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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el evento cerebrovascular (ECV,
ictus) como un cuadro clinico de desarrollo rapido de signos focales o globales de
alteracién cerebral con una duracion mayor de 24 horas, a menos que sobrevenga la
muerte, sin otra causa aparente de trastornos vasculares®. Etiolégicamente se clasifica
como isquémico (85% de los casos) o hemorragico. Dentro del isquémico, el subtipo
ateromatoso es el mas frecuente?

Existe un consenso mundial reconociendo la eficacia de la terapia de reperfusion,
dentro de las primeras tres horas del evento, con el activador del plasmindgeno tisular
(tPA), de forma intravenosa. No obstante, por varios factores, su uso en los paises
desarrollados tipicamente se limita al 1-3% de los pacientes en la préactica actual. ** A
este dato, se suma la restriccion que impone su costo, en el caso particular de nuestro
pais.

Esto motiva actualmente la blsqueda de nuevas estrategias para aumentar el tiempo
de intervencién y reducir su costo, entre ellas, el uso de inhibidores de la glicoproteina
lIb-1lla (combinados o no con fibrinoliticos): el mas estudiado ha sido el Tirofiban,
farmaco habitualmente usado en isquemia miocardica, con buenos resultados y
adecuada seguridad®® ” .

Desde hace varios afios, se ha investigado su potencial terapéutico en el manejo agudo
del ECV isquémico.® En nuestro pais, Segura et al, en un ensayo pre clinico demostré
disminucién del volumen del tejido infartado.® Dicho autor, en un estudio posterior,
amplié el inicio de la terapia con Tirofibdn hasta las 9 horas post-evento, pero no
encontr6 diferencia significativa en la reduccibn del volumen del infarto
(histopatol6égicamente), aunque sugiere que el Tirofiban puede bloquear la
microtrombosis y proteger el area de penumbra isquémica.'® Esta zona en particular, se
ha vuelto el blanco de las nuevas investigaciones, dado el mejor conocimiento de los
cambios a nivel celular que en ella ocurren y su importancia en el pronéstico de los
pacientes. 2

Debido a que se han encontrado mejores resultados al combinar el Tirofibdn con
fibrinolisis y/o terapia endovascular, ultimamente se han venido abandonando los
ensayos que estudian Unicamente su monoterapia.® '* '* Es de nuestro interés
continuar en esta linea, ya que por las caracteristicas socioeconémicas de nuestro
medio, podria ser una opcion terapéutica mas asequible; ademas de nuestro interés
por extender su uso luego de tres horas posterior al evento. Varios autores concluyen
gue hacen falta mas estudios para recomendar la monoterapia con Tirofiban en forma
general.®* *°



Por lo tanto, nos formulamos la siguiente pregunta:

¢,Cudl es la eficacia del Tirofiban, al administrarlo luego de 3 horas de iniciado un ECV
isquémico embdlico, para mejorar la perfusién sanguinea a la zona de penumbra
isquémica, en un modelo experimental en conejos?

DELIMITACION DEL PROBLEMA.

En recientes investigaciones se ha demostrado la efectividad del Tirofiban en el manejo
agudo del ECV isquémico embélico, tanto en la reduccion del tamafio del infarto™ como
en prevenir especificamente la transicién del tejido isquémico a infarto, aunque esto
dltimo solo en pequefias series de casos en humanos.®

La mayoria de estos estudios evalian el uso del Tirofibdn hasta en periodos de tres
horas después de ocurrido el ictus, y en los que se ha prolongado la ventana
terapéutica, no se hall6 diferencia histopatologia significativa en cuanto al volumen del
infarto, ni se evalué especificamente la zona de penumbra isquémica.®

Es por ello que por medio de este estudio se determinara la eficacia del Tirofiban,
comparado con placebo, al administrarlo luego de tres horas de producido el evento
cerebrovascular isquémico, en mejorar la perfusion sanguinea a la zona de penumbra
isquémica, medido con parametros de Resonancia Magnética con gradiente de
Difusién/Perfusion (DW/PW-MRI).



JUSTIFICACION.

