetil-coA

Mitocondria

Figura 2. Mecanismo de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Los nutrientes
esenciales son transformados metabdlicamente en acetil-coA y liberan su
energia en forma de electrones de alta energia que son transportados a la cadena
respiratoria. La energia se utiliza para generar un potencial de transmembrana

que se utiliza en la resintesis de ATP.

1.4.2 Evaluacion del metabolismo energético

Existen datos limitados sobre la evolucion de la mayoria de los
marcadores bioquimicos en recién nacidos con EHI durante el
tratamiento con hipotermia. La correlacion entre el metabolismo
aerobico y la asfixia perinatal/EHI se ha evidenciado en diferentes
modelos animales y en estudios clinicos®. La hipotermia

terapéutica no solo va a producir una disminucién del metabolismo
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cerebral sino que va a producir también la alteracion de diversas
funciones de macromoléculas.

Los niveles iniciales de lactato son un marcador bioquimico util
para evaluar el grado de asfixia al nacer®®. Se ha demostrado que
los niveles de lactato tardaron més en normalizarse en recién
nacidos asficticos con EHI moderada/grave en comparacion con
recién nacidos con EHI leve®®

En los adultos, la glucosa es principalmente el Unico combustible
energético para el cerebro, mientras que en los recién nacidos es
probable que los cuerpos cetonicos (acetoacetato y el p-
hidroxibutirato) derivados de la cetogénesis en el higado
constituyan, al menos, una fuente de energia igual de importante
para el cerebro en desarrollo®”. Ademés, se ha encontrado que las
cetonas pueden actuar como moléculas neuroprotectoras®®. En
neonatos con EHI grave se ha objetivado una deplecion de cetonas,
lo que podria sugerir que respuestas metabdlicas sistémicas, como
la cetogénesis, podria jugar un papel fundamental en la prevencién
del dafio cerebral en la asfixia perinatal®.

Un estudio reciente realizado en un modelo animal de hipoxia-
isquemia en ratas ha revelado que la hipotermia logra su efecto
neuroprotector a través de la supresion coordinada del contenido de
acetil-CoA en tejido cerebral, metabolito que constituye un punto
en comun de las rutas metabdlicas de la glucdlisis, el catabolismo
de aminoacidos y la cetdlisis. Encontraron también una

disminucion tanto del piruvato como de los cuerpos cetdnicos
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(fuentes importantes para la formacion de acetil-CoA) en
condiciones de hipotermia®’.

Chouchanie y colaboradores mostr6 que durante la isquemia, a
través del sistema lanzadera de malato/aspartato y el ciclo de
nucledtidos de purina, se produce un aumento de la produccion de
fumarato que se convierte en succinato a traves de la succinato
deshidrogenasa. El acimulo selectivo de succinato se ha descrito
como indicativo de isquemia en una variedad de tejidos de raton y
rata y se cree que subyace a la lesion por isquemia-reoxigenacion
(IR) a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno
mitocondriales. Los autores sugieren una disminucion del acimulo
y oxidacion del succinato como un nuevo enfoque terapéutico para

la lesion por IRY.

1.4.3 Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

La reduccion del oxigeno se completa con la incorporacion de 4
electrones a su orbital mas externo. La reactividad del oxigeno es
limitada, de modo que se reduce secuencialmente (reduccion lenta).
Sin embargo, en presencia de metales de transicion como cobre o
hierro la reactividad aumenta exponencialmente (reduccion rapida).
La presencia de abundante hierro en el SNC incrementar, por lo
tanto, los procesos oxidativos, como ocurre en la EHI. En el modo
secuencial el oxigeno es reducido por un electron a anion
superoxido (+O2"), por dos electrones a peroxido de hidrégeno
(H20,) o por tres electrones a radical hidroxilo (*OH). Todos estos
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compuestos que se generan de forma habitual durante el proceso de
la fosforilacion oxidativa mitocondrial se conocen como especies
reactivas de oxigeno. Sin embargo, algunas de estas especies, como
el anion superoxido o el radical hidroxilo, y otros mas como el
oxido nitrico (*NO) o los peroxilos lipidicos (LOO¢) son radicales
libres, es decir, son especies reactivas que tienen en su orbital mas
externo un electron no apareado que les confiere una gran
reactividad reaccionando con sustratos préximos para arrebatarles
ese electron que precisan para su estabilidad, generando asi una
reaccion en cadena que puede dafar estructuras celulares. El radical
libre mas abundante en nuestra biologia es el anion superéxido. No
todas las especies reactivas de oxigeno son radicales libres; asi, el
peroxido de hidrégeno (H:0), aunque actla como sefializador
celular para numerosas funciones biologicas, puede ser un
precursor de radicales libres, especialmente cuando hay presentes
metales de transicion (Fe™/Fe™; Cu"), pudiendo dar lugar a la

formacion del radical hidroxilo (<OH)*°.

1.4.4 Fuentes de generacidn de radicales libres

La principal fuente fisiologica de radicales libres es la actividad
mitocondrial. En la mitocondria el oxigeno se reduce
completamente y, al reaccionar con protones (H*) da lugar a la
formacion de agua. En situaciones de estrés metabolico
(reanimacion, infeccion, nutricion parenteral, etc.) se produce un

incremento en la formacion de radicales libres que puede causar
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desestructuracion de las mitocondrias y blogquear la generacion de
energia. Una fuente importante de estrés oxidativo es la activacion
del sistema NADPH-oxidasa (NOX) en los fagocitos como
respuesta a la infeccién, suplementacion con oxigeno o

administracion de ciertos farmacos®®3034,

1.4.5 Sistemas antioxidantes bioldgicos

El estrés oxidativo refleja una situacion de desequilibrio entre la
formacion de radicales libres y su neutralizacion. Un cierto grado
de estrés oxidativo es necesario para el funcionamiento de sistemas
enzimaticos que precisan de las especies reactivas de oxigeno para
la sefalizacién de sus funciones celulares. Sin embargo, en
situaciones de profundo desequilibrio se produce dafio tisular que
conduce a patologia aguda y crénica™®.

El sistema de defensa antioxidante (SDA) incluye mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos. Las enzimas antioxidantes eliminan
las especies reactivas mediante reacciones quimicas. Los SDA no
enzimaticos estan constituidos por proteinas que fijan a metales de
transicion (transferrina, ceruloplasmina, ferritina), vitaminas que
bloguean la peroxidacion lipidica (A, E y C) o compuestos de bajo
peso molecular que reducen las especies reactivas. En concreto el
glutation (tripéptido localizado a nivel intracelular con efecto
protector contra las especies reactivas de oxigeno), en su forma
reducida (GSH), se une a una segunda molécula idéntica para
formar el glutation oxidado (GSSG), cediendo dos electrones a un
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radical libre y contribuyendo asi a su normalizacion. EI GSSG por
accion de GSH-reductasa vuelve a su forma reducida. Entre las
enzimas antioxidantes mas relevantes estdn las superoxido
dismutasas (SOD), que catalizan la conversién de anion superéxido
en peroxido de hidrogeno; catalasas (CAT) y glutation peroxidasas
(GPx) que transforman el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno. Otros sistemas incluyen glutarredoxinas, tiorredoxinas,
peroxirredoxina, y las heme-oxigenasas que eliminan el complejo
heme pro-oxidante de los glébulos rojos y lo transforman en
biliverdina. EI SDA se desarrolla tardiamente en la gestacion con la

finalidad de preparar al feto para la oxigenacién posnatal®**°.

1.4.6 Estrés y dafio oxidativo y su medicion

Los radicales libres provocan alteraciones en proteinas, lipidos,
glacidos, ARN y ADN. Hay marcadores globales, como el cociente
glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG).

Cuando hay una situacion pro-oxidante, GSSG aumenta y el
cociente disminuye, y lo contrario ocurre si hay un estado
antioxidante o reductor, con aumento del GSH. Otro modo es medir
la actividad de las enzimas antioxidantes. Asi, frente a una mayor
agresion oxidativa habrd un incremento proporcional de Ila
actividad enzimatica como respuesta protectora. Sin embargo, en la
actualidad se estan buscando biomarcadores que puedan detectar en
fluidos bioldgicos los derivados de la oxidacion de distintos

componentes celulares. Recientemente se han validado una serie de
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marcadores de dafio oxidativo en los distintos biofluidos en el

periodo neonatal***’.

1.4.7 Biomarcadores de estrés oxidativo y aplicabilidad clinica

Los biomarcadores son metabolitos que pueden ser medidos en
fluidos bioldgicos (plasma, orina, liquido cefalorraquideo, etc.) en
el laboratorio y que reflejan procesos biolégicos normales o
patolégicos 0 respuestas a intervenciones farmacoldgicas.
Clinicamente van a ser relevantes cuando sean capaces de evaluar
la respuesta a un tratamiento o sean capaces de predecir resultados
a corto y / o largo plazo. EI biomarcador ideal va a ser aquel que
tenga una elevada sensibilidad y especificidad, que sea accesible
(plasma, orina, liquido amniotico, etc.) y se obtenga de la forma
menos invasiva posible, que requiera un volumen pequefio y
permanezca estable durante el almacenamiento, que se pueda
determinar facilmente por métodos automatizados, que sea
reproducible y preferiblemente econdmico. Los métodos utilizados
en la determinacion de marcadores de estrés oxidativo son
complejos y costosos econdmicamente, lo que ha limitado el uso de
estos a estudios experimentales y de investigacion®. En la Figura 3
se resumen los principales metabolitos que se han utilizado para la
evaluacion del estrés oxidativo en investigacion clinica en el

periodo perinatal y las técnicas utilizadas para su medicion.
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Oxidative biomarkers Target biomolecule Modification Biological sampling Analytical method

Glutathione (GSH/GSSG ratio) Antioxidants General Redox Status Total Blood LC-MS/MS

o-Tyrosine Proteins Urine HPLC-MS/MS

(o-Tyr/Phe ratio)

m-Tyrosine Proteins Urine HPLC-MS/MS

(m-Tyr/Phe ratio)

3N2-Tyrosine Proteins Tyrosine nitration Urine HPLC-MS/MS

80OHAG DNA Urine/Plasma/Serum/CSF/AF HPLC-MS/MS
(80HAG/2dG ratio)

F2-TsoPs DNA DNA oxidation Urine/Plasma/Serum/CSF/AF GC-MS/MS; HPLC-MS/MS
D2/F2-1S0Ps DNA DNA oxidation Urine/Plasma/Serum/CSF/AF GC-MS/MS; HPLC-MS/MS
IsoFs DNA DNA oxidation Urine/Plasma/Serum/CSF/AF GC-MS/MS; HPLC-MS/MS
NeuPs DNA DHA Peroxidation Urine/Plasma/CSF/AF GC-MS/MS; HPLC-MS/MS
NeuFs DNA DHA Peroxidation Urine/Plasma/CSF/AF GC-MS/MS; HPLC-MS/MS

Abbreviations: GSH: reduced glutathione; GSSG: oxidized glutathione; o-Tyr: ortho-tyrosine; m-Tyr: meta-tyrosine; 3N2-Tyrosine: 3-nitrotyrosine; 80HdG: 8-hydroxi-2'-
deoxi; ine; 2dG: 2'-deoxi ine; IsoPs: isoprostanes; IsoFs: isofurans; NeuPs: Neuroprostanes; NeuFs: neurofurans; AA: arachidonic acid; DHA: docosahexanoic acid; CSF:

cerebral spinal fluid; AF: amniotic fluid; LC: liquid chromatography: GC: gas chromatography; MS/MS: tandem mass spectrometry.

Figura 3. Biomarcadores de estrés oxidativo .

En estudios experimentales Saugstad y colaboradores mostraron, en
un modelo animal de hipoxia en cerdos recién nacidos, que la
produccién de radicales libres estaba directamente relacionada con
la cantidad de oxigeno utilizada durante la reoxigenacion®. Se
analizaron muestras de orina y se determinaron marcadores de
dafo oxidativo al ADN (8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina/2'desoxiguanosina) Yy proteinas (orto-tirosina/
fenilalanina) por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS). Los niveles
urinarios de ambos biomarcadores fueron significativamente mas
altos en los cerdos que habian sido reanimados con concentraciones
de oxigeno maés altas*. Estudios experimentales adicionales
mostraron que la concentracion de isoprostanos, isofuranos,
neuroprostanos y neurofuranos (productos de peroxidacion lipidica)
en tejido cerebral, determinados por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS)

fueron aumentando significativamente en los cerdos recién nacidos
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hipoxicos y se correlacionaron con la concentracion de oxigeno
proporcionada durante la reoxigenacion™.

Los isoprostanos, neuroprostanos, isofuranos y neurofuranos son
moléculas similares a las prostaglandinas que se producen como
resultado de la interaccion de los radicales libres con el &acido
araquidonico (AA) y el 4cido docosahexanoico (DHA),
respectivamente. Actualmente estos metabolitos constituyen
marcadores fiables de estrés oxidativo en el recién nacido. Los
neuroprostanos y neurofuranos son subproductos del DHA,
componente estructural del cerebro y, por lo tanto, los
neuroprostanos y neurofuranos son marcadores relevantes de dafio
cerebral®®.

Recientemente, utilizando el método de cromatografia liquida de
ultra alta resolucién acoplada a espectrometria de masas en tdndem
(UPLC-MS/MS), Kuligowski y colaboradores**’ analizaron un
total de 536 muestras de orina durante las primeras 4 semanas de
vida en 184 recién nacidos prematuros™* estableciendo un rango de
referencia para los subproductos de peroxidacion del AA vy el

DHA.

1.4.8 Generacién de radicales libres de oxigeno en la isquemia-

reoxigenacion

La hipoxia/isquemia ocasiona una deplecion de ATP que provoca
una disfuncion inicialmente reversible, pero si se prolonga puede

Ilegar a ser irreversible. Los tejidos llamados oxirreguladores, cuyo
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paradigma es el sistema nervioso central, son los mas sensibles al
déficit de oxigenacion. Los estudios realizados en los afios setenta
demostraron que durante la reperfusion/reoxigenacion después de
un periodo hipdxico-isquémico se generaba una amplificacion
notable del dafio inicial. La gravedad del dafio por reoxigenacion
estaba en relacion directa con el tiempo y la intensidad de la
hipoxia-isquemia asi como de la concentracién de oxigeno utilizada
durante la reoxigenacion/reperfusién. En un modelo experimental
de hipoxia-isquemia en cerdos recién nacidos, las lesiones
histologicas del SNC vy la eliminacion de marcadores de dafio a
ADN en orina (Figura 4) fueron proporcionales a la fraccién
inspiratoria de oxigeno (FiO,) utilizada durante la reoxigenacién®.
En la actualidad se estan estudiando marcadores especificos de
hipoxia tisular. El lactato refleja con fiabilidad la intensidad de la
hipoxia pero no refleja la duracién de la hipoxia tisular. En un
modelo experimental de cerdo recién nacido se ha demostrado que
la suma combinada de metabolitos derivados de la oxidacion de
purinas, pirimidinas y fosfolipidos obtenidos por espectrometria de
masas da lugar a un «score metabolico» fiable y reproducible para
determinar la intensidad y la duracion de la hipoxia cerebral y
proporcionar un prondstico o facilitar la decision sobre la terapia

mas adecuada®® >,
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Figura 4. Niveles de biomarcadores. Los niveles relacionados con dafio al ADN
en un modelo de hipoxia/reoxigenacion de cerdos recién nacidos correlacionaron

con la fraccién inspiratoria utilizada durante la reoxigenacion®.

1.4.9 Fuentes de especies reactivas en la isquemia-reoxigenacion
(Figura 5)

Las fuentes de especies reactivas durante la IR son multiples,
siendo las mas relevantes el complejo respiratorio mitocondrial y el
sistema de la xantina oxidasa (XO). También se han implicado,
aungue en menor medida, el sistema NADPH oxidasa (NOX) y el
desacoplamiento de la NOS**.

La generacion de radicales libres en condiciones normales esta
regulada. Los electrones que fluyen a través de la cadena
respiratoria son captados casi en su totalidad (98%) por el oxigeno,
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generandose tan solo un 2% de especies reactivas. Sin embargo, en
situaciones de hipoxia la falta de oxigeno provoca un blogqueo de la
circulacion de electrones en la cadena respiratoria y un descenso
del potencial de transmembrana.