En El Salvador, durante el aflo 2006 se reportaron 10,352 casos de Enfermedades
Cerebrovasculares (ECV, ictus), con un total de 566 muertes, siendo la segunda causa
de muerte en el sexo masculino®; sin embargo, no se puede descartar un subregistro
de casos, sobre todo por las caracteristicas de nuestra poblacion y sistema de salud.
Esto, y la escasez de investigaciones sobre el tema, dificultan el analisis de la magnitud
del problema. En El Salvador se cuenta con estudios a nivel de centros de atencién de
tercer nivel, que reportan una mortalidad de hasta un 26% (Hospital médico quirargico
del Instituto Salvadorefio de Seguro Social 2003) %), mientras que en paises
industrializados es Gnicamente la décima parte de esta cifra. %

El evento cerebrovascular es la tercera causa de muerte en Estados Unidos, con un
total de 150,074 fallecimientos para el afio 2004'’. Para el afio 2005 se reportaron
780,000 casos nuevos, estimandose que cada 40 segundos, un norteamericano sufria
un episodio nuevo. *

En las dltimas décadas se ha notado un incremento de los casos de ECV a nivel
mundial, y segun la OMS para el afio 2030 serd la segunda causa de muerte sélo
después de la enfermedad cardiovascular, con mas de 6 millones de decesos a nivel
mundial. Ademas de la mortalidad, es impactante la morbilidad que genera en la
poblacién, estimandose que hasta un 30% de las personas que sobreviven a un ictus
quedan con discapacidad permanente.'®

Esto, traducido en costos para los sistemas de salud estadounidenses, significara
directa e indirectamente $65.5 billones de doélares para el afio 2008 y para cada
paciente que ha sufrido un ictus, durante y posterior al mismo, se estima un costo de
$140,048, incluyendo los costos por hospitalizacién, rehabilitacion y seguimiento
necesario para los déficit resultantes.® 2°

Una vez establecido el ictus, son pocas las opciones terapéuticas, Yy
desafortunadamente no todos los pacientes son elegibles para ello. Las limitaciones del
uso del tPA endovenoso (breve ventana terapéutica, tasa de recanalizacion de sélo
50% y riesgo sustancial de transformacion hemorréagica) hacen que tipicamente del 1 al
3% de los pacientes reciban terapia de reperfusién.* *

Precisamente la ventana terapéutica del tPA —3 horas después del inicio de los
sintomas — es el criterio que excluye a la mayoria de candidatos a trombodlisis.>* En un
estudio multicéntrico llevado a cabo por Harraf en el Reino Unido, Gnicamente 37% de
los pacientes consultan en este intervalo, siendo lo méas frecuente 6 horas®. Ademas,
todavia nos enfrentamos al llamado “retardo intrahospitalario” (desde la llegada a la
Unidad de Emergencia hasta el diagndstico imagenoldgico) que con promedios de 60 a
108 minutos, termina por excluir a otro numero de pacientes de la terapia
trombolitica.?* ?’



Por lo tanto, ahora la necesidad de la investigacién se enfoca en extender la ventana
terapéutica con nuevos farmacos o la combinacién de los existentes como anti
agregantes plaquetarios y neuroprotectores, asi como con otras estrategias como la
trombolisis mecanica.

En cuanto a los anti agregantes plaguetarios, el mas estudiado es el Tirofiban, que ha
demostrado efectividad tanto solo **°*® como en combinacién con fibrinoliticos.*® En
nuestro pais, también reviste especial importancia por la eventual disminucion de los
costos en el manejo del ictus, en comparacion con el tPA. Segun datos obtenidos en un
centro asistencial privado de San Salvador, la terapia con tPA intraarterial puede
ascender a mas de $10,000, pues conlleva la necesidad de cateterismo selectivo en el
vaso ocluido (mucho mas efectivo que su aplicacion intravenosa), hecho que no ocurre
con la monoterapia con Tirofiban. Esto es una diferencia mucho mas significativa que el
costo por unidad (frasco) de rTPA (US $838) y Tirofiban (US $495). ®

La zona de penumbra isquémica (o tejido en riesgo de infarto), es la que tiene el
potencial de recuperacion y por lo tanto es el blanco de la terapia.** El mejor abordaje
de dicha zona es mediante la imagenologia, ya que los cambios fisioldégicos, como la
hipoperfusion y el edema citotoxico, ocurren mucho antes de ser evidentes
histopatolégicamente.?® Precisamente, el uso de la Resonancia Magnética con
gradientes de difusion/perfusion (DW/PW MRI) se ha vuelto el estandar diagndstico en

el abordaje de la zona penumbra en el ECV isquémico, en los centros especializados.
12, 29, 30, 31

Las mas recientes investigaciones en los ultimos 5 afios a nivel internacional se han
dedicado casi exclusivamente a evaluar el uso del Tirofiban como coadyuvante a otras
modalidades terapéuticas (fibrinolisis, terapia endovascular), con resultados
promisorios,** ?’ pero que estan practicamente fuera del alcance del sistema nacional
de salud, por ende, de la mayoria de la poblacién de nuestro pais. De ahi nuestro
interés por continuar la investigacion con este farmaco, con mayor accesibilidad y
acorde a nuestras posibilidades reales de extender este conocimiento a la practica.



ANTECEDENTES.

La reperfusion del tejido encefalico es la terapia mas efectiva para el tratamiento del
evento cerebro vascular isquémico agudo (ECV). Al restaurar el flujo sanguineo a un
area comprometida con isquemia se puede disminuir el area de infarto, delimitar la
zona de penumbra y disminuir las secuelas clinicas. Desde que se inicio la era de la
reperfusién cerebral se han realizado multiples estudios clinicos y experimentales los
cuales determinan multiples factores que afectan la progresion del deterioro del tejido
cerebral de isquemia a infarto. Se han estudiado métodos farmacoldgicos como
fibrinoliticos, vasoprotectores, antiagregantes plaquetarios, neuroprotectores, ademas
de métodos intervencionistas o0 mecanicos para la remociéon del trombo como
sonotrombolisis y trombectomia endovascular. Se ha estudiado ademas el tiempo
necesario de trombolisis para evitar el infarto y disminuir el volumen de la zona de
penumbra. Al momento todos estos estudios han llevado a un consenso mundial de
terapia fibrinolitica utilizando el activador del plasmindgeno tisular (rTPA) endovenoso
en las primeras 3 horas del evento cerebral isquémico.?

La terapia temprana con rTPA ha sido limitada por el riesgo inherente de hemorragia
cerebral y por la lenta reperfusion del tejido, lo cual conlleva isquemia y necrosis
cerebral. Evidencia circunstancial ademas demuestra que la proteasa rTPA puede
causar dafio en tejido cerebral.*® Posterior a la terapia con rTPA inevitablemente es
activada la cascada de la coagulacion, por lo que, aunque ocurran recanalizaciones
exitosas se observa en un tercio de cada caso, reoclusiones vasculares acompafnadas
de deterioro neurolégico.** Al momento se estudian nuevos farmacos como la
Tenecteplasa la cual es una forma genéticamente modificada de rTPA que presenta
aproximadamente 14 veces la especificidad, una vida media mas prologada y 80 veces
la resistencia al inhibidor del plasminégeno recombinante tipo 1.** Este medicamento
permite una sola dosis, disminucién de la hemorragia cerebral, y una lisis trombotica
mas efectiva. Ha demostrado ademas una disminucién de la reoclusion de vasos por
no actuar como procoagulante. Al momento el medicamento continla en ensayos
clinicos en Fase 2 para el tratamiento del ECV.

El Tirofiban es un medicamento que antagoniza los receptores GPIIB/IIIA disminuyendo
la agregacion plaquetaria. Este farmaco ha demostrado resultados favorables en
tratamiento de pacientes con infarto del miocardio y angina inestable,> ® por lo que ha
sido considerado para terapia similar en pacientes con ECV. Se han realizado estudios
utilizando la combinacion de rTPA con inhibidores de GIIB/IIIA en los cuales se
encuentra un aumento del tiempo de ventana de 1 hora (logrando hasta 4 horas
después del inicio de sintomas), presentando disminucién de volumen del infarto y
disminucién de las secuelas neurolégicas. Ademas se ha demostrado que hay una
disminucion de la isquemia tisular con el uso combinado de inhibidores de la GplIB/IIIA
y rTPA al disminuir la acumulacion de depdsitos microvasculares compuestos por
plaguetas e inmunocomplejos manteniendo una adecuada permeabilidad
microvascular®.