Niveles muy bajos del potencial inhiben la actividad ATP-sintasa,
se detiene la produccion de ATP, se produce una lisis mitocondrial
y la muerte celular. Durante la reoxigenacion se recupera el
potencial y se reinicia la sintesis de ATP. Sin embargo, la brusca
reactivacion del flujo de electrones ocasiona la generacion excesiva
de especies reactivas que pueden amplificar la lesion neuronal

inicial por apoptosis®***34.
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Figura 5. Mecanismo de generacién de radicales libres por accion del complejo

xantina 6xido-reductasa. Durante la hipoxia prolongada se acumulan derivados

purinicos del ATP especialmente hipoxantina. En la reoxigenacion, la xantina
reductasa se transforma en xantina oxidasa, que generara una elevada cantidad de

especies reactivas de oxigeno, provocando un estrés oxidativo.

En la Figura 6 se muestran estudios de microscopia electronica en
cortes de cerebro de un modelo experimental de ratén sometido a
hipoxia/reoxigenacion en los que se ha captado la
desestructuracion, la edematizacion, la pérdida de las crestas, la
rotura de las membranas y finalmente la vacuolizacion y la
destruccion de las mitocondrias.

En la fase de reoxigenacién de la IR, el oxigeno reacciona con la

hipoxantina y la XO generando un brote de radicales superoxido y
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peroxido de hidrdgeno que, a su vez, daran lugar a otras especies
reactivas en cadena amplificando el dafo tisular inicial producido
por la isquemia prolongada. La actividad de XO estd también
regulada a nivel postraslacional por la presion parcial de oxigeno
existente en los tejidos de modo que, cuando menor es la presion de
oxigeno, mayor es la actividad de la XO. Ello explicaria que el
dafo por estrés oxidativo ya se puede iniciar en la fase de
hipoxemia y se ve amplificado en la de reoxigenacion.
Recientemente se ha demostrado la capacidad de la XO de generar
*NO a partir de nitritos. La generacion simultanea de superdxido y
de *NO daria lugar a la formacién de peroxinitrito, un radical

nitrosativo de gran agresividad®>=°.
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Efecto de la reoxigenacion sobre la estructura mitocondrial
(microscopia electronica)

Mitocondria: estructura normal Mitocondria: estructura dafiada por estrés
oxidativo

Figura 6. Las imagenes muestran las variaciones morfolégicas y estructurales
que incluyen desestructuracion, edematizacién, pérdida de las crestas, rotura de
las membranas y finalmente vacuolizacion y destruccion de las mitocondrias
cerebrales en un modelo de rat6n recién nacido sometido a distintas

concentraciones de oxigeno™.

1.5 Estrategias neuroprotectoras en la encefalopatia hipdxico-

isquémica

La prevencion de la agresion producida por especies reactivas de
oxigeno requiere una intervenciébn muy precoz, ya que esta se
puede haber iniciado intrautero y se reactiva durante la reanimacion
postnatal. Por lo tanto, dentro del esquema de tratamiento serian
intervenciones indicadas en la fase de fallo energético primario.
Podrian ser realizadas o bien en la gestante durante el trabajo de
parto cuando se apreciase pérdida importante del bienestar fetal o
en el recién nacido con datos clinicos y/o electrofisiol6gicos de

EHI en los primeros minutos de vida'**".
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A continuacion se describen las diferentes intervenciones

neuroprotectoras en el dafio cerebral hipdxico-isquémico.

1.5.1 La hipotermia

El dafio cerebral evolutivo secundario a un insulto hipoxico-
isquemico perinatal ha carecido tradicionalmente de una terapia
efectiva. El abordaje terapeutico se ha limitado durante afios al
mantenimiento de la estabilidad clinica y normalidad bioquimica y
el tratamiento de las crisis convulsivas. En la Gltima década la
hipotermia terapéutica se ha convertido en una de las innovaciones
mas importantes en el campo de la neonatologia y en concreto en el
tratamiento de la encefalopatia hipdxico-isquémica.

La hipotermia terapéutica aplicada a los recién nacidos con el
diagnostico de EHI moderada/grave, iniciada en las primeras 6
horas post-insulto hipdxico-isquémico (fase latente y/o periodo de
ventana terapéutica), mantenida durante 72 horas a una temperatura
de 33.5° C y con un recalentamiento gradual y lento (0.5°C/hora),
ha demostrado una disminucion de la mortalidad y de la
discapacidad mayor en los supervivientes a largo plazo (18-24
meses)11'58764.
La hipotermia produce un descenso de la actividad metabodlica de
tejidos como el SNC con la consiguiente reduccién de las
necesidades de intercambio idnico y del consumo de ATP. El
descenso en el ritmo de la actividad mitocondrial y el acoplamiento
de las proteinas desacopladoras reduce significativamente la
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generacion de especies reactivas sin pérdida de los potenciales de
transmembrana 'y bloqueando la liberacién de proteinas
apoptogénicas. Los mecanismos de accién a nivel celular y la
eficacia clinica de la hipotermia han sido ampliamente
investigados.

A pesar de la eficacia contrastada de este tratamiento como
estrategia neuroprotectora en EHI moderada y grave, el nimero de
recién nacidos que es necesario tratar (NNT) para evitar un caso de
muerte o discapacidad grave a los 18 meses es de 6-7 en las
moderadas y graves respectivamente y hasta el 45-50% de los
pacientes tratados, especialmente aquellos con EHI grave,

presentan prondstico adverso®®,

1.5.2 Tratamiento anticonvulsivante

Las convulsiones son una complicacion frecuente de la EHI. Es
importante tener en cuenta que los mecanismos de accion de los
farmacos antiepilépticos (FAE) gque son esenciales para controlar la
actividad epileptiforme también pueden contribuir a una
neuroproteccion. Por tanto, es importante en este contexto usar
FAE que no solo controlen la actividad convulsiva, sino que
también puedan potencialmente suprimir la lesion evolutiva
iniciada por la hipoxia-isquemia procurando neuroproteccién
independientemente del control de la convulsion.

Se ha demostrado que los cambios sinapticos y celulares iniciados

por la deprivacion aguda de energia por isquemia cerebral son
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similares a los desencadenados por la descarga neuronal anormal
inducida por las convulsiones. Asi, el metabolismo energético
puede verse comprometido cuando la neurona hiperactiva se
mantiene en un estado de despolarizacion por descargas epilépticas
prolongadas. Debido a esta similitud en la cascada de cambios
sindpticos e intracelulares originados por la epilepsia y la isquemia
cerebral aguda, los FAE han sido probados como una posible

estrategia neuroprotectora en la lesion cerebral isquémica.

1.5.3 Terapias coadyuvantes
1.5.3.1 Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina enddgena que se
produce en los hepatocitos durante la etapa fetal y principalmente
en el rifion en el periodo postnatal. Su papel fundamental es la
estimulacion de la eritropoyesis aunque podria tener un potencial
efecto neuroprotector debido a sus efectos agudos antiinflamatorio,
antiexcitotoxico, antioxidante y antiapopt6tico, participando
también en procesos regenerativos como  angiogénesis,
neurogénesis y oligodendrogénesis®”®®. La EPO ejerce su funcién
tras la unién a su receptor de membrana que se expresa en el
cerebro en diferentes tipos de células como neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y células del endotelio vascular®”®,
Tras un insulto hipdxico-isquémico se ha visto un aumento de la
expresion de receptores de EPO en neuronas, astrocitos vy

microglia®.
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Los efectos de la EPO como neuroprotector en el dafio cerebral han
sido estudiados y demostrados en multiples modelos animales de
hipoxia-isquemia con resultados variables’® ",

En cuanto a los estudios realizados en poblacion neonatal, un
ensayo clinico reciente fase Il ha demostrado que la administracion
de dosis multiples de EPO sumado a la hipotermia terapéutica en
recién nacidos con EHI moderada/grave disminuye el dafio cerebral
moderado/grave objetivado en la RM cerebral y parece que mejora
la funcién motora al afio de vida™. Actualmente est4 en marcha un
ensayo clinico multicéntrico, doble ciego, controlado con placebo
(fase III) que incluye neonatos > 36 semanas con EHI
moderada/grave cuyo objetivo es evaluar si la administracion de
dosis altas y mutiples de EPO junto con la hipotermia disminuye el
resultado combinado de muerte o discapacidad neuroldgica a los 2

afios de edad’®.

1.5.3.2 Alopurinol o bloqueo de la xantina oxidasa

El alopurinol es un inhibidor selectivo de la XO, blogueando la
conversion de hipoxantina a xantina e inhibiendo
consecuentemente la produccion de acido Urico, de la generacion
de NO a partir de nitritos, un quelante de hierro libre asi como un
neutralizador de radicales hidroxilo. Todo ello lo convierte en un
candidato apropiado para la neuroproteccion’”’®.

En 1998 se realizo un estudio piloto en el que se administraron 40

mg/kg de alopurinol repartido en 2 dosis a recién nacidos con EHI.
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Se observo una reduccion del hierro libre no unido a proteinas, una
mejoria en la perfusion cerebral, en la actividad cortical cerebral y
ausencia de signos de toxicidad derivados del alopurinol™. Sin
embargo, en un estudio posterior doble ciego, la administracion de
alopurinol dentro de las 4 horas después del nacimiento no mostré
ningun efecto beneficioso en morbimortalidad frente a placebo, lo
cual se atribuyé al retraso postnatal de su administracion®.
Posteriormente fueron publicados los datos de seguimiento
neuroldgico de estos pacientes, de manera que aquellos recién
nacidos con EHI moderada que recibieron alopurinol en las
primeras horas después del parto (< 4 h) y una segunda dosis a las
12 horas presentaron mejores resultados a los 4-8 afios que aquellos
que habian recibido placebo®.

Los mismos investigadores publicaron un estudio en el que
administraban alopurinol profilactico a madres con trabajo de parto
y estado fetal no tranquilizador. Los neonatos que alcanzaron
niveles terapéuticos de alopurinol en sangre de corddn tuvieron
niveles significativamente mas bajos de proteina S-100B, un
marcador de dafio cerebral, asi como de hierro libre no unido a
proteinas, marcador de estrés oxidativo®.

Este grupo recientemente ha publicado un estudio multicéntrico y
aleatorizado alopurinol/placebo administrado a gestantes con
sospecha de estado fetal no tranquilizador durante el periodo previo
al expulsivo en el que no han podido confirmar una disminucion de
la proteina S-100B y de los marcadores de estrés oxidativo (8-

isoprostanos, neuroketal); sin embargo el andlisis post hoc
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demostrd un beneficio potencial en los recién nacidos nifias de
madres tratadas con alopurinol (niveles méas bajos de proteina S-
100B y neuroketal)®?.

Actualmente se esta realizando un estudio multicéntrico europeo
(acrénimo ALBINO trial; EudraCT-2016-000222-19) aleatorizado,
placebo/alopurinol en fase Il cuyo objetivo principal es la
disminucion de muerte y/o discapacidad y en el que participamos
18 hospitales de la red de asistencia publica de Espafia. Se
administrara alopurinol a recién nacidos con signos precoces de
encefalopatia secundaria a hipoxia-isquemia en el contexto de
asfixia perinatal, en los primeros 30 minutos de vida y en los que se
inicie tratamiento con hipotermia recibiran una segunda dosis 12
horas después de la primera. Se incluiran estudios de
metaboldmica, neurofisiologia e imagen, ademéas del seguimiento

del desarrollo neurol6gico neonatal hasta la edad de 24 meses.

1.5.3.3 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina
enddgena que ha mostrado resultados prometedores en la EHI por
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiapoptdticas.
La accion antiinflamatoria se ejerce regulando a la baja (down-
regulation) sefializadores de la inflamacion y la liberacion de NO
neuronal. La melatonina también bloquea la liberacion de proteinas
proapoptogénicas por las mitocondrias y modula la accion GABA y

receptores de glutamato®*®.

56



En modelos animales de EHI ha demostrado su eficacia en
monoterapia o conjuntamente con la hipotermia®*®’.

En cuanto a su aplicacion en recién nacidos, la melatonina utilizada
como coadyuvante de la hipotermia en pacientes con EHI redujo el
estrés oxidativo y mejor6 la supervivencia y el neurodesarrollo a
los 6 meses en los pacientes tratados®, aunque los resultados
tuvieron limitaciones por el tamafio muestral. Se precisan estudios
con un poder estadistico adecuado para demostrar la efectividad de
la melatonina y definir bien algunos factores como la dosis y la

duracién 6ptima del tratamiento.

1.5.3.4 Xendn

El xen6n es un gas noble ampliamente utilizado como anestésico
general debido a su elevado perfil de seguridad y que atraviesa la
placenta y la barrera hematoencefalica. Otra de sus propiedades es
el blogueo de los receptores de NMDA, lo que disminuye la
excitotoxidad®. En modelos animales de hipoxia-isquemia el
xendn inhalado conjuntamente con la hipotermia terapéutica ha
demostrado mejoria a nivel histologico y funcional y una mayor
supervivencia neuronal tras el insulto®.

En relacion con su aplicacibn en humanos, aunque se ha
demostrado que el xendn es aparentemente seguro no parece que
afiada ningan beneficio a la hipotermia desde el punto de vista

1
|9

neuroprotector tras el episodio de asfixia perinatal®™. Su principal

inconveniente es el coste.
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1.5.3.5 Argon

El argon es un gas noble ampliamente utilizado en la industria y
que tiene, entre otras propiedades, la capacidad de activar los
receptores de GABA, lo que confiere neuroproteccién en el cerebro
maduro® y propiedades antiapoptéticas, uno de los principales
mecanismos de proteccion cerebral del argén®***. Existe un interés
creciente hacia el argon porque ademas de ser el gas inerte méas
abundante, es 200 veces mas barato que el xenon.

En modelos animales de dafio cerebral hipdxico-isquémico se ha
demostrado un potente efecto neuroprotector™®. En un estudio
realizado en crias de rata, la administracién de argon (70%) tras el
insulto isquémico mejoro la supervivencia celular, redujo el area de
infarto y mejoré la funcién neurolégica®™. En un estudio reciente
realizado en crias de cerdo, la administracion de argon (45-50%) en
combinaciéon con la hipotermia terapéutica demostr6 un mayor
efecto neuroprotector en la espectroscopia y desde el punto de vista
histolégico””.

Desde el punto de vista clinico estan en espera de aprobacion
estudios fase 11.

1.5.3.6 Cannabidiol

El cannabidiol es el componente principal no psicotrépico de la

marihuana. Es bien conocido por ser un potente antioxidante y

98,99

antiinflamatorio y ademas tiene la capacidad de disminuir la
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excitoxicidad. Es por todo ello que se ha demostrado su efecto
neuroprotector en diferentes modelos animales de EHI solo o en

combinacién con la hipotermia'® 1%,

1.5.3.7 Células madre

La terapia con células madre se ha convertido en una opcién
terapéutica prometedora en muchas patologias en humanos, entre
ellas en los accidentes cerebrovasculares dado su efecto
neuroprotector y neuroregenerativo'®. En el recién nacido con EHI
podria tener su utilidad puesto que se ha demostrado su efecto
neuroprotector en modelos animales de lesion cerebral hipdxico-
isquémica'®.

Se ha demostrado que la sangre de cordon umbilical contiene
células progenitoras endoteliales, células madre mesenquimales y
celulas mononucleares, siendo una atractiva fuente de células dada
la relativa facilidad con que se podria obtener después del parto
para la realizacion de un trasplante autélogo'®. En un estudio
reciente se ha demostrado que la administracion autéloga de células
de corddn umbilical en recién nacidos con EHI en tratamiento con
hipotermia es segura y viable'®’.

Si bien la terapia con células madre es prometedora en estos
pacientes, antes de iniciar este tipo de tratamiento se necesitan
estudios para poder contestar algunas preguntas con respecto al

tipo de células madre a administrar, la dosis, la ventana terapéutica,
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el perfil de seguridad, investigando en profundidad los efectos a

corto y a largo plazo.

1.5.4 Topiramato: evidencia experimental y clinica

El topiramato (TPM) [Sulfamato de 2,3:4,5-bis-o0-(1-metiletilideno)
B-D-fructopiranosa] es un farmaco antiepiléptico quimicamente
novedoso aprobado para el tratamiento de las convulsiones
parciales y generalizadas en adultos y nifios. Su actividad
anticonvulsivante se debe probablemente a la supresion del tono
excitatorio y/o el potenciamiento de influencias inhibidoras.

El TPM inhibe varias isoenzimas de la anhidrasa carbonica y
modula los canales iénicos activados por AMPA/kainato y &cido
gamma-amino butirico (GABA-A), asi como los canales de sodio y
calcio activados por voltaje. También puede activar la conductancia
de potasio e inhibir la despolarizacién de respuestas mediadas por
GABA_A108—113.