Al momento se han realizado pocas investigaciones en las cuales se hayan utilizado
inhibidores de la Gpllb/lIlIA como monoterapia para el manejo del ECV agudo. En El
Salvador se ha realizado un estudio que ha pretendido extender la ventana terapéutica,
después de 3 horas, de inhibidores de la GPIIb/IlIA utilizando como variable el volumen
del infarto medido histopatolégicamente en conejos, posterior a la induccion de infartos
tromboembdlicos. En este estudio se concluyé que no habia cambios estadisticos
significativos en la zona de infarto posterior al uso del medicamento, aunque la falta de
evidencia de disminucién de esta zona, no demuestra que no ocurra efecto en la
penumbra, por lo que la continuacién de esta rama de investigacién esta inconclusa.®
Actualmente el Tirofiban ha sido dejado de lado en los estudios como monoterapia para
ECV, y el principal enfoque actualmente es su estudio en combinacién con fibrinoliticos
y/o terapia endovascular.? 314



OBJETIVOS.

Objetivo General:

e Evaluar los efectos del Tirofiban sobre la preservacion del tejido en riesgo de
la zona de penumbra isquémica, en un modelo experimental.

Obijetivos Especificos:

e Evaluar la eficacia del Tirofiban, comparado con placebo, en disminuir el
volumen del tejido cerebral hipoperfundido, posterior a tres horas de establecido
el ictus isquémico embolico en conejos.

e Determinar el porcentaje en que se evita la conversion a infarto del tejido en la
zona de penumbra isquémica, con la administracién de Tirofibdn comparado con
placebo, luego de tres horas establecido un ictus isquémico embdlico en
conejos.

e Identificar el incremento de la perfusion sanguinea a la zona de penumbra
isquémica con la administracion de Tirofiban, luego de tres horas del ictus
isquémico embdlico en conejos.



MARCO TEORICO.

FISIOPATOLOGIA DEL ECV ISQUEMICO.

Los eventos isquémicos vasculares han sido estudiados por mas de 150 afios. Virchow
describié en 1847 coagulos venosos y arteriales en maltiples areas del cuerpo humano,
entre ellos: cerebro, bazo, rifidn, y vasculatura de miembros inferiores. Describid
ademas la migracion de trombos desde un sitio de lesion hacia un sitio de alojamiento,
como ocurre en fibrilaciones auriculares y tromboembolismo pulmonar.®’

Las oclusiones vasculares son el resultado de una interacciéon compleja de elementos
sanguineos, turbulencia de flujo y anormalidades en la pared vascular. Una placa
ateromatosa consiste de un suave componente lipidico conocido como componente
ateromatoso y un tejido fibrético llamado esclerético.®” Cuando estas placas se ulceran
0 se rompen, la matriz subendotelial se expone a la sangre circulante. Esto lleva a un
aumento de la agregacion plaquetaria en el sitio de lesion o Ulcera y una activacion de
de coagulacion. Esto conlleva a una cascada aterogénica, la cual es principalmente
mediada por receptores GPIIb/IIIA en plaquetas y megacariocitos, siendo estos el
principal mecanismo de formacion de trombos. Los receptores median principalmente
la adherencia de fibrinbgeno y el factor de Von Willebrand. El trombo puede llegar a
fraccionarse formando un embolo debido a factores mecanicos y fuerzas
hemodindmicas que causan disrupcion de la continuidad de la placa ateromatosa.
Estos factores incluyen el aumento de la presion arterial, como esta descrito en la ley
de Laplace, la compresion de la placa ateromatosa, la flexion longitudinal y la
circunferencia del trombo.®*® Aunque no se entiende completamente la causa de
ruptura de trombos, se asocia como se menciona anteriormente, a hipertensién y a
cambios de tension vasculares mediados por liberacién espontanea de catecolaminas
ya sea por ejercicio, esfuerzo, estrés emocional, entre otros.

El evento cerebro vascular trombo embdlico ocurre primordialmente a causa de una
disminucién parcial o completa de la perfusion sanguinea a una zona de parénquima
cerebral por oclusion en un 85% de los casos. La magnitud de la reduccion del flujo es
afectada por el flujo colateral del area especifica de la oclusién y la region anatémica
de la lesion. Una caida de la perfusiéon a 0 causa muerte del parénquima en los
préximos 4 a 10 minutos. Los valores de perfusion de <4.8 a 8.4ml/100g de tejido por
minuto causan infarto dentro de una hora y valores <14.1 a 35 ml/100g tejido por
minuto causa isquemia sin infarto, a menos que esta se prolongue por horas o dias.*
Este tejido en riesgo de infartarse ante la falta de perfusién es conocido en el campo de
investigacion como zona de penumbra isquémica.**

Ocurren una serie de complicados procesos en el area de infarto y penumbra como
respuesta a la disminucion del flujo sanguineo. El progreso a infarto de la zona de
penumbra depende principalmente de: el flujo sanguineo colateral, la duracion del
dafio, el estado funcional y metabolismo neuronal. *°



El flujo sanguineo colateral es afectado directamente por el proceso proinflamatorio,
gue lleva a un aumento del depédsito de plaquetas, complejos autoinmunes y
leucocitos.*® Esto lleva a una oclusiéon de la microcirculacién colateral lo cual
compromete en gran parte la viabilidad a largo plazo de la zona de penumbra. Sin
embargo hay porciones de parénquima cerebral, usualmente en los bordes de la lesién,
los cuales presentan “oligemia benigna” o recuperacion completa espontanea sin
medidas de rescate terapéuticas. *

La disminucion del aporte de glucosa y oxigeno lleva a deplecion del trifosfato de
adenosina (ATP) producido por las mitocondrias.* Al haber una disminucién del ATP
ocurre un cese de funcion de los canales ionicos, dependientes de ATP en la
membrana celular (ie, Na/K ATPasa), por lo cual las células pierden su polarizacién al
permitir una entrada masiva de calcio. Esto lleva a un desbalance electroquimico el
cual causa un edema neuronal (predominantemente en astrocitos) y un acumulo de
iones de hidrégeno, o acidosis. Ademas el aumento de calcio intracelular lleva a una
activacion de la sintetasa de 6xido nitrico neuronal, la cual lleva a un aumento del
superoxido y peroxinitrito citosélico y mitocondrial, y activacion de fosfolipasa, con
aumento de produccion de eucosanoides. Esto por su parte, aumenta la liberacion de
factores de induccion de apoptosis mitocondriales, aumentado la apoptosis activa
mediada por disminucién de glucosa y oxigeno a causa de la isquemia.* La
despolarizacion celular media la liberacién de Glutamato en las terminales sinapticas y
esto lleva neurotoxicidad debido a una activacion excesiva de receptores de glutamato
en la neurona postsinaptica liberando maés calcio intracelular®. (Figura 1)

Al mismo tiempo ocurren otros mecanismos, todavia en estudio, que llevan a apoptosis
neuronal. En el centro necrético de la lesion de infarto cerebral, la muerte neuronal
ocurre por una isquemia prolongada y sostenida mientras que en el area de penumbra
la muerte neuronal puede ocurrir por apoptosis mediada por mecanismos metabdlicos
(insuficiente aporte de oxigeno y glucosa resultando en liberacion de factor inductor de
apoptosis mitocondrial) y por la accién de ligandos que provocan muerte celular.** Un
estudio de en ratones se determind que los ligandos CD95 y TRAIL (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) se encontraban en las areas apoptGticas del
cerebro post isquémico. Se utiliz6 el inmunosupresor FK506 el cual prevenia la
expresion de estos ligandos in vivo e in vitro y verific6 que los volumenes de las
lesiones de infarto eran menores en los roedores a los cuales fue administrado el
inmunosupresor. *2
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FIGURA 1. Contribucién de las neuronas y los astrocitos a la muerte celular.