Recientemente el TPM ha suscitado un gran interés como potencial
agente neuroprotector en la lesion cerebral hipoxico-isquémica
debido a su capacidad para inhibir la excitabilidad neuronal a través
del bloqueo de los receptores de glutamato™*!*. También se ha
demostrado que tiene efectos neuroprotectores en la leucomalacia
periventricular*®> y ha sido propuesto como un innovador
tratamiento  neuroprotector en el accidente isquémico

cerebrovascular'®®,
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Varios estudios experimentales han evaluado la eficacia del TPM
en la hipoxia- isquemia en el periodo neonatal. Asi, Follett y
colaboradores  han demostrado que el TPM administrado a
roedores en edad neonatal (7° dia postnatal) inmediatamente tras el
insulto hipoxico-isquémico, disminuye la lesion de sustancia blanca
y los déficits motores asociados™™.

El TPM disminuye la entrada de calcio in vitro y la muerte celular
mediadas por el receptor AMPA/kainato en oligodendrocitos en
desarrollo. Estos datos sugieren que el bloqueo del receptor
AMPA/kainato puede prevenir la lesion de sustancia blanca y que
la neuroproteccion conseguida con el TPM esta mediada, al menos
en parte, por la disminucion de la lesién excitotoxica en los
oligodendrocitos premielinizados en la sustancia blanca en
desarrollo.

Liu y colaboradores hipotetizaron que el TPM podia incrementar la
eficacia de un modelo de hipotermia post hipoxia-isquemia
subdptimo (3 horas de retraso en el inicio del tratamiento) de
infarto en rata neonatal. Ni el TPM ni la hipotermia diferida por si
solos conferian proteccién, mientras que el tratamiento combinado
mejoraba tanto el desempefio funcional como la gravedad de la
patologia cerebral en las ratas™*’.

Estos datos fundamentan mecanismos prometedores de
neuroproteccion y proporcionan un fuerte impulso para futuras
evaluaciones de terapia combinada de drogas con enfriamiento

retrasado tras hipoxia-isquemia neonatal.
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Otro estudio ha encontrado capacidad de neuroproteccion del TPM
administrado tras hipoxia-isquemia en cerdos recién nacidos
normotérmicos. Los cerdos recién nacidos sujetos a hipoxia-
isquemia mediante oclusion transitoria de la arteria carétida e
hipotension, recibian una solucion salina o de TPM administrada
como una dosis de carga 1 hora postinsulto seguida de dosis de
mantenimiento durante tres dias. Las dosis usadas en esta
aplicacion experimental fueron acordes al rango de dosis que se
conoce como efectivo contra las convulsiones en nifios. EI TPM
redujo significativamente la pérdida celular neuronal tras el insulto
hipdxico-isquémico grave de una forma dosis dependiente. Es
preocupante la evidencia del aumento de apoptosis en la sustancia
blanca tras la administracion de altas dosis de TPM, aunque esto no
se observé en los animales tratados con dosis bajas. No se
observaron efectos secundarios significativos relacionados con
alteraciones del comportamiento neuroldgico o en la alimentacion
con ninguna de las dos dosis.

Los deficits neuroldgicos fueron menos graves en los animales
tratados con TPM que en los animales tratados con placebo. El
TPM no afectd significativamente a la frecuencia de las
convulsiones y por tanto, estos datos indican que el potencial
neuroprotector del TPM podria ser independiente de sus efectos
anticonvulsivantes™®.

Antes de que el TPM pueda ser considerado para un ensayo clinico
con hipotermia, es esencial entender cémo la hipotermia afecta a su

farmacocinética.
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En un estudio reciente de 13 neonatos con asfixia tratados con
hipotermia terapéutica corporal total, se administr6 TPM por via
oral a una dosis de 5 mg/kg una vez al dia durante el tratamiento
con hipotermia, lo cual representa el rango bajo de dosis usadas en
nifios para tratamiento antiepiléptico. En la mayoria de los neonatos
esta pauta de dosis se asocid con concentraciones plasmaticas de
TPM dentro del rango de referencia de 5-20 mg/L, mostrando que
la absorcion oral de TPM se mantenia durante la hipotermia. Sin
embargo, las concentraciones de TPM y la vida media fueron
notablemente mas altas cuando se comparaban con los casos de las
pocas publicaciones previas de nifios normotérmicos, sugiriendo
que la hipotermia reduce tanto la absorcion como la eliminacion de
TPM. No hubo efecto aparente de terapia aditiva con fenobarbital
en tres nifos.

Es interesante sefialar que hubo una supervivencia muy buena en
este estudio (92%) y la imagen de resonancia magnética fue normal
en el 46% de los nifios tratados**®.

En un estudio reciente, se compar6 retrospectivamente el perfil de
seguridad de los neonatos tratados con hipotermia mas TPM con
neonatos tratados solo con hipotermia. Los recién nacidos fueron
tratados en las primeras 6 horas tras el nacimiento con hipotermia
profunda (30-32°C) o moderada (32-34°C) y el TPM se administro
a través de sonda orogastrica durante los tres primeros dias de vida
(5 mg dia 1, 3 mg dia 2 y 3). Se monitorizaron los niveles
plasmaticos de TPM. Los autores concluyeron que el TPM era

seguro y el resultado a corto plazo era positivo pero que se
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necesitaban estudios con un mayor numero de pacientes para
alcanzar significacion estadistica y confirmar la mayor
neuroproteccion conseguida al administrar topiramato junto al

tratamiento con hipotermia*%.

1.5.4.1 Farmacocinética y farmacodindmica del TPM en la etapa

neonatal

La literatura publicada referente a la farmacocinética y
farmacodinamica del TPM en el periodo neonatal es escasa e
incluso alin mas escasa durante la hipotermia.

El presente estudio ha permitido estudiar tanto la farmacocinética
como la farmacodindmica del TPM en recién nacidos en
tratamiento con hipotermia lo que mejorara el conocimiento de
ambos aspectos de la farmacologia pudiendo optimizar la
dosificacion y confirmado la seguridad y efectividad del topiramato
como neuroprotector en los pacientes con EHI.

1.5.4.2 Disminucion de la incidencia de convulsiones

Los recién nacidos con convulsiones clinicas tienen mayor riesgo
de morbimortalidad. En un estudio de 82 neonatos con
convulsiones clinicas, el 27% desarrollaron epilepsia, el 25%
desarrollaron parélisis cerebral, el 20% tuvieron retraso mental y el
27% tuvieron dificultades del aprendizaje?. En otro estudio de 89
recién nacidos a término con convulsiones clinicas, la mortalidad

fue del 7% y el 28% de los supervivientes tuvo un resultado
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desfavorable'?. Sin embargo, el resultado depende en gran medida
de la etiologia de la encefalopatia y convulsiones****?,

Estudios en animales sugieren que las convulsiones neonatales
podrian dafiar el desarrollo cerebral y conducir a alteraciones del
neurodesarrollo a largo plazo, incluyendo epilepsia*® ™.

En recién nacidos con EHI las convulsiones se asocian con

alteracion del metabolismo cerebral 1%°

y se ha demostrado que la
presencia de crisis convulsivas eléctricas se asocia con la gravedad
de la lesion cerebral (evaluada por RM) en recién nacidos con EHI
en tratamiento con hipotermia, independientemente del patron de
base del EEG integrado por amplitud (aEEG)**'.

Un estudio evalu6 218 recién nacidos a término con encefalopatia
moderada a grave en tratamiento con hipotermia selectiva de la
cabeza y monitorizacion con aEEG. En el andlisis multivariante, la
ausencia de crisis eléctricas se asocié con tasas mas bajas de
muerte y discapacidad severa a los 18 meses'?®.

En un ensayo clinico de hipotermia terapéutica en el que se realiz6
monitorizacién con aEEG, la presencia de convulsiones se asocio
con un resultado desfavorable (49% sin convulsiones vs. 67% con
convulsiones)®®.

Un aspecto importante inherente al tratamiento de la EHI es el
control de las convulsiones. La excitotoxicidad es una caracteristica
frecuente de la EHI. Al disminuir la recaptacion de
neurotransmisores de manera drastica como consecuencia de una
falta de energia en las bombas de recaptacion dependientes de ATP

en la astroglia, se acumula una cantidad excesiva de los mismos en
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el espacio sinéptico. La hiperexcitabilidad y como consecuencia las
convulsiones constituyen un factor de riesgo importante para
incrementar el dafio neuronal. La clinica y preclinica con TPM
muestra que éste ejerce un control eficaz sobre los receptores
GABA dependientes (AMPA, NMDA, receptores de kainato)
traduciéndose en una herramienta muy valiosa para el control de las
convulsiones en la edad adulta y pediétrica.

A pesar de los datos limitados de eficacia y seguridad, actualmente
el fenobarbital continta siendo el farmaco de eleccion para el
tratamiento de las convulsiones neonatales. La dosis inicial de
carga de 10-20 mg/Kg y las dosis de mantenimiento de 2,5-5
mg/Kg/dia son las empleadas habitualmente en la practica clinica.
Estudios recientes han demostrado sin embargo que el fenobarbital
puede ser muy toxico, induciendo apoptosis en neuronas de ratas
recién nacidas tanto pretérmino como a término****. Por tanto,
encontrar una alternativa al fenobarbital seria una prioridad en la
farmacologia neonatal.

Basandonos en estudios previos experimentales y piloto,
hipotetizamos  que el TPM podria también controlar las
convulsiones en los neonatos con EHI moderada-grave

disminuyendo la necesidad de otros farmacos antiepilépticos.
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1.5.4.3 Disminucion del estrés oxidativo y marcadores de dafio

neuronal

El uso de TPM para reducir la actividad convulsiva disminuira la
inflamacion cerebral, el estrés oxidativo asociado y el dafio de las
células neuronales (neuronas, oligodendroglia, astroglia vy

microglia).
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2. Hipdtesis

La administracion de topiramato a nifios recién nacidos con asfixia
perinatal y encefalopatia hipoxico-isquémica moderada/grave
reduce la excitotoxicidad neuronal. Como consecuencia disminuira
la incidencia, la duracion y/o la frecuencia de las crisis convulsivas
asi como sus complicaciones a corto y largo plazo, mejorando los
resultados del neurodesarrollo evaluado a los 24 meses de edad

postnatal.
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3. Objetivos del estudio
3.1 Objetivo principal

Evaluar si la administracion precoz de topiramato comparado con
placebo en recién nacidos con asfixia perinatal y encefalopatia
hipdxico-isquémica moderada/grave, ademas de la hipotermia
terapéutica, disminuye la incidencia de las convulsiones asociadas
a hipoxia-isquemia (evaluado mediante electroencefalografia
integrada por amplitud), mejorando como consecuencia el

neurodesarrollo.

3.2 Objetivos secundarios

a) Evaluar si la administracion precoz de topiramato comparado
con placebo en recien nacidos con asfixia perinatal y
encefalopatia hipoxico-isquémica moderada/grave, ademas de la
hipotermia terapéutica, disminuye la duracion y/o frecuencia de

las convulsiones asociadas a la hipoxia-isquemia.

b) Evaluar el efecto del topiramato afiadido a la hipotermia en

reducir la incidencia de la mortalidad neonatal asociada a EHI.

¢) Evaluar la eficacia del topiramato sobre el neurodesarrollo a los
24 meses de edad postnatal mediante la realizacién de la Escala

de Bayley IlI.

d) Evaluar el efecto del topiramato afadido a la hipotermia en:

- El dafio cerebral evaluado por ecografia cerebral.
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- El dafio cerebral evaluado por resonancia magnética cerebral a
los 7 dias de vida.
- Los biomarcadores de dafio neuronal y estrés oxidativo y

metabolitos del metabolismo energético.

e) Evaluar la seguridad del topiramato en recién nacidos tratados

con hipotermia.

f) Estudiar la farmacocinética y farmacodinamica del topiramato

en recién nacido tratados con hipotermia.
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4. Material y métodos
4.1 Disefio del estudio
4.1.1 Disefio

Estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado por
placebo (estudio fase I11).

4.1.2 Duracién

El periodo de reclutamiento fue de 2 afios y el de seguimiento de 2

afios mas, siendo la duracion total de 4 afios.

4.1.3 Poblacion del estudio

Recién nacidos > 36 semanas de edad gestacional y > 2000 g de

peso al nacimiento con asfixia perinatal y EHI moderada/ grave.

4.1.3.1 Reclutamiento

Los pacientes se reclutaron en 13 centros espafioles referencia de
EHI donde se realiza hipotermia terapéutica. Se incluyeron tanto
los nacidos en los centros de referencia donde se realiz6 el estudio
como los nacidos en hospitales secundarios, siempre y cuando se
trasladaran al centro de referencia antes de las 6 horas tras el
nacimiento, estando dentro del tiempo de ventana terapéutica para

el inicio de la hipotermia.
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Tras el nacimiento o el traslado en caso de proceder de un hospital

secundario y tras solicitar el consentimiento a los padres, se realizd

la aleatorizacion, asignandose al grupo de topiramato o placebo.

La primera dosis se administro tan pronto como fue posible tras la

obtencion del consentimiento y siempre antes de las 8 horas de

vida.

4.1.3.2 Criterios de inclusion
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Consentimiento informado firmado por padres o representante
legal.

Edad gestacional > 36 semanas.

Peso al nacer > 2000 gramos.

Estado neonatal clinico de encefalopatia hipdxico-isquémica
moderada o grave evaluada mediante la clasificacion de Sarnat
modificado™* (Figura 7).

Signos evidentes de asfixia durante el parto: meconio y/o
alteracion del ritmo cardiaco.

Nacidos en los centros de referencia o llegada al mismo dentro
del periodo de aplicacion de la hipotermia (6 horas tras el
nacimiento).

El paciente debe cumplir al menos un criterio de A y uno de B:

A. Existencia de datos perinatales compatibles con situacion de
hipoxia- isquemia periparto:



* Estado fetal no tranquilizador durante la monitorizacién
fetal.

* pH patolégico de cuero cabelludo (<7.2).

* Existencia de un evento hipoxico-isquémico centinela
(patologia del corddn, desprendimiento de placenta, rotura
uterina, hemorragia fetal grave).

+ Distocia de parto.

B. Estado objetivo de afectacion perinatal:

» Apgar <5 alos 5 minutos.

* Necesidad de reanimacion con ventilacion con presion
positiva (con mascarilla o con TET) a los 10 minutos de
vida.

* pH <7 valorado en la peor gasometria de los primeros 60
minutos (obtenida en sangre de cordon, arterial, venosa,
capilar).

« Déficit de bases > 16mmol/L valorado en la peor
gasometria de los primeros 60 minutos (obtenida en sangre
de cordon, arterial, venosa, capilar).

4.1.3.3 Criterios de exclusion

- Edad gestacional < 36 semanas.
- Peso al nacer < 2000 gramos.
- Cualquier patologia que requiera cirugia antes del alta.

- Malformaciones congénitas mayores.

75



76

Muerte inminente.

Cromosomopatias.

Rechazo a participar y/o firmar el consentimiento informado.
Imposibilidad de aleatorizacién o aleatorizacion erronea.
Incapacidad de iniciar hipotermia activa o pasiva en el periodo
de ventana de 6 horas (temperatura rectal < 34°C).

Empleo de otro agente en investigacion.



LEVE MODERADA SEVERA
1.- Nivel de alerta | Normal Letargia Estupor o coma
(capacidad de
despertar)
2.- Actividad Normal o Disnunuida Ausente o
espontinea hiperexcitabilidad estereotipada
(calntldad ¥ Movimientos Pobre repertorio Respuesta de
calidad)

flurdos, vanables

y de contorneo

de movimientos

retirada,
movimientos de
decorticacion o

descerebracion
3.- Actividad
neuromuscular
Tono MNormal Leve hipotonia Flacido
Postura Adecuada flexion | Pobre flexion de 4 | Postura flicida o
y aduccion de 4 extremidades tonica sostenida
extremidades
4.- Reflejos
Primitivos
Succién Débil Débil Ausente
Moro Normal Incompleto Ausente
Miotiticos Aumentados Débiles Ausentes
5.- Sistema
autondmico.
Desigual, fija o
dilatada. Pobre
Pupilas Midriasis Miosis reflejo luminico
Respiracion Normal o Penddica o Apnea o
taquipnea por irregular respiracion
acidosis apneusica o
neurogena central
6.- Convulsiones. No Presentes Convulsidon

Tepetitiva o
estatus

Figura 7. Escala de Sarnat modificado.
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4.1.3.4 Determinacioén del tamafio muestral

La variable principal del estudio es la reduccion de la incidencia de
las convulsiones asociadas a la encefalopatia hipoxico-isquémica.
De acuerdo con datos de la literatura la incidencia de convulsiones
en la poblacién de los recién nacidos con este tipo de patologia
oscila, segtin las series, entre 32% y 62%*"13*137 v seqiin datos
del Hospital La Fe de Valencia (no publicados), la incidencia de
convulsiones es de aproximadamente del 50% por lo que hemos
elegido la incidencia de 50% para el calculo del tamafio muestral.
Consideramos clinicamente significativa una reduccién absoluta
del 50% (pasar del 50% al 25%) con una relacion entre grupo
experimental y control de 1:1, un nivel de significacion alfa de 0,05
y un riesgo B del 10%. Con estas premisas se precisa un total de 84
pacientes.