(1) La disminucion de la funcion de los canales de sodio potasio lleva a una perdida del gradiente
electroquimico con un aumento del flujo de calcio intracelular. (2) La despolarizacién neuronal lleva a una
liberacion de glutamato a la hendidura sinaptica, la cual ante su exceso causa una funcion inadecuada
del transportador de glutamato (3 y 4) en la neurona y astrocito. 5. El cambio electroquimico lleva a
edema, predominantemente en los astrocitos los cuales inducen una activacion de canales aniénicos
regulados por volumen (VRAC), quienes aumentan la liberacion de glutamato. (6) Los canales, mediados
por glutamato (NMDA) se sobreexcitan llevando a un incremento en la liberacién de calcio postsinaptico,

causando muerte celular por diferentes mecanismos(7) Adaptado, Ratan et al. Harnessing hypoxic adaptation
to prevent, treat, and repair stroke. *°

Ocurren otros eventos inmunoldgicos los cuales median la muerte neuronal. La
interleucina 1 (IL-1) es una citocina proinflamatoria que tiene numerosos efectos,
incluyendo por ejemplo, la activacion de células T, la induccidon de la expresion de
proteinas de la fase aguda y funciones neuroinmunes en el parénquima cerebral.**443
Hay suficiente evidencia para involucrar la IL-1 como un mecanismo de injuria neuronal
en estados degenerativos agudos y crénicos. En estudios realizados en roedores se ha
utilizado un antagonista de los receptores de IL-1 demostrando una disminucién de la
muerte neuronal. *® Tras la inyeccién de IL-1, se ha notado un aumento de la migracién
de neutrofilos, produciendo injuria endotelial y parenquimatoso directo a través de una
discontinuidad de las membranas celulares, por una diapédesis descontrolada de
células del sistema inmune. A esto se le agregan otros mediadores neurotdxicos los
cuales penetran al tejido inflamado causando mas dafio endotelial, como el 6xido
nitrico, eicosanoides y citocinas. Sin embargo los mecanismos por los cuales la IL-1
aumenta la muerte celular no son bien conocidos (debido al gran nimero de funciones
proinflamatorias de la familia de IL-1). Algo peculiar es la persistencia del aumento de
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flujo sanguineo que ha sido demostrado utilizando un antagonista del receptor de
interleucina. %

Se estudian al momento un grupo de genes que median una adaptaciéon de las
neuronas a la hipoxia. El factor inducible de hipoxia (HIF-1) activa un grupo de hasta 70
genes los cuales transcriben proteinas que actdan a nivel celular, local, y sistémico,
combatiendo el estrés isquémico por medio de diferentes vias metabdlicas. Algunos
mecanismos por los cuales se modifica la hipoxia, e isquemia tisular son: regulando el
metabolismo energético al aumentar la expresion de receptores GLUT-1, aumentando
la angiogénesis, regulando la funcion de la transferrina, aumentando la expresion de la
anhidrasa carbonica, regulacion vasomotora, y aumentando migraciéon y motilidad
celular. Pese a estar aun en investigacion, se ha demostrado que con la inhibicion de
hidroxilasas hacia esta proteina, hay un aumento marcado de la sobrevida neuronal. *°

ESTUDIO DE LA ZONA DE PENUMBRA ISQUEMICA.

El concepto de la zona de penumbra fue usado por primera vez por Astrup en 1981,% y
se ha vuelto cada vez mas importante a medida que el tratamiento para el ictus se
expande.*” Debido a ello, numerosas técnicas se han desarrollado y perfeccionado
para su abordaje. Para efectos practicos, las mencionaremos en tres grupos:
imagenoldgicos, séricos e inmunohistoquimicos.

Estudios Imagenoldqicos.

En el manejo de los pacientes con ictus, la tomografia computarizada sin contraste
(CT) es el primero y mas importante de los pasos diagndsticos, pues permite descartar
rapidamente una etiologia hemorrégica, tumores o enfermedades inflamatorias, siendo
més disponible en la préactica clinica que otros métodos.*® *° Otros técnicas, como, la
resonancia magnética con gradiente de difusién/perfusion (DW-MRI) y la tomografia
por emision de positrones (PET) son mucho mas sensibles y especificos para detectar
isquemia cerebral aguda.*