Dada la duracion del estudio por su seguimiento a medio plazo, se
previeron unas pérdidas del 15% por lo que seria necesario reclutar
100 pacientes en total.

4.1.3.5 Aleatorizacion

Los numeros de aleatorizacion fueron proporcionados por un
programa informatico, preparandose las listas de aleatorizacion y

que se conservaron en el Servicio de Farmacia del Hospital
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Universitari i Politécnic La Fe para el etiquetado ciego y el
envasado de la medicacion del estudio.

La aleatorizacion se realiz6 en bloques de 4.

Cada envio de la medicacion a los centros de estudio comprendio
blogues completos de 4, logrando asi la estratificacion por centro.
El Servicio de Farmacia del Hospital Universitari i Politecnic La Fe
prepar6 la medicacion del ensayo de acuerdo a un codigo
preestablecido con un aspecto externo indistinguible y en un mismo
volumen y concentracion por vial de 5 mg/mL. El envio se realizd
a los servicios de Farmacia de los diferentes centros participantes.
Los pacientes fueron asignados de manera secuencial al numero de
aleatorizacion mas bajo por orden de entrada en el estudio en cada

centro.

4.2 Medicacién del estudio
4.2.1 Tratamiento

Intervencién: Topiramato solucion oral a una concentracion de 5
mg/mL a partir de Topamax® 100 mg comprimidos (Janssen-Cilag,
Cologno Monzese, Milan, Italia) en viales de cristal topacio de 30
mL. La primera dosis de 5 mg/kg (1 mL/kg) se administraba tan
pronto como el paciente se encontrara estabilizado y siempre antes
de las 8 horas de vida. Las siguientes dosis seran de 3 mg/kg (0,6
mL/kg) cada 24 horas y se administraron un minimo de 5 dias y
hasta un méximo de 7 dias. La medicacion se administré a través

de sonda nasogastrica.
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Control: Placebo (agua estéril para inyeccion, Grifols®) a la misma

dosis y mismo intervalo terapéutico que en el grupo intervencion.

En el caso de que el paciente presentara crisis, el tratamiento se
administraba un minimo de 5 dias y se suspendia las 48 horas de
ceder las crisis, administrandose un maximo de 7 dias.

En el caso de que el paciente no presentara crisis, la medicacion del
estudio se administraba durante 5 dias (48 horas tras el

recalentamiento).

4.2.2 Justificacién de la formulacién empleada y preparacion de la

medicacion

Se decidi6 preparar el topiramato a una concentracion de 5 mg/mL
porque facilita el calculo de dosis a administrar al paciente y se
parte de los comprimidos de Topamax® en lugar de principio activo
para no tener que realizar ningun estudio de calidad de la materia
prima y que no se considerara como una formulacion nueva sino
como un acondicionamiento de la especialidad (de acuerdo a
consulta realizada a la Agencia espafiola del Medicamento en fecha
29 de marzo de 2012). El Topamax® en cépsulas dispersables se
desechd también porque los granulos no se deshacen en agua a
pesar de agitacion continua y porque el color hace imposible el
enmascaramiento.

Se obtuvo una solucion final transparente incolora para que fuera

indistinguible del placebo, lo cual conllevo la dificultad de eliminar
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todos los componente (excipientes) insolubles del comprimido de
Topamax® de 100 mg utilizado como especialidad de partida.

Excipientes del comprimido: lactosa monohidrato, almidon de maiz
pregelificado, celulosa microcristalina, glicolato sodico de almidéon
de patata (tipo A), estearato magnésico. El recubrimiento de la
pelicula: Opadry®: hipromelosa, magrogol, polisorbato 80 y
colorante (E-171y E-172).

Se plante6 la realizacion de un estudio de estabilidad para
garantizar que la solucién fuera estable el tiempo suficiente para
garantizar la logistica del ensayo (preparacion, distribucion) y el
tiempo hasta su administracion al paciente en condiciones 6ptimas.
Para poder disponer de la informacion con la mayor premura
posible para obtener datos de estabilidad de al menos 6 meses, y
con los medios disponibles, se prepard la muestra de ensayo de la
siguiente forma: se adicionaron 5 comprimidos de Topamax® 100
mg a un mortero, se afiadié un poco de agua, esperando unos
minutos hasta que se disolviera la cubierta. A continuacion se
pulverizaron los comprimidos hasta obtener una pasta fina
homogénea. Se adiciond una nueva porcion de agua hasta obtener
una suspension mas fluida. Posteriormente se transfirié a un vaso
de precipitado. Se lavé el mortero con porciones de agua para
arrastrar el remanente de la suspension y se vertié al vaso de
precipitado hasta un volumen final proximo a 100 mL. Se dejé la

suspension en el agitador magnético aproximadamente a 500 rpm
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durante unas 15 horas. Transcurrido dicho tiempo, se transfirio la
suspension a un matraz aforado, enrasando hasta el volumen final.
Se volvio a homogenizar la suspension final agitando unos
minutos.

Para obtener la solucién final y dado que se requeria muy poco
volumen (unos mL) para la realizacién del ensayo, la suspension se
prefiltré a través de un filtro hidrofilico de 0.45 um (Millipore) y
luego a través de un filtro de 0.22 um (Stericap®, filtro Millipore
express plus) en la campana de flujo laminar horizontal,
obteniéndose finalmente una solucion transparente, incolora y
estéril.

La solucion obtenida estaba lista para envasar en cabina de flujo
laminar horizontal, en frascos topacio estériles de 30 mL con tapon
precinto.

4.2.3 Control de calidad y estudios de estabilidad de la solucion

oral. Liberacién de lotes

Antes de la liberacion de lotes por el farmacéutico responsable se
realizaron los siguientes estudios de calidad, incluyendo:
caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas (particulas y pH),
microbiologicas (tioglicolato y cultivo de agar sangre para bacterias
y cultivo en medio liquido Saboureaud para hongos) y control
cuantitativo. Se realiz6 también el correspondiente analisis para
verificar que la concentracion de la solucion era la esperada. La

determinacion de la concentracion de topiramato en las muestras se
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realiz6 mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas (LC-MS / MS) utilizando el sistema AcquityUPLC
acoplado a un detector de cuadrupolo triple MS Xevo-TQ con

interfaz de electrospray (ESI) (Waters, Manchester, Reino Unido).

4.2.4 Etiquetado y enmascaramiento de la medicion

El etiquetado de la medicacidn en su envase definitivo se realiz6 en
el Servicio de Farmacia del Hospital Universitari i Politecnic La Fe
de Valencia en la Unidad de Farmacotecnia.

La medicacion fue etiquetada con etiquetas correspondientes a
pacientes cuyo numero de aleatorizacion correspondiera a ese
tratamiento. Estas etiquetas fueron generadas por la Unidad de
Ensayos Clinicos del Servicio de Farmacia para los frascos de
topiramato y placebo por separado.

En las etiquetas se reflejé el nimero de aleatorizacion impreso, que
se obtuvo de la lista de aleatorizacion por bloques.

La etiqueta contenia la siguiente informacién:

Protocolo: 1645-CI-058 Muestra para investigacién clinica
Contenido: TOPIRAMATO/PLACEBO solucion ORAL Smg/ml 30 ml
Numero de paciente:  Numero de aleatorizacion: 8401
Dosis: Primer dia: 5 mg/kg/dia. Resto dias: 3mg/k/dia
Conservar en Nevera una vez abierto. Mantener fitera del alcance de los
nifios. Investigador principal:
Lote de fabricacion: Fecha de caducidad:

Promotor: IIS La Fe. Bulevar Sur, s/n 46026-Valencia Teléfono: xxxxxxx
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4.2.5 Instrucciones para la administracion de la medicacion del

estudio

El volumen de la solucion a administrar se tom6 mediante jeringa y
se administro a través de sonda nasogastrica. Tras la administracion
del tratamiento se procedio al lavado de la sonda con 2 mL de agua
destilada/suero glucosado al 5% y se mantuvo cerrada durante al
menos 1 hora.

En el caso de estar recibiendo alimentacion enteral, esta se
administr6 1 hora antes de la toma.

En el caso de aparecer vémitos en los 30 primeros minutos tras la
administracion del tratamiento se repitid la dosis. Si pasaban méas

de 30 minutos se desaconsejaba volver a administrarlo.

4.2.6 Almacenamiento

Los frascos fueron guardados a temperatura ambiente por el tiempo
establecido en la etiqueta. Una vez abierto el vial, este se
conservaba en nevera a 2 — 8 °C para la administracion de las

siguientes dosis.

84



4.3 Manejo clinico durante la hipotermia
4.3.1 Reanimacion en paritorio

- Apagar el calor radiante una vez que el paciente haya sido
estabilizado en aquellos pacientes susceptibles de desarrollar una
encefalopatia hipoxico-isquémica o aquellos que requieran una
reanimacién avanzada y /o tengan una puntuacion de Apgar <5 a
los 5 minutos.

- Prevenir la hipertermia. Se recomienda monitorizar la temperatura
corporal, evitando que la temperatura sea superior a 37,5 °C.

- Evitar la hiperoxia ya que esta incrementara el estrés oxidativo.
Se recomienda iniciar la reanimacion con aire ambiente puesto
que mejora los resultados®. Ademés la hiperoxia precoz en
pacientes con acidosis perinatal grave en el contexto de asfixia
perinatal se asocia con un mayor riesgo de EHI'*. Se recomienda
utilizar un pulsioximetro durante la reanimacion y ajustar la FiO,
en funcién del nomograma de saturacion™.

- Evitar la administracion de expansores de volumen vy la
administracion de bicarbonato por la alcalemia paraddjica con

acidosis tisular.

4.3.2 Inicio de hipotermia activa: recomendaciones generales y

cuidados bésicos

- Colocar al paciente en cuna térmica apagada sobre el colchon de

enfriamiento del equipo de hipotermia y conectar.
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- Controlar la temperatura central de forma continua mediante la
colocacion de una sonda rectal introducida 5 — 6 cm en el recto
(una para el equipo de hipotermia y otra para el monitor). Ademas
monitorizar una temperatura no invasiva mediante un sensor
cutaneo en el pliegue axilar o frontal.

- Monitorizar la frecuencia cardiaca, la tension arterial, el
electrocardiograma y la saturacion periférica de oxigeno.

- Monitorizar la saturacion regional de oxigeno cerebral.

- Monitorizar la funcion cerebral mediante aEEG.

- Se recomienda la monitorizacion transcutdnea de la pCO, y la
POy,

- Canalizar arteria y vena umbilicales y colocar sonda vesical para
control de diuresis y sonda nasogastrica.

- Mantener una temperatura rectal de 33,5 °C durante 72 horas.

4.3.3 Respiratorio

- No modificar la humedad de las tubuladuras y ventilar con aire
humedo y caliente.

- Mantener pCO; entre 35 - 45 mmHg (ajustando el gasémetro a la
temperatura corporal). Si precisa intubacion evitar la hipocapnia
puesto que produce vasoconstriccion arterial cerebral y podria
agravar el fallo energético secundario. Para ello, utilizar
modalidades parcialmente asistidas como por ejemplo PSV + VG
0 SIMV + VG). Si no es posible ajustar la temperatura del
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gasémetro los niveles normales de pCO, para una temperatura
corporal del 33,5 °C son entre 45 — 55 mmHg.

4.3.4 Hemodindmico

- Mantener un rango de frecuencia cardiaca entre 80 — 100 Ipm
durante la fase de mantenimiento de la hipotermia.

- Evitar expansiones de volumen, especialmente de forma brusca.

- Mantener la tension arterial media en rango adecuado (45-65
mmHg) para mantener un gasto cardiaco dentro de la normalidad.
Si hay signos de disfuncion miocardica se recomienda realizar
ecocardiograma y valorar la utilizacién de farmacos inotropos

(dobutamina, dopamina, adrenalina).

4.3.5 Hematoldgico
4.3.5.1 Coagulacion

Durante la hipotermia se prolongan los tiempos de coagulacion,
aumenta la viscosidad de la sangre y se puede producir una
disminucion del niomero de plaguetas que ademdas son
disfuncionantes. Ante sospecha de alteracion de coagulopatia o
hemorragia perinatal, se recomienda transfusion de plasma previo

al inicio de la hipotermia.
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4.3.5.2 Serie blanca

Durante la hipotermia estd aumentado el riesgo de sepsis por
disminucion del recuento leucocitario e inhibicion de la actividad
antimicrobiana por lo que se recomienda iniciar tratamiento

antibidtico profilactico.

4.3.6 Fluidoterapia y electrolitos

- Se recomienda restriccion hidrica inicial con aportes totales entre
40 — 60 mL/kg/d debido a la posible afectacion renal.

- Sodio, potasio y cloro: tendencia a disminuir durante la
hipotermia, secundario a sindrome de fuga capilar, con aumento
durante la fase de recalentamiento al volver el liquido intersticial
al espacio intravascular. Se recomienda corregir hasta niveles en
limite inferior de la normalidad.

- Calcio y magnesio: en los neonatos asficticos son frecuentes los
trastornos metabdlicos transitorios, entre ellos la hipocalcemia e
hipomagnesemia. Se recomienda mantener magnesemia entre
1,6 — 2,2 mg/dL.

- Glucosa: tras el insulto hipoxico-isquémico es frecuente que las
reservas de de glucosa se deplecionen con facilidad por aumento
de la actividad glucolitica en el contexto del metabolismo
anaerobico, encontrdndonos de manera frecuente hipoglucemia
tras la asfixia, lo que puede agravar el fallo energético secundario.

Durante la fase de hipotermia existe una tendencia a la
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hiperglucemia probablemente secundario a la disminucion del
metabolismo celular mientras que durante el recalentamiento
puede haber un aumento de las necesidades de glucosa con riesgo
de hipoglucemia. Es por todo esto que se recomienda un control
estrecho de las cifras de glucemia, evitando la hipoglucemia pero
también la hiperglucemia, manteniendo cifras de glucemia entre
60 - 120 mg/dL.

4.3.7 Alimentacion

La incidencia de enterocolitis necrotizante es baja y no parece
aumentar como consecuencia de la hipotermia. Una vez pasado el
momento agudo tras el insulto, valorar iniciar alimentacion enteral
trofica con leche materna o leche materna de donante hasta un
méaximo de 20 mL/kg/d durante la fase de mantenimiento de la

hipotermia.

4.3.8 Sedoanalgesia y relajante muscular

La hipotermia puede no ser efectiva si el paciente presenta signos
clinicos de estrés (cefio fruncido, pufios fuertemente cerrados,
irritabilidad, frecuencia cardiaca > 120 Ipm, etc.), por lo que se
recomienda que en todos los pacientes incluidos en este estudio se
utilice sedacion.

Los farmacos y dosis de inicio fueron:

- Morfina en perfusion continua a dosis de 5 — 20 pg/kg/h. Iniciar a

10 pg/kg/h y ajustar segin respuesta. La morfina presenta un
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aclaramiento lento durante la hipotermia pudiendo incrementar su
concentracion hasta niveles potencialmente toxicos. En algunos
casos es posible que se requiera cambiar a fentanilo en perfusion
continua debido a tolerancia al cloruro morfico.

- Se recomienda no utilizar midazolam para controlar el estrés por
frio.

- Se recomienda no utilizar relajantes musculares, Unicamente si
fuera necesario y de manera excepcional para evitar la
hiperventilacion central o como tratamiento de la hipertension
pulmonar recordando que el metabolismo se enlentece y hay

riesgo de efecto acumulativo.

4.3.9 Monitorizacion y manejo de las convulsiones

Para la monitorizacion continua de la actividad cerebral y la
deteccion de actividad epiléptica y patrones anormales durante la
hipotermia se utiliz6 un monitor de aEEG.

Se trataron las crisis electroclinicas, es decir, todas aquellas con
cualquier patron de expresion clinica con correlato en el aEEG y en
el electroencefalograma (EEG) crudo y también las eléctricas, es
decir, aquellas sin expresion clinica identificable por el observador
(disociacion electroclinica).

Se trataron las crisis aisladas (< 1 episodio/hora), repetidas (> de 2
episodios/hora) y el estatus epiléptico, identificado como un patron
en cepillo por crisis repetidas durante > de 30 minutos o por

elevacion persistente de la linea inferior y superior del registro de
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aEEG. Valorar ante una Unica crisis de corta duracion con
remision esponténea esperar a la repeticion de la crisis para iniciar
tratamiento anticomicial. Ante una convulsion clinica sin correlato
eléctrico en el aEEG o en el EEG crudo, se deja a criterio del

clinico la decision de iniciar o no tratamiento anticomicial.
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4.3.9.1 Tratamiento de las convulsiones

El algoritmo que se siguié para el tratamiento de las convulsiones

esta reflejado en la Figura 8.

Fenobarbital 20 mg/kg

l Sino cede en 10 min

Fenobarbital 10 mg/kg g

l Si no cede en 30 min

o recidiva
Midazolam
Bolo: 0,05 mg/kg en 10 min
Mantenimiento: Imcg/kg/min

Sino cede con
perfusion mdxima

Lidocaina
Bolo: 2mg/kg en 10min
Mantenimiento: 4mg/kg/h durante
6h, seguido de 3mg/kg/h durante 6h,
seguido de 2mg/kg/h durante 12h

- Niveles cada 24h

Maximo 30 mg/kg

No mantenimiento sin niveles

5i estatus o recidiva aumentar 1 meg/kg/min
cada 30 min (maximo 3 mcg/kg/min)

-| Silas crisis ceden y no recidivan en 12 horas,

disminuir la dosis a la mitad cada 12 horas
hasta suspender en 24- 36 horas

Tras 24h de perfusién en total se suspende
la lidocaina independientemente del control
o no de las crisis. Se recomienda monitorizar
los niveles de lidocaina a las 8, 12, 24y 36

-| horas. Niveles 1.5-6 mg/L (nunca superiores

a 6 mg/L).Niveles con riesgo de
cardiotoxicidad > 9 mg/L.

Administrar siempre con monitorizacién
cardiaca continua en UCIN

Si no ceden las crisis

o recidivan

Si presenta crisis refractarias al tratamiento indicado en
el protocolo, queda a criterio de cada centro otras
alternativas terapéuticas como por ejemplo el ensayo

terapéutico con piridoxina 50 mg/kg o continuar
tratamientos alternativos segun las decisiones
individuales clinicas.

Estudios experimentales muestran que tanto el topiramato como el
levetiracetam aumentan la neurodegeneracidn producida por el tratamiento
con fenitoina por lo que se contraindica el uso de la fenitoina en este estudio.

Figura 8. Tratamiento de las convulsiones.
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4.3.10 Recalentamiento

El protocolo de recalentamiento que se sigui6 fue el que sigue a

continuacion:

- Recalentar lentamente en 12 horas (< 0.3°C por hora).

- El ascenso de temperatura se realizara de modo controlado
aumentando 0.1°C cada 30 minutos hasta alcanzar la temperatura
de 36.5°C.

- Si durante el recalentamiento aparecen convulsiones:

- Detener el recalentamiento.

Volver a la temperatura de la fase de mantenimiento de la
hipotermia (33.5°C rectal) y mantenerla durante 24 horas.

Tratar las convulsiones segun protocolo.

Reiniciar el recalentamiento segun el protocolo habitual.
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4.4 Procedimientos del estudio y valoraciones. Recogida de
variables

4.4.1 Variables prenatales

Factores de riesgo de asfixia perinatal: alteraciones de la
monitorizacion fetal, liquido amniotico meconial, presencia de
evento centinela (patologia del cordon, desprendimiento de
placenta, rotura uterina, hemorragia fetal grave), distocia de parto,

pH de cuero cabelludo.

4.4.2 Variables perinatales

Edad gestacional, somatometria (peso, longitud y medida del

perimetro craneal).

4.4.2.1 Relacionadas con el estado objetivo de afectacion perinatal

Puntacion de Apgar, maniobras de reanimacion utilizadas (soporte
respiratorio, FiO, méaxima, intubacion, masaje cardiaco,
administracion de drogas), pH y déficit de bases en gasometria de

corddn umbilical (arteria y/o vena).

4.4.2.2 Relacionadas con el estado clinico de evolucion a EHI

moderada/grave

Estado de vigilia (letargia, estupor, coma), hipotonia, respuestas

motoras disminuidas, ausentes o estereotipadas, reflejos primitivos
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alterados o ausentes, alteracion del sistema autonémico, presencia

de convulsiones.

4.4.3 Transporte neonatal critico (si nacimiento en hospital

comarcal)

Hipotermia  pasiva, incidencias durante el transporte

(sobreenfriamiento, hiperpirexia, convulsion, extubacion).

4.4.4 Hipotermia

Se confecciond un cuaderno de recogida de datos electrénico
(CRDe). Las variables recogidas durante el tratamiento con

hipotermia se han tomado de la historia clinica del paciente.

4.4.4.1 Variables clinicas basales

Temperatura rectal al ingreso, horas de vida al inicio de hipotermia
activa, soporte respiratorio, sobreenfriamiento (T2 < 32°C),
hiperpirexia (T* > 38°C) , arritmias (excepto bradicardia sinusal >
80 Ipm), convulsiones clinicas (duracion, numero, frecuencia) y
tipos (focales o generalizadas, tonicas, clonicas, tonico-clonicas,
sutiles), oligoanuria, insuficiencia renal (creatinina > 1.5 mg/dL
durante al menos 24 — 48 horas o un aumento > 0.3 mg/dL al dia

con funcién renal matera normal), complicaciones cutaneas.
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Tratamientos: morfina, fentanilo, administracion y dosis de
farmacos antiepilépticos (fenobarbital, midazolam, lidocaina, etc.),

inotropos, antibidticos, insulina.

4.4.4.2 Determinaciones analiticas basales

Trombopenia (plaguetas < 60.000/uL), creatinina, indice de Quick.

4.4.4.3 Electroencefalograma integrado por amplitud (aEEG)

Se monitoriz6 la actividad cerebral mediante aEEG para evaluar la
variable principal del estudio. La monitorizacion continua con
aEEG en la poblacion de estudio esta clinicamente indicada segun
estandares internacionales. Se inicié la monitorizacion tan pronto
como fue posible y se mantuvo durante 5 — 7 dias en funcion de la
disponibilidad de cada centro.

Se utilizé un aEEG de 1, 2 canales o multicanal en funcion de la
disponibilidad del centro, colocandose los electrodos en el area
central (C3 — C4) para monitores de un canal o en el area central —
parietal (C3 — P3; C4 — P4) en el caso de dos canales.

La lectura y clasificacion de trazados se realizO segun la
clasificacién de reconocimiento visual de patrones**:. La lectura
del registro no se debe realizar dentro de los 30 minutos de la
administracion de medicacion sedante y/o anticonvulsivante. Se
anotd durante el registro si el paciente estaba con estas

medicaciones. Se identifico el ndmero de crisis/hora (aisladas,
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repetidas o estatus) y la duracion total de las convulsiones que se

calcul6 como la suma de todo el tiempo en minutos.

Los registros fueron evaluados por 2 neonatdlogos expertos

cegados de la siguiente manera.

El aEEG se analiz6 para los siguientes periodos: 0 - 6 h, 6 — 24 h,

24 — 48 h, 48 — 72 h, recalentamiento, 72 — 96 h, 5 dias, 6 dias, 7

dias; asegurando la evaluacion, como minimo, hasta 12 horas

después del recalentamiento.

Se documento lo siguiente:

- El trazado de base (continuo con ciclos vigilia — suefio, continuo
sin ciclos vigilia — suefio, discontinuo, brote — supresion, continuo
de bajo voltaje, plano).

- NUmero de crisis/hora (aisladas, repetidas, estatus).

- Duracion de las crisis (minutos).

- Normalizacion del trazado de base: continuo de voltaje normal
(horas de vida).

- Aparicion de los ciclos vigilia — suefio (horas de vida).

4.4.4.4 Electroencefalograma convencional (multicanal)

La realizacion de un electroencefalograma convencional en la
poblacién de estudio esta clinicamente indicada segin estandares
internacionales.

Se realizd6 un EEG convencional con 12 canales, si es posible, de
30 — 60 minutos de duracion durante el tratamiento con hipotermia

97



y otro previo al alta. La lectura e interpretacion del trazado se

realizara por un neurofisiélogo o neurdlogo pediétrico.

4.4.4.5 Productos de peroxidacion

a) Recogida y toma de muestras

Se recogieron muestras de sangre y orina. Dada la naturaleza del
estudio, se recomendd que las extracciones de las muestras de
sangre se realizaran, en la medida de lo posible, coincidiendo con
las muestras de sangre indicadas clinicamente evitando asi mas
pinchazos en caso de no disponer de una via central.

Para la recogida de orina se coloco un algodén estéril en el pafial
para que se empapara, obteniéndose la orina absorbida en el
algodon exprimiéndola con una jeringa de 10 mL. En el caso de
que fuera portador de una sonda uretral, la orina se obtuvo
directamente a traves de esta.

Se recogieron muestras de sangre y orina. En el caso de la sangre
(sangre de corddn umbilical, arterial o venosa) en los siguientes
periodos de tiempo: a las 24 h, 48 h 'y 72 h de vida. En el caso de la
orina en los siguientes periodos: primera orina, a las 12 h, 24 h, 48
h, 72 h'y 96 h de vida.

b) Procesamiento de las muestras y almacenamiento (Figura 9)

Las indicaciones para el procesamiento de las muestras fueron las

siguientes:
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Sangre

Extraer un volumen de sangre de 0.5 mL mediante jeringa
heparinizada (Heparina sddica 1%). Después de su
recogida, las muestras deben procesarse de forma rapida y
mantenerse refrigeradas en todo momento (trabajar sobre
hielo).

Extraer 100 pL_de sangre con una pipeta automatica bien
calibrada y afadir al vial blanco no etiquetado. Este vial ya
contiene 10 puL de 100 mM N-etil-maleimida (NEM).

Tras afiadir la muestra, agitar durante 1 minuto.

Afiadir 110 pL de &cido perclorico (PCA) frio (4°C) al 8%
para precipitacion de las proteinas.

Agitar.

Centrifugar a 10000 G a 4°C durante 15 min (si no es
posible refrigerar la centrifuga a 4°C, mantener unas
condiciones de temperatura limites de 10-12°C en la
medida de lo posible).

Recoger el sobrenadante, guardarlo en el vial blanco
etiquetado y congelarlo a -80°C hasta el envio al laboratorio
de perinatologia.

Centrifugar los 400 pL de sangre restantes a 1500 G a 4°C
durante 10 minutos.

Recoger el sobrenadante y alicuotarlo en los viales rojos.
Congelar las muestras a -80°C hasta el envio al laboratorio

de perinatologia.
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Orina
* Recoger un volumen minimo de orina de 700 pL.
» Traspasar la muestra a los viales amarillos.

» Congelar inmediatamente a -80°C hasta su envio.

Poner en tubo rojo
Extraer 0.5 mL de sangre sin etiquetar S

en jeringa heparinizada 7

PASO1 PASO2

Afiadir 100 uL de sangre con

una pipeta automatica al vial 3
trasparente rotulado “NEM” nggggz,‘:; igt,)g,z ‘
(contiene 10 uL de NEM 100 B

mM); agitar durante 1 min

-
\

Afiadir 110 ul de PCA frio /

(4°C) de vial trasparente 5
rotulado “PCA”; agitar; se ﬁ

/
debe forma un precipitado l b 1 Recoger el sobrenadante y
¥ % alicuotarlo (viales rojos): mitad Vial
2 2(200 ulL) y mitad Vial 3 (200 uL);
%1 congelar a -80°C

Centrifugara 10000 g a 4°C
durante 15 min

{ 2

guardarloen el Vial 1 (100 uL)-
NEM y congelarlo a -80°C

Recoger el sobrenadante, l

Sangve -24h
Vial1(100uL)-NEM
Paciente: 001

Figura 9. Esquema del procesamiento y almacenamiento de las muestras.

100



¢) Etiguetado de las muestras

Las etiquetas de las muestras incluyeron lo siguiente (Figura 10):
* Numero de identificacion del paciente
* Numero de vial.
» Tipo de muestra (sangre/orina)

« Tiempo de recogida.

Etiqueta vial Etiqueta tapa
Sa ngre-24h S-24h | Tipo de muestra - tiempo
Vial1(100uL)-NEM = Viall  namerode v
Paciente: 001 001 4 Namero de paciente

Figura 10. Etiquetado de las muestras.

d) Envio de las muestras

El envio de las muestras se realiz6 en hielo seco a través de un

servicio de mensajeria nacional.

e) Evaluacién del metabolismo energético en plasma

La evaluacion del metabolismo energético se realizé mediante la
determinacion de un panel de compuestos pertenecientes al ciclo de
Krebs y de determinados cuerpos cetonicos mediante un método de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-
MS) que fue desarrollado y validado para cuantificar de manera

simultanea diferentes metabolitos empleando tan solo un volumen
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de muestra de 50 pL, permitiendo determinaciones seriadas de
muestras de sangre de pequefio volumen. La validacion del método
se realizo siguiendo las recomendaciones de la FDA para la
validacion de métodos analiticos.
Se determinaron los siguientes metabolitos:

- Piruvato

- Lactato

- Acetoacetato

- B-hidroxibutirato

- Succinato

- Fumarato

- Malato

- a-cetoglutarato

Se compararon también los resultados de las muestras del estudio
con un grupo control de muestras de plasma obtenidas de recién
nacidos a término sanos después del nacimiento coincidiendo con
la extraccién de las pruebas metabdlicas de cribado neonatal
realizadas antes del alta hospitalaria. Estos recién nacidos no
precisaron reanimacion en el paritorio, tuvieron puntuaciones de
Apgar normales y pH y déficit de bases normales en la gasometria
de sangre de corddn. El procesamiento de estas muestras fue el
mismo que se ha descrito anteriormente.

Antes del andlisis de las muestras, estas se procesaron de la
siguiente manera. Las muestras de plasma se descongelaron en
hielo y se homogeneizaron en un mezclador de vortice durante 30

segundos. Se afiadio acetonitrilo frio al plasma. A continuacién se
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centrifugaron y el sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf®,
afiadiendose posteriormente las soluciones estandar. Las muestras y
los estandares se evaporaron mediante un evaporador centrifugo.
Los residuos secos se suspendieron en una solucién de
metoxiamina al 4%. Después se incubaron durante 90 minutos a 30
° C en un termomezclador y se diluyeron una vez mas con hexano

quedando preparadas para el analisis en el cromatdgrafo de gases.

f) Analisis de biomarcadores de estrés oxidativo

Las determinaciones de biomarcadores de estrés oxidativo se
realizaron mediante métodos basados en cromatografia liquida de
ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas tdndem
(UPLC-MS/MS). En total se realizaron: 1) biomarcadores
indicativos de dafio oxidativo a ADN y proteinas en orina; 2)
biomarcadores de dafio oxidativo a lipidos (peroxidacién lipidica)
en orina y; 3) biomarcadores de estado redox derivados de la ruta
de la transulfuracién en sangre. Todos estos métodos han sido
desarrollados y validados en nuestro grupo siguiendo las exigentes

directrices de las guias de validacion analitica de la FDA .

g) Biomarcadores de dafio oxidativo a lipidos en orina

La cuantificacion de un panel de 13 isoprostanoides e isofuranoides
junto con 4 parametros totales de peroxidacion lipidica se llevo a
cabo utilizando un sistema UPLC-MS Acquity-Xevo TQS de
Waters (Milford, E.E.U.U) de la Unidad Analitica del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe (Valencia, Espafia). Los parametros

instrumentales del analisis se encuentran descritos con todo detalle
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en los trabajos de validacion del método desarrollados por nuestro
grupo en los ultimos afos.

Las concentraciones se normalizaron por el valor de creatinina en
orina. Los valores de creatinina se midieron mediante el método de
Jaffé modificado implementado en el KIT DetectX de Arbor
Assays (Ann Arbor, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del

fabricante después de una dilucion 1: 20 de orina en H0.

4.4.4.6 Farmacocinética del topiramato

Las concentraciones de topiramato se midieron después de la
primera dosis de topiramato a las 2, 4, 8, 12, 18 y 24 horas (antes
de la segunda dosis), 48 horas (antes de la tercera dosis), 72 horas
(antes de la cuarta dosis), 96 horas (antes de la quinta dosis), y 120
horas (antes de la sexta dosis). Las extracciones se interrumpieron

después de 24 horas de la Gltima dosis del farmaco.

a) Procesamiento y almacenamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras de sangre para la cuantificacion

de la concentracion de topiramato se realiz6 de la siguiente manera:

« Extraer un volumen de sangre de 0,5 mL en tubo seco (sin
anticoagulante)

» Centrifugar a 1500 G durante 5 minutos con el objetivo de

garantizar la obtencion de un minimo de 150 pL de suero.

Trasvasar al vial azul.
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» Congelar la muestra a -20°C hasta su envio a la Unidad de
Farmacocinética del Servicio de Farmacia del Hospital

Universitario y Politécnico La Fe.

b) Etiquetado de las muestras

Las etiquetas de las muestras incluyeron lo siguiente:
» Numero de identificacion del paciente
» Tiempo de recogida (tras administracion de la primera dosis

del farmaco y siguientes tal y como se ha explicado arriba).

El topiramato se determiné en las muestras de suero empleando el
QMS® (“Quantitative Microsphere System”) Inmunoensayo de
topiramato de Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA,
EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El limite
inferior de cuantificacion de este método es de 1.5 pg / mL.

El sistema de ensayo homogéneo de 2 componentes esta basado en
el principio de inmunoensayo de inhibicién competitiva donde la
droga libre de la muestra compite por los lugares de union del
anticuerpo con moléculas de droga recubiertas de microparticulas
uniformes. El reactivo de microparticulas de droga recubierta se
aglutina rapidamente en presencia del reactivo con el anticuerpo y
en ausencia de cualquier droga en la muestra con la que competir.
El cambio en la tasa de absorbancia se mide fotométricamente y es
proporcional a la tasa de aglutinacién de las microparticulas.

La configuracion tipica del kit reactivo es la siguiente:

Reactivo 1: anticuerpo especifico para el farmaco.
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Reactivo 2: microparticulas recubiertas del farmaco.

Cuando una muestra que contiene la droga se afiade al reactivo del
anticuerpo antes de la adicion del reactivo con las microparticulas,
la reaccion de aglutinacion se inhibe proporcionalmente a la
concentracion de droga en la muestra. Usando calibradores QMS®
se puede obtener una curva clésica de inhibicion de la aglutinacion
dependiente de la concentracion. La tasa maxima de aglutinacion
correspondera con una concentracion minima de droga y la tasa
minima de aglutinacion corresponderd con una concentracion

maxima de droga.

6x2 muestras onna

4x2 muestras
Plasma

10 tubos vacios para
cenmfugar la sangre
(muestras
farmacocinética)

Reactivos para muestras
Tubos vacios = P ¥ sangre-NEM

para centrifugar

1a sangre (mmestra:
de plasms)

Figura 11. Muestra del interior de las cajas enviadas a los centros del estudio,
con los tubos etiquetados, para el procesamiento y almacenamiento de las

muestras de peroxidacién y farmacocinética del topiramato.
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4.4.4.7 Ecografia y Doppler cerebral

La realizacion de ecografias cerebrales seriadas en pacientes con
encefalopatia durante el tratamiento con hipotermia esta
clinicamente indicada segun estandares internacionales.

Se realizaron también para poder descartar otras entidades
diferentes de la encefalopatia y se realizd una evaluacion adicional
basada en el indice de resistencia.

Los exdmenes se realizaron el dia 1 (previo o dentro de las 8 horas
posteriores a la administracion de la primera dosis de la medicacion
del estudio), a las 24 horas de vida (+/- 12 horas), a los 3-4 dias de

vida (tras el recalentamiento) y a los 7 dias de vida (entre 6-8 dias).

Se obtuvieron las siguientes imagenes en cada examen:
- seis imagenes coronales (C1-C6).
- cinco iméagenes sagitales (S1-S5).
- una imagen mastoidea.
- un examen Doppler de la arteria cerebral anterior (ACA)
indicando el pico sistolico y diastélico de la velocidad de
flujo en la ACA que permita el céalculo del indice de

resistencia.

En la base de datos se documentd lo siguiente:
- Velocidad de flujo sistolica maxima y diastdlica final en la
ACA para calcular el indice de resistencia como potencial
predictor de la gravedad de la lesion cerebral.
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- Hallazgos relacionados con la asfixia: edema,
hiperecogenicidad de los ganglios basales, del talamo y de la
sustancia blanca periventricular, difusa o cortico-subcortical.

- Patologia estructural y otras patologias: ventriculomegalia,
hemorragia intracraneal, hemorragia talamica, infarto
isquémico/hemorrégico, alteraciones de la fosa posterior

(hemorragia cerebelosa), trombosis de los senos venosos.

4.4.4.8 Resonancia magnética cerebral

La realizacion de wuna resonancia magnetica cerebral esta
clinicamente indicada en la poblacién de estudio. Se realizara a los
7 dias de vida (+/- 1 dia).
Se incluyeron las siguientes secuencias:

- TL

- T2
Difusion (DWI).

Espectroscopia (altamente recomendable si esta disponible).
Se indico en la base de datos una evaluacion general del examen de
RM, como normal o patoldgica y se documentaron los siguientes
puntos:

- Alteracion de la sustancia blanca (difusa, periventricular,

subcortical, infarto hemorragico, infarto isquémico).
- Pérdida de diferenciacion de la sustancia gris/blanca.
- Alteracion cortical (cisura de Rolando, interhemisférica,

insula, etc.).
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- Alteracion gangliotalamica.

- Pérdida de intensidad de la sefial del brazo posterior de la
capsula interna.

- Alteracion del troncoencéfalo.

- Alteracion del cerebelo (hemorragia, isquemia, atrofia).

- Alteracion de la sefial del hipocampo.

- Hemorragia (epidural, subdural, subaracnoidea,
intraventricular, etc.).

- Trombosis de senos venosos.

- Alteracion del cuerpo calloso.

- Difusion: normal o patolégica, coeficiente de difusion en la
sustancia blanca periventricular/subcortical, region
gangliotalamica.

- Espectroscopia: lactato, cociente lactato/N-acetil aspartato,

lactato/creatinina, lactato/colina.

4.4.5 Evaluacion del desarrollo neuroldgico a largo plazo

El desarrollo neurolégico a largo plazo de los lactantes tras la
asfixia perinatal y la encefalopatia hipoxico-isquémica en la época
neonatal va a determinar su capacidad para llevar una vida
independiente sin ayuda.
La evaluacién se realizd a los 24 meses de edad e incluyo lo
siguiente:

- Medidas antropomeétricas (peso, perimetro craneal, longitud o

altura).
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- Exploracién neuroldgica por neonat6logo con experiencia en
seguimiento del desarrollo neuroldgico. Se realizara una
historia general basica y un examen fisico y neurologico para
determinar la presencia de paralisis cerebral.

- Escala de Bayley IlI.

Escala de Bayley 111

Escala mental. Escala cognitiva.
Escala lenguaje.
Comunicacion receptiva.

Comunicacion expresiva.

Escala psicomotora. Escala motora.
Motricidad gruesa.
Motricidad fina.

Registro del Escala socio-emocional.
comportamiento. Escala de la conducta adaptativa.
Inventario de observacion del

comportamiento.

Tipos de puntuacién

- Puntuaciones de escala (se derivan de las puntuaciones brutas
totales de la subescala).
- Puntuaciones globales (se derivan de diversas sumas de las

puntaciones de escala de las subescalas).
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- Puntuaciones percentiles (indica la posicion de un nifio con
respecto a la de nifios en la muestra de estandarizacion.

Oscilan entre 1 y 99 siendo 50 la media y la mediana).

4.4.6 Resumen del protocolo del estudio (descripcion de las visitas

de estudio y tratamiento) (Figura 12)

2

o

'—

wn

o

" N D

Nacimiento at
1% sangre 2h 4h 8h 12 horas 18h 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
{‘:0“101" umbilical) 22 orina 28 sangre 32 sangre 42 sangre 62 orina

1% orina 32 orina 42 orina 52 orina

- Muestras para farmacocinética
- Muestras sangre estrés oxidativo
Muestras orina estrés oxidativo

Figura 12. Descripcion de las visitas del estudio (no incluye ecografia cerebral ni
seguimiento al alta, etc. que se detallan en la seccion 7.1.5.7y 7.1.6

respectivamente).
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4.4.7 Descripcion del proceso de estudio para un paciente concreto

(Figura 13)
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Figura 13. Diagrama de flujo que describe el proceso de estudio para un



4.4.8 Andlisis de datos y métodos estadisticos
4.4.8.1 Entrada de datos

La base de datos fue disefiada por el grupo de trabajo de puesta en
marcha del ensayo clinico y el CRDe fue disefiado por un
informatico, definiendo pruebas ldgicas y de rango para minimizar
los errores de entrada de datos. Se ha previsto la doble entrada de
datos para tratar de evitar el sesgo de informacion. Se realizd un
andlisis de los datos por intencién de tratar, esto es, todos los
pacientes aleatorizados se analizaron como parte del grupo donde
lo hicieron con independencia de los cambios posteriores.

Una vez cerrada la base de datos se realiz6 un proceso de
depuracién obteniendo la distribucion de los valores para cada
variable incluyendo los valores perdidos para valorar la calidad

final de los datos y hacer las revisiones correspondientes.

4.4.8.2 Andlisis de datos

- Objetivo principal

Para comprobar que la aleatorizacion fue adecuada se compararon
las variables prenatales y perinatales de ambos grupos de
tratamiento. Se valor0 la presencia de confusion en aquellas
variables que presentaban diferencias con p<0,20 (Ji cuadrado para
variables categdricas y comparacion de medias con la prueba “t-

Student” en el caso de variables continuas).
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En el caso de que no existiera confusion se valoro la relacion entre
el topiramato/placebo y la incidencia de convulsiones asociadas a
hipoxia-isquemia, calculando el riesgo relativo.

En el caso de que existiera confusion, se realizd un analisis
ajustado incluyendo los confundidores que produjeran un cambio
>10%.

- Objetivos secundarios

Los datos se expresaron utilizando la media y la desviacién
estandar o la mediana y el rango intercuartilico en el caso de
variables continuas y utilizando frecuencias relativas y absolutas en
el caso de variables categoricas.

La asociacion entre el grupo de medicacion (topiramato/placebo) y
el tiempo total de convulsion se evalud utilizando la prueba de
Wilcox-Mann-Whitney. Las diferencias en actividad convulsiva
entre los dos grupos fueron evaluadas utilizando un modelo de
regresion ordinal incluyendo una interaccion entre el grupo de
tratamiento y el tiempo de hipotermia.

Las diferencias de supervivencia entre los dos grupos se evaluaron
con la prueba de log-rank y se realizaron curvas de Kaplan-Meier.
La asociacion entre la concentracion de topiramato en suero a lo
largo de las primeras 48 horas de vida y la actividad convulsiva fue
evaluada utilizando un modelo de regresion de minimos cuadrados
parciales.

En el caso del modelo farmacocinético el anélisis de los datos se
realizd con el software NONMEM version 7.3 (ICON Clinical
Research LLC, Pennsylvania, USA).
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Se consideraron estadisticamente significativos valores de p<0.05.
Todo el andlisis estadistico se realiz6 a través del programa R
(version 3.4.3).

4.4.9 Aspectos éticos y de validez interna

- Realizacion ética del estudio

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de los hospitales
participantes. El ensayo se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki de Principios Eticos para la Investigacion Médica en Seres
Humanos, asi como con las directrices de Buena Préctica Clinica
(BPC) de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion y los
requisitos legales pertinentes. Todos los sujetos firmaron un
consentimiento informado para la participacion de sus hijos en el

estudio tras la explicacién adecuada del mismo.

- Monitorizacion y auditorias

Se realizaron visitas periddicas de monitorizacion durante el ensayo
en todos los centros por un monitor externo totalmente ajeno al
equipo investigador para asegurar que se estaba siguiendo el
protocolo y las normas de BPC. Los monitores revisaron los
documentos fuente para confirmar que los datos recogidos en el

CRDe eran precisos.
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5. Resultados
5.1 Reclutamiento

El periodo de estudio comprendio desde el 1 de abril de 2014 hasta
el 31 de diciembre de 2016. Durante este periodo nacieron 180
pacientes con diagnostico de encefalopatia hipdxico-isquémica
susceptibles de incluirse en el estudio. Dado que una parte
importante de los nacimientos se produjeron en hospitales de
segundo nivel y tenian que ser trasladados a los hospitales de tercer
nivel para tratamiento con hipotermia y aleatorizacion, uno de los
motivos de pérdida de reclutamiento fue la llegada a los hospitales
de referencia mas alld de las 8 horas de vida. Ademas, 16 casos
rechazaron participar en el ensayo y 54 no se pudieron aleatorizar
por diferentes motivos, entre ellos, la situacién clinica del paciente,
llegada de los familiares al hospital de referencia mas tarde que el
paciente con imposibilidad de informar del ensayo, no
disponibilidad de la medicacion del ensayo, etc, por lo que
finalmente 110 fueron aleatorizados. Un paciente en el grupo
placebo y tres pacientes en el grupo topiramato fueron excluidos
del analisis posterior, por lo que finalmente se incluyeron 106
pacientes en el analisis. EI motivo de la exclusién del analisis en el
grupo placebo fue una violacién del protocolo, mientras que en el
grupo topiramato se excluyeron por violacion del protocolo,
malformacién del SNC y uno a peticion del investigador por la
situacion clinica del paciente. En la Figura 14 se esquematiza el

diagrama de flujo de pacientes.
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180 pacientes elegibles

16 rechazaron el consentimiento

54 no aleatorizados — pe—

110 aleatorizados

I N

53 placebo 57 topiramato
. — e—g—

. 1 retirado del protocolo . 1 malformacién del SNC

2 retirados del protocolo

10 fallecidos antes del alta = 5 fallecidos antes del alta

42 completan el 49 completan el
estudio estudio

Figura 14. Diagrama de flujo de pacientes

5.2 Comprobacién de la aleatorizacién

Las principales variables maternas y perinatales se resumen en la
Tabla 1 mientras que las caracteristicas neonatales, maniobras de
reanimacion y variables de situacion clinica a su llegada a su
ingreso en la UCIN se muestran en la Tabla 2. Se comprueba asi
que la aleatorizacion fue efectiva ya que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a las

variables de riesgo.

118



Tabla 1. Comparacion de variables maternas y perinatales de riesgo en pacientes

con EHI tratados con hipotermia mas topiramato o placebo.

Variables Topiramato Placebo p
(N=54) (N=52)

Edad materna (afios) 34.2 (6.2) 31.2 (4.8) 0.05
Diabetes gestacional N (%) 6 (11.1) 6 (11.5) NS
Hipertension, preeclampsia N 5(9.3) 3(5.8) NS
(%)
Fiebre materna N (%) 7 (13.2) 1(2) NS
Corioamnionitis N (%) 3(5.7) 1(2) NS
Edad gestacional (semanas) 39 (1.6) 38.7 (1.8) NS
Liquido meconial N (%) 22 (40.7) 15 (31.2) NS
Horas de bolsa rota 8.5 (11.6) 5.7 (9.8) NS
Tipo de parto N (%)

Vaginal 11 (20) 5(9.6) NS

Vaginal instrumentado 13 (24) 12 (23) NS

Cesérea urgente 30 (55.6) 35 (67.3) NS
Tipo de anestesia N (%)

Epidural 22 (66.7) 18 (60) NS

General 11 (33.3) 12 (40) NS
Embarazo multiple N (%) 3 (5.8) 3(5.8) NS
Evento centinela N (%) 29 (53.7) 35 (67.3) NS
Anomalias del cordén 3(6.2) 3(6.4) NS
N (%)
Rotura uterina N (%) 2(4.2) 4 (8.5) NS
Desprendimiento de placenta 5 (10.4) 9(19.1) NS
N (%)
Distocia de hombros N (%) 12 (25) 11 (23.4) NS
Estado fetal poco 38 (71.7) 38 (77.6) NS

tranquilizador N (%)

Los datos se expresan como media (desviacién estandar)
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Tabla 2. Comparacion de variables neonatales, maniobras de reanimacion y

situacion clinica a su llegada a UCIN en pacientes con EHI tratados con

hipotermia mas topiramato o placebo.

Variables Topiramato Placebo p
(N=54) (N=52)

Peso al nacer (gramos) 3250 (720) | 3100 (770) | NS
Longitud (cm) 51 (3) 50 (3) NS
Perimetro cefalico (cm) 34.4 (1.5) 34.2 (2) NS
Varén N (%) 30 (55.7) 28 (54) NS
Apgar 1 minuto 2 (1-2) 1(0-3) NS
Apgar 5 minutos 4 (2-5) 3 (2-4) NS
Apgar 10 minutos 5 (3-7) 5 (4-6) NS
Recién nacidos trasladados N (%) 36 (68) 41(79) NS
Ventilacion con presion positiva N 53 (98.2) 51(98.1) | NS
(%)
Intubacién en paritorio N (%) 47 (88.7) 49 (94.2) | NS
Masaje cardiaco N (%) 26 (48.1) 30(58.8) | NS
Adrenalina N (%) 20 (37) 29 (55.8) | NS
FiO, méaxima 0.85(0.26) | 0.8(0.32) | NS
Sangre de cordén umbilical

pH 6.98 (0.2) 6.93(0.2) | NS

pCO, (mmHg) 71.1(34.4) | 68.8(30) | NS

Exceso de bases (mmol/L) 14 (5.1) 15 (9.8) NS
Temperatura al ingreso en UCIN
(°C)

RN en hospital Hypotop (N=28) | 34.6 (1.46) | 35.1(1.2) | NS

RN trasladados (N=78) 33.7(1.1) 33.3(1.4) | NS
Encefalopatia moderada N (%) 37 (68.5) 33(63.5) | NS
Encefalopatia grave N (%) 17 (31.5) 19 (36.5) | NS
Horas de vida al inicio de
hipotermia activa

RN hospital Hypotop 2.46 (1.6) 2.66 (1.9) | NS

RN trasladados 4.94 (1.4) 476 (1.2) | NS

Los datos se expresan como media (desviacion estandar), excepto el Apgar que

se expresa en mediana (rango).
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5.3 Objetivo principal

19 de 49 (45,2%) pacientes en el grupo topiramato y 23 de 48
(54,8%) en el grupo placebo presentaron convulsiones durante el
periodo de estudio. Tras realizar el analisis no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de
convulsiones entre ambos grupos (p=0,364). Se realiz6 también el
andlisis de la incidencia por periodos de monitorizacion del aEEG,
de manera que en las primeras 24 horas tras el inicio de la
monitorizacién la incidencia de actividad convulsiva en el grupo
topiramato fue menor que en el grupo placebo aunque el resultado
no fue estadisticamente significativo (topiramato vs. placebo: 14
(25,9%) vs. 22 (42%); p =0,221). Pensamos inicialmente en un
error de aleatorizacion por haber mas EHI graves en el grupo
placebo pero como hemos observado anteriormente no se
encontraron diferencias de porcentaje de EHI moderada o grave
entre ambos grupos. En el resto de periodos analizados no se

encontraron diferencias (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Incidencia de convulsiones registradas durante la monitorizacion del

aEEG en pacientes con EHI tratados con hipotermia mas topiramato o placebo.

Horas desde el inicio  Topiramato

de la monitorizacion (N=49)

Convulsiones N (%)

0-24 14 (25.9) 22 (42)
24-48 8 (14.8) 6(12)

48-72 3(5.8) 3(6.4)
72-96 3(5.9) 2 (4.4)

Se analiz6 también el objetivo principal en el grupo de fallecidos,
no encontrandose diferencias en la incidencia de convulsiones entre

ambos grupos (p=0,545).

5.4 Objetivos secundarios
5.4.1 Duracion y/o frecuencia de las convulsiones

La mediana de la duracion de las convulsiones en el grupo
topiramato fue de 40 (108) minutos mientras que en el grupo
placebo fue de 24,4 (62,4) minutos (Figura 15). Tras la realizacion
del analisis no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas ni en la duracion ni en la frecuencia ni en el tipo de
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convulsiones entre ambos grupos. Tampoco se encontraron en los

diferentes periodos de monitorizacion del aEEG (ver Tabla 4).
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Figura 15. Mediana y rango intercuartil de la duracion de las convulsiones en el

grupo topiramato y placebo.
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Tabla 4. Duracion, frecuencia y caracteristicas de las convulsiones registradas
durante la monitorizacién del aEEG en pacientes con EHI tratados con

hipotermia mas topiramato o placebo.

Placebo (N=48) Topiramato (N=49)

Convulsiones Tipo de convulsiones (%) Convulsiones Tipo de convulsiones (%)
;c::ﬁige;gia Dura_ci()n Aisladas | Repetidas | Estatus Dura_ci()n Aisladas | Repetidas | Estatus
monitorizacion | (MM @) | ) | ) | (min) @) | o) | )
24 horas 12.01 47.5 38.0 14.2 14.8 37.2 37.2 24.8
48 horas 6.95 50 16.7 3.3 10.47 30 50 20
72 horas 2.36 66.7 0 33.3 6.58 25 75
96 horas 0.59 50 50 0 0.48 40 60
5 dias 0.82 333 333 333 2.09 50 25 25
6 dias 0.35 0 100 0 1.29 333 333 33.3
7 dias 1.48 100 0 0 0.09 333 66.7 0

Los datos de duracién (min) se expresan como media

Se analizd también este objetivo secundario en el grupo de los fallecidos,
no encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la

duracion de las crisis convulsivas entre ambos grupos (p=0,548).

5.4.2 Incidencia de mortalidad neonatal

La mortalidad fue mayor en el grupo placebo que en el grupo
topiramato (10 (19.2%) vs 5 (9.2%)). El estudio de la mortalidad se
muestra en el siguiente grafico de Kaplan-Meier y no reveld
diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,123) (Figura
16).
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Figura 16. Analisis de supervivencia.

5.4.3 Productos de peroxidacion

Evaluacion del metabolismo energético

Se analizaron un total de 194 muestras de plasma pertenecientes a
los pacientes con EHI moderada/grave incluidos en el estudio,
obtenidas en los  diferentes  periodos de  tiempo.
La Figura 17 muestra las concentraciones de diferentes metabolitos
en diferentes tiempos. Mientras que algunos metabolitos como el
acetoacetato, el succinato, el fumarato y el a-cetoglutarato
permanecieron constantes durante los tres primeros dias de vida,
otros mostraron cambios significativos con el tiempo. En
consecuencia, las concentraciones de lactato, piruvato y pB-
hidroxibutirato disminuyeron, mientras que se observé un aumento
de la concentracion de malato. Al comparar las concentraciones de

metabolitos de recién nacidos con EHI tratados con TPM o placebo
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en los diferentes periodos de tiempo, no se observaron diferencias
significativas a las 24 h, 48 h o 72 h después de la administracion
de la primera dosis de topiramato (Figura 18).
Ademas, al comparar las concentraciones de metabolitos de las
muestras del estudio a las 48 horas de administracion de la
medicacion con las muestras de plasma del grupo control de recién
nacidos a término sanos sin EHI (N=19), obtenidas a las 53 + 13
horas tras el nacimiento, se encontraron niveles significativamente
mas bajos de piruvato y lactato en las muestras del grupo control,
mientras que los niveles de acetoacetato y B-hidroxibutirato se

incrementaron de manera significativa (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Concentraciones de diferentes metabolitos (umol/L) en muestras de
plasma del grupo control (N = 19) comparados con los recién nacidos con EHI
tratados con hipotermia terapéutica mas topiramato/placebo 48h después de la

administracion de la primera dosis de topiramato/placebo.

HYPOTOP (48h)

Metabolite Mean + s Median |Mean+s | >=LLOQ (%) | p-value
Pyruvate 100 £ 200 40 1040+ 200 100 1.6 10°F
Lactate F00 £ 400 1004 100 4+ 2000 | 100 0.002
Acetoacetate 300+ 300 7 354130 B2 L7 x 10®
[i-Hydroxybutyrate 300 + 300 ] 9+5 100 49 108
Succinate 0.5 04+02 100 0.235
Fumarate 0.5-1.1 o7 0.6 0B+0E 100 0.234
Malate 1.0-8 12 2 34 o2 0.535
-'1-Kn:Lng|uLa.r31n: 0.5-2 12 13046 1.2 214 gl 0.672

LLOQ: “lower limit of quantification”

Andlisis de biomarcadores de estrés oxidativo

Se analizaron diferentes biomarcadores de peroxidacion lipidica
(isoprostanos, isofuranos, neuroprostanos y neurofuranos) en orina
24 horas después del recalentamiento, no observandose diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los biomarcadores

estudiados entre ambos grupos (Figura 19).
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Figura 19. Representacién de la media (DE) de los metabolitos de peroxidacion
lipidica isoprostanos e isofuranos, y neuroprostanos y neurofuranos especificos
de la peroxidacion lipidica cerebral en recién nacidos con encefalopatia
hip6xico-isquémica tratados con hipotermia terapéutica y aleatorizados a
topiramato o placebo. No se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos para ninguno de los biomarcadores.

5.4.4 Farmacocinética y farmacodindmica del topiramato

Del total de los 54 pacientes que recibieron tratamiento con
topiramato Unicamente se pudieron recuperar las muestras de 52
pacientes, determinandose un total de 451 muestras de suero.

Se observd un aumento progresivo de la media de las

concentraciones séricas a medida que el régimen de dosificacion
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progreso, alcanzandose aparentemente una situacion de estabilidad

con la cuarta dosis, ya que préacticamente se obtuvo la misma

concentracion minima en suero a las 96 y a las 120 h (Figura 20).

Concentracion topiramato, mg/L

horas

Figura 20. Evolucion de la concentracion sérica de topiramato (media + /- DE)

en los diferentes tiempos de estudio.

Todos los pacientes que recibieron topiramato estaban dentro del

rango de seguridad **2. Sin embargo, el rango terapéutico de 5-20

mg/L, anteriormente descrito por Patsalos y colaboradores
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Unicamente se alcanzé en 7/46 pacientes (15,2%) a las 24 h, 20/49
pacientes (40,8%) a 48 h, 33/48 pacientes (68,7%) a las 72 h y
34/45 pacientes (75,6%) a las 96 h (Figura 21).
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Figura 21. Concentraciones séricas de topiramato desde el inicio del tratamiento
hasta el 5° dia de vida (2 dias tras finalizar hipotermia). El rango terapéutico se
encuentra entre las lineas horizontales moradas entre 5-20 mg/L. Se muestra el

porcentaje de pacientes que alcanzaron el rango terapéutico a las 4, 12, 24, 48, 72

y 96 horas después de la primera dosis.

- Modelo farmacocinético

Se utiliz6 un modelo monocompartimental con absorcién vy
eliminacion de primer orden y dos aclaramientos diferentes, uno
para el periodo de hipotermia (CL1: 0-72 h) y otro para el periodo
de posthipotermia (CL2:72-120 h) para describir los datos de
concentracion de topiramato en el tiempo. Los parametros
estimados del modelo fueron: constante de absorcion ka (h™)3.34
x10™, CL; (L/h) 4.17 x107, CL; (L/h) 5.04 x102 y volumen de
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distribucion (L) 3.22. ElI modelo fue capaz de detectar un
incremento del 20,8% en el aclaramiento del topiramato tras el
recalentamiento de los pacientes.

Se incluyeron un total de 168 eventos convulsivos del grupo
topiramato y placebo en un andlisis de tiempo repetido hasta el
evento. La probabilidad experimental de convulsiones se muestra
en la Figura 22A. Un modelo de referencia exponencial con riesgo
decreciente de episodios de convulsiones a lo largo del tiempo fue
capaz de describir adecuadamente los eventos observados aunque
la influencia de la administracion de topiramato no resultd en una
diferencia significativa en la probabilidad de convulsiones durante
el periodo de tiempo estudiado. La Figura 22B representa la
comprobacion visual del modelo predictivo final, mostrando la
capacidad del modelo exponencial para predecir los eventos de

convulsion observados para cada categoria.
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Figura 22. A. Incidencia de convulsiones en el grupo topiramato y placebo.
TPM: topiramato. B. Comprobacion visual del modelo predictivo. La linea azul
continua representa la mediana de los datos observados, mientras que el area
sombreada en azul representa el intervalo de prediccion del 95% calculado.
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Aunque la disminucion de la frecuencia de las convulsiones
durante las primeras 24 h en el grupo topiramato no fue
estadisticamente significativa (Figura 22A), esta disminucion
podria sugerir cierto efecto del medicamento, puesto que las dosis
fueron bajas. Por lo tanto, se evaluaron diferentes regimenes de
dosificacion para lograr una alta proporcion de pacientes dentro del
rango terapéutico aceptado. Las simulaciones se realizaron
utilizando diferentes valores de peso de los recién nacidos incluidos
en el estudio. Las simulaciones se implementaron asumiendo el
régimen de dosificacion original, es decir, la dosis oral inicial de 5
mg/kg y cuatro dosis consecutivas de 3 mg/kg y regimenes de
dosificacion alternativos. Se selecciond un régimen de dosificacion
alternativo de acuerdo con el criterio de prediccion de las
concentraciones séricas maximas de topiramato para cada ciclo
dentro del intervalo de 12-20 mg/L, siendo estos valores la media y
el limite superior del rango terapéutico aceptado de las
concentraciones séricas de topiramato respectivamente. Este
régimen de dosificacion alternativo consistio en una dosis de carga
de 15 mg/kg para la dosis inicial y dosis de mantenimiento de 5
mg/kg para los dias consecutivos. La Figura 23 muestra el
pronostico de las concentraciones de topiramato para recién
nacidos con pesos corporales en el medio y en los extremos del

rango del peso.
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Figura 23. Simulaciones utilizando la dosificacién original y alternativa
considerando diferentes pesos (2100, 3330 y 4560 g). Las lineas discontinuas

horizontales representan el intervalo terapéutico aceptado (5-20 mg/L).

5.4.5 Resonancia magnética cerebral

La resonancia magnética cerebral se realiz6 en 50 pacientes del
grupo topiramato (92,6%) y en 43 pacientes del grupo placebo
(86%). La resonancia fue informada como patoldgica en el 58% del
grupo topiramato y en el 60,5% del grupo placebo, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (p=0,2).
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6. Discusion
6.1 Objetivo principal

Los farmacos anticonvulsivantes son esenciales para el control de
la actividad convulsiva. Los cambios sindpticos y celulares
producidos como consecuencia de la deprivacion aguda de energia
por isquemia cerebral aguda son similares a los desencadenados
por la descarga neuronal anormal inducida por las convulsiones,
pudiendo comprometerse el metabolismo energético neuronal y
potencialmente empeorando la lesion cerebral isquémica aguda, en
caso de convulsiones prolongadas o repetidas. En recién nacidos
con EHI en tratamiento con hipotermia las convulsiones se asocian
con alteracion del metabolismo cerebral y se ha demostrado que
la presencia de crisis convulsivas se asocian con la gravedad de la
lesion cerebral y la ausencia de crisis se asocia a tasas mas bajas de
muerte y discapacidad *2° %%,

Por ello, la blsqueda de farmacos anticonvulsivantes se ha
convertido en uno de los puntos mas importantes en la
investigacion de terapias coadyuvantes a la hipotermia.

El topiramato es un farmaco antiepilético que inhibe la
excitabilidad neuronal a través del bloqueo de los receptores de
glutamato *****° Ademas, entre otros efectos, tiene la capacidad de
bloquear los canales de sodio y calcio dependientes de voltaje 1%
3 La excitotoxicidad es uno de los mecanismos celulares
descritos de muerte neuronal en la lesion cerebral hipoxico-

isquémica 22, Por todas estas caracteristicas el topiramato ha sido
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uno de los primeros anticonvulsivantes en plantearse como
estrategia neuroprotectora en casos de EHI.
En modelos animales experimentales se ha demostrado el efecto

neuroprotector del topiramato “.

Se ha detectado que la
administracion de topiramato inmediatamente tras el insulto
hipoxico-isquémico en ratas neonatales disminuye la lesion de
sustancia blanca y los déficits motores asociados ' y también se
ha demostrado que mejora el desempefio funcional y la gravedad de
la patologia cerebral en ratas en combinacién con hipotermia en un
modelo de hipotermia post hipoxia-isquemia **’.

Ademas se ha utilizado de manera segura, desde el punto de vista
clinico, en el periodo neonatal ?°**** Uno de los efectos més
importantes del topiramato se basa en la atenuacion de la liberacion
de aminoacidos excitatorios posteriormente a la despolarizacion '*.
En un estudio reciente, el uso de topiramato a dosis de 10
mg/kg/dia durante 3 dias, conjuntamente con la hipotermia
terapéutica, en pacientes con EHI moderada/grave no redujo la
mortalidad ni mejoré el neurodesarrollo a los 18-24 meses; sin
embargo, redujo significativamente la actividad convulsiva **.
Glass y colaboradores también han descrito la eficacia del
topiramato utilizando dosis similares; sin embargo, el aumento de
la dosis a 25 mg/kg/dia no incremento la eficacia del topiramato ***.
No obstante, la informacion referente al uso del topiramato para el
control de la actividad convulsiva en el periodo neonatal en el
momento en que nuestro estudio fue planeado era muy limitado. En

ese momento Unicamente habia un estudio de seguridad realizado
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en Italia con un pequefio numero de pacientes y sin datos de
seguimiento a largo plazo . Los autores confirmaron que: " Los
efectos a largo plazo sobre las funciones cognitivas de la
administracion temprana del topiramato ain no se han evaluado”
120 La hipotermia terapéutica disminuye la actividad del complejo
enzimético hepatico CYP3A4 encargado de metabolizar el
topiramato, aumentando los niveles terapéuticos **°. Por todo ello
y, dada la falta de experiencia en el periodo neonatal y la falta de
informacion sobre los efectos a largo plazo del topiramato,
decidimos reducir la dosis de carga a 5 mg/kg vy la dosis de
mantenimiento a 3 mg/kg/dia durante un total de 5 dias para evitar
posibles efectos secundarios imprevistos e indeseables.

Con la pauta de dosificacion utilizada, solo en el 15,2% de nuestros
pacientes se alcanzaron niveles terapéuticos en suero en las
primeras 24 horas de hipotermia mientras que en el 40,8%
alcanzaron niveles a las 48 horas, durante el tiempo de maxima
actividad convulsiva.

Hemos desarrollado un modelo farmacocinético poblacional **’
para caracterizar la evolucion temporal del topiramato en el
organismo de recién nacidos con EHI en tratamiento con
hipotermia. EI modelo farmacocinético estructural consiste en un
modelo monocompartimental con absorcion, distribucion lineal y
eliminaciéon de primer orden y con dos valores de aclaramiento
diferentes, uno para el periodo de hipotermia (CL1) y otro para el
periodo posterior al recalentamiento (CL2). El aclaramiento de

creatinina no se consideré en el modelo ya que uno de los objetivos
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era evaluar el efecto de los periodos de hipotermia y post-
recalentamiento sobre el aclaramiento de topiramato. Como
también se espera que el aclaramiento de creatinina cambie entre
ambos estados de temperatura, su inclusion como covariable
enmascararia el efecto de la temperatura corporal sobre el
aclaramiento de topiramato. La administracion conjunta de
fenobarbital no fue wuna covariable significativa para el
aclaramiento. Aungue ha sido descrita una posible interaccion
entre el fenobarbital y el topiramato, como consecuencia del
potencial efecto del fenobarbital para inducir el metabolismo de
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topiramato ~*°, el corto tiempo de coadministracion de ambos

farmacos en este estudio impide la deteccion de dicha interaccion.

El analisis farmacocinético *

fue capaz de predecir la
probabilidad de eventos convulsivos a lo largo del tiempo, aunque
no se encontrdé una correlacion significativa entre las
concentraciones de topiramato y la probabilidad de convulsion. La
ausencia de relacion entre el topiramato y las convulsiones podria
deberse al hecho de que las concentraciones séricas de topiramato
fueron  excesivamente bajas con el régimen de dosificacion
original de 5 mg/kg el primer dia y 3 mg/kg en los dias posteriores.
Ademas, la incidencia de convulsiones en el grupo de topiramato
en comparacion con el grupo placebo podria estar relacionada
exclusivamente con la administracion de este medicamento so6lo en
las primeras 24 horas (Figura 22A), ya que la presencia de
convulsiones hizo necesaria la administracion secuencial de

fenobarbital, midazolam y lidocaina en los pacientes de ambos
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grupos. Por lo tanto, durante los dias siguientes algunos pacientes
de ambos grupos recibieron anticonvulsivantes, lo que podria
explicar la presencia similar de convulsiones en ambos grupos.

El régimen modificado implica la administracién de una dosis
inicial de topiramato de 15 mg/kg que es 3 veces mayor que la
dosis utilizada en el presente estudio, lo que podria generar
problemas de seguridad. Sin embargo, se ha descrito que el
topiramato administrado a dosis de 10 mg/kg es seguro en recién
nacidos con EHI en tratamiento con hipotermia ***. Ademas, en un
estudio realizado en nifios de edades comprendidas entre 1 y 24

meses con crisis refractarias de inicio parcial *°

, el topiramato fue
administrado inicialmente a 3 mg/kg/dia y la dosis diaria, dividida
en dos dosis, se incrementd hasta 3, 5, 15 y 25 mg/kg. Los autores
de ese estudio informaron que el topiramato fue generalmente bien
tolerado, aunque los efectos adversos emergentes del tratamiento
fueron mas frecuentes en los grupos de dosis mas altas.

El programa de dosificacion alternativo proporcionaria
aproximadamente un 50% de los pacientes con concentraciones
séricas maximas de topiramato superiores a 12 mg/L después de la
primera dosis de 15 mg/kg y mas del 90% de los pacientes con
concentraciones séricas de topiramato por encima del limite
inferior del rango terapéutico (5 mg/L) al final del primer dia de
tratamiento. [Estos porcentajes se mantendrian en los dias
posteriores con una dosis de 5 mg/Kg, excepto en el dia cinco
como consecuencia del aumento del aclaramiento de topiramato

después del recalentamiento de los pacientes. En contraste con
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estos valores, el porcentaje de pacientes con concentraciones
séricas de topiramato dentro del rango terapéutico es muy bajo con
el régimen original, especialmente durante el primer dia. En el caso
del plan de dosificacion alternativo, la proporcion de pacientes con
concentraciones séricas de topiramato superiores a 20 mg/L, que es
el limite superior del rango terapéutico, es de alrededor del 6%

durante el primer dia y aumenta al 18% en el dia cinco.

6.2 Objetivos secundarios
6.2.1 Aspectos relacionados con el estrés oxidativo

El estrés oxidativo refleja una situacion de desequilibrio entre la
formacion de radicales libres y su neutralizacion. El sistema de
defensa antioxidante incluye una serie de mecanismos (enzimaticos
y no enzimaticos) que se encargan de la eliminacién y/o reduccion
de las especies reactivas. Se ha descrito que durante la
reoxigenacion/reperfusion tras un episodio de hipoxia-isquemia se
produce un gran aumento de sustancias oxidantes con el
consiguiente  consumo de los mecanismos antioxidantes,
produciéndose dafio tisular en situaciones de profundo
desequilibrio.

Los radicales libres generados tras un evento hipoxico-isquémico
pueden ser muy dafiinos provocando alteraciones en una gran
variedad de moléculas como las proteinas, lipidos, glucidos, ADN
y ARN. Como mencionamos anteriormente una forma de evaluar el
estado redox es a través del GSH y el cociente GSH/GSSG. La
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situacion Optima en el organismo seria aquella en la que hay un
aumento del GSH, reflejo de un estado antioxidante o reductor.
Otro modo de evaluar el dafio oxidativo seria a través de la
medicion de la actividad de las enzimas antioxidantes, de manera
que, en el caso de que hubiera un mayor dafio oxidativo habria un
aumento proporcional de la actividad enzimatica como respuesta
protectora. Sin embargo, en la actualidad se han seguido buscando
biomarcadores que se puedan detectar en los diferentes fluidos
bioldgicos derivados del dafio oxidativo a diferentes componentes
celulares como proteinas, lipidos, ADN o ARN y que nos
permitirian evaluar también el dafio tras un evento hipoxico-
isquémico en nuestro caso y valorar el efecto de las terapias
neuroprotectoras. En los altimos afios han sido validados por
nuestro grupo de investigacion una serie de marcadores de dafio
oxidativo en distintos biofluidos en el periodo neonatal ***'.

Los isoprostanos, neuroprostanos, isofuranos y neurofuranos son
moléculas similares a las prostaglandinas que se producen como
resultado de la interaccion de los radicales libres con el &acido
araquidénico (AA) y el é&cido docosahexanoico (DHA),
respectivamente. Actualmente estos metabolitos constituyen
marcadores fiables de estrés oxidativo en el recién nacido. Los
neuroprostanos y neurofuranos son subproductos del DHA,
componente estructural del cerebro y, por lo tanto, los
neuroprostanos y neurofuranos son marcadores relevantes de dafio

cerebral 8.
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Dentro de los productos validados de peroxidacion lipidica se
encuentran los isoprostanos. Recientemente un trabajo de nuestro
grupo de casos y controles refleja que el nivel de isoprostanos esta
aumentado en los casos de acidosis metabdlica grave en sangre de
cordon apoyando el considerar los isoprostanos como potencial
biomarcador predictor de EHI medido en sangre de cordon de los
recién nacidos, aungue se necesitan estudios de mayor potencia
para poder confirmarlo **°,

En cuanto al topiramato y su efecto sobre el dafio oxidativo a
lipidos, el topiramato no mostr6 una reduccion significativa de los
biomarcadores selectivos de peroxidacion lipidica, entre ellos los
isoprostanos, no pudiendo demostrar que la administracion de
topiramato conjuntamente con la hipotermia tenga efecto sobre el
dafio oxidativo a lipidos en recién nacidos con EHI.

El grupo topiramato mostré una menor mortalidad asociada a EHI
(9,2%), aungue no significativa, que el grupo placebo (19,2%). En
modelos animales de isquemia cerebral el topiramato redujo la
gravedad del dafio cerebral solo o combinado con hipotermia **.
La muerte neuronal que se produce tras un episodio de isquemia se
ha asociado con cambios del receptor AMPA, la entrada masiva de
calcio intracelular y como consecuencia con un aumento en la

151 En condiciones

generacion de radicales libres y apoptosis
anaerdbicas el piruvato se desvia a la formacién de L-lactato, que
refleja la duracion y la intensidad de la hipoxia '*%. La hipotermia
reduce la tasa metabdlica entre un 5-8% por cada grado de

disminucién de la temperatura 3. Los pacientes de nuestro estudio
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mostraron un aumento en plasma de  L-lactato, piruvato,
acetoacetato y B-hidroxibutirato antes del inicio de la hipotermia
terapéutica, sin embargo, la concentracion de metabolitos
disminuy6 después de unas horas de hipotermia, lo que indica la
restauracion parcial del metabolismo aerobico tras la estabilizacion
clinica como consecuencia de la activacion de los mecanismos de
ahorro energético por la hipotermia terapéutica *. Nuestro estudio
aporta por primera vez los rangos y la evolucion de los valores de
lactato en recién nacidos con EHI durante el tratamiento con
hipotermia lo que podria resultar Gtil para la interpretacion de los
valores durante su monitorizacion en las unidades de cuidados
intensivos  neonatales. El acetoacetato y P-hidroxibutirato
mostraron también una disminucion de sus niveles en el tiempo (no
estadisticamente significativa en el caso del acetoacetato),
posiblemente atribuible a su utilizacion como sustrato energético.

En un andlisis de metaboldmica que se ha realizado recientemente
en los pacientes de nuestro estudio (sangre de todos los recién
nacidos con EHI moderada/grave) se encontrd la alteracion de
varias vias metabdlicas, entre ellas el metabolismo de aminoéacidos
y purinas, y la biosintesis de las hormonas esteroideas en aquellos
recién nacidos que mostraron una RM cerebral patoldgica. Se
encontré que las purinas (es decir, xantina y xantosina) estaban
alteradas en muestras de sangre de recién nacidos con una RM
cerebral patoldgica extraidas antes del inicio del tratamiento con
hipotermia y la ruta de de biosintesis de las hormonas esteroideas

estaban alteradas de manera significativa durante todo el periodo de
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estudio, tanto antes del inicio como durante el tratamiento con
hipotermia, proporcionando evidencia de la utilidad de los
metabolitos de ambas vias como biomarcadores candidatos para ser
evaluados en futuros estudios de validacion clinica, lo que podria
permitir en un futuro una prediccion temprana del dafio cerebral
antes del dafio morfoldgico detectado por RM cerebral, incluso en
aquellos casos en los que por inestabilidad del paciente no se
pudiera completar con el estudio de imagen. ElI conocimiento en
profundidad de la alteracion de estas vias podria ademéas apoyar
estudios dirigidos al desarrollo de terapias coadyuvantes de la
hipotermia terapéutica ***.

En nuestro estudio no se ha podido demostrar que la administracion
de topiramato conjuntamente con la hipotermia tenga efecto sobre
el dafio cerebral evaluado por RM en recién nacidos con EHI
moderada/grave. Referente a la RM se recogieron variables
especificas de alteracion morfoldgica, difusion, asi como datos de
espectroscopia que en este sentido estdn pendientes de

interpretacion.
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7. Limitaciones

Encontramos las siguientes limitaciones en nuestro estudio. En
primer lugar, el tamafio muestral no tiene la potencia suficiente
como para evaluar correctamente diferencias en objetivos
secundarios, entre ellos la mortalidad. Aun asi, encontramos una
tendencia hacia una menor mortalidad en el grupo topiramato
(9,2% vs 19,2%, p=0,123). En cualquier caso, son necesarios mas
estudios con un mayor nimero de pacientes reclutados para poder

extraer conclusiones a este nivel.

En segundo lugar, se podria argumentar que la dosis de topiramato
empleada fue baja en comparacion con la utilizada por Filippi y
colaboradores '°. En ese momento decidimos elegir el rango
inferior de la dosis para evitar la posible toxicidad o efectos
secundarios potenciales desconocidos. Como consecuencia, en un
nimero considerable de  pacientes no se alcanzd el rango

terapéutico en las primeras 48 h (Figura 21).

En tercer lugar aunque la hipotermia terapéutica es una practica
clinica habitual, los pacientes se tenian que trasladar a las UCIN de
nivel Il para recibir el tratamiento del estudio, por eso no se
pudieron obtener muestras de sangre del cordon umbilical de todos
los pacientes. Este es un problema intrinseco de estos estudios y la
exclusion de los recién nacidos aumentaria drasticamente el tiempo
necesario para el reclutamiento de un nimero representativo de

sujetos.
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. Conclusiones

. Los datos de este estudio muestran una tendencia hacia la
disminucion de la actividad convulsiva en el grupo topiramato
aunque con estos datos no podemos obtener resultados

estadisticamente significativos.

. Los datos de este estudio no encuentran diferencias
estadisticamente significativas en la duracion y/o frecuencia de

las convulsiones entre el grupo topiramato y el grupo placebo.

. Existe una tendencia hacia la disminucién de la mortalidad
asociada a EHI en el grupo topiramato aunque con los datos de
este estudio no podemos obtener resultados estadisticamente

significativos.

. El modelo farmacocinético de la poblacion ha sido capaz de
describir el curso temporal del topiramato en recién nacidos con
EHI en tratamiento con hipotermia considerando dos
aclaramientos secuenciales de topiramato. El recalentamiento de
los recién nacidos aumento el aclaramiento de topiramato en un
20,8%.

. Los eventos convulsivos en los recién nacidos que recibieron
topiramato se han descrito con éxito utilizando un modelo
exponencial repetido de tiempo hasta el evento, aunque la
exposicion a topiramato no ha podido relacionarse con el
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resultado farmacodinamico, lo cual se puede atribuir, al menos

en parte, a las bajas concentraciones séricas de topiramato.

6. El programa de dosificacion de topiramato alternativo ha sido
capaz de predecir las concentraciones séricas dentro del rango
terapéutico en mas del 90% de los neonatos después de la

primera dosis.

7. Este estudio no muestra diferencias significativas en los
metabolitos del ciclo de Krebs ni en los biomarcadores de estrés

oxidativo analizados entre ambos grupos.

8. El estudio metabodlico aporta un método analitico validado para
la determinacioén de varios metabolitos del ciclo de Krebs y
cuerpos ceténicos en muestras de plasma de pequefio volumen
(50 pL) de recién nacidos con EHI en tratamiento con
hipotermia. Ademaés, informa por primera vez de la evolucion de
los metabolitos en el tiempo durante el tratamiento con

hipotermia terapéutica.
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