La tomografia por emision de positrones (PET) tiene la gran ventaja de poder medir,
ademas de parametros de flujo sanguineo, la fraccién de extraccion de oxigeno y su
metabolismo por el tejido cerebral infartado y en su periferia, pudiendo definir la zona
de penumbra isquémica facilmente de acuerdo a estos parametros. Pese a
considerarse el “estandar de oro” para su evaluacion, el uso es limitado por su poca
disponibilidad y al requerimiento de radiois6topos.*’ 2 >

La tomografia computarizada por emision de positrones (SPECT) también puede
mostrar la perfusion del tejido cerebral, pero tiene la necesidad del uso de gases
radioactivos de dificil manejo (como el Xenén-133), que sumado a la complejidad del
andlisis de los datos obtenidos, limita su uso de rutina en la isquemia cerebral aguda.*®
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La tomografia computarizada con Xendén (Xe-CT) permite la medicién cuantitativa del
flujo sanguineo regional con relativamente alta resolucion y adecuada correlacion
anatomica. A pesar de la disponibilidad de tomoégrafos en practicamente todos los
centros involucrados en el manejo del ictus, la aplicacion del Xe-CT esté restringida a
pocos centros, debido a la dificultad del manejo del gas y sus efectos anestésicos, que
también afectan los valores medidos de flujo sanguineo cerebral. Tampoco existen
umbrales validados para la definicién de la zona de penumbra isquémica.*” 8

La resonancia magnética (MRI) se ha destacado por su papel en la obtencion de
imagenes de alta resolucion del cerebro humano y su mayor disponibilidad en la
practica clinica que el PET. La MRI es una compleja interacciéon entre los protones de
hidrogeno en los tejidos, un campo magnético estatico y la energia en forma de ondas
de radiofrecuencia. Se obtienen diferentes imagenes — T1 y T2 — segun el tiempo de
relajacion de los atomos de hidrogeno en el tejido. ElI Tl es el tiempo (en
milisegundos) para que el 63% de los protones de hidrégenos retornen a su estado
original de equilibrio luego de su excitacion por el campo magnético, mientras que el T2
se obtiene prolongando la duracién de los pulsos de radiofrecuencia (TR) y la recepcién
de la sefal (TE), reflejando la interaccion entre los protones cercanos. De esta forma,
las imagenes de T2 son mas sensibles al edema, desmielinizacion e infarto.>

No obstante, varias funciones y procesos patoldgicos que ocurren a nivel microscopico
no se ven reflejados en T1 y T2. Este es el ejemplo del ECV isquémico, en donde el
desarrollo de las técnicas de gradiente de difusion (DWI1) y perfusion (PWI) ha permitido
documentar las anormalidades que la MRI convencional no logra detectar.?® *® Estas
técnicas son relativamente nuevas, pero se han vuelto rdpidamente parte integral del
abordaje diagnoéstico del ictus, y su combinacion se ha vuelto el método mas rapido
para identificar tejido cerebral en riesgo de infarto (zona de penumbra).3: 8 3

Las imagenes de DWI estan basadas en la difusion de las moléculas de agua del tejido
en estudio. La difusion esta mucho mas restringida en el espacio intracelular que en el
extracelular, debido a estructuras que la limitan, como microparticulas y membranas. El
edema citotoxico ocurrido en la isquemia aguda incrementa significativamente la
proporcién del espacio intracelular medido en la imagen y esta relacionado con una
disminucién de la actividad de la bomba de sodio/potasio y fracaso energético celular;
las alteraciones en la difusion de las moléculas de agua son un antecedente de
cambios tardios representativos del area central de infarto, con dafios isquémicos
irreversibles. Debido a que el desbalance de la homeostasis del agua ocurre
inmediatamente a la falla de perfusion, la DWI es capaz de detectar los cambios
isquémicos con solo minutos de la oclusién arterial y se correlacionan con los defectos
histologicos 'y metabdlicos estudiados con otras técnicas, como las
inmunohistoquimicas y el PET.* %0345

La lesiéon de DWI es traducida como el centro isquémico (dafio irreversible), y en

humanos los estudios establecen rangos de 39 a 100 minutos para su deteccién, con
una sensibilidad superior al 93%.%% “® °° La difusién es cuantificada mediante el
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coeficiente aparente de difusién (ADC), el cual se determina mediante el analisis del
area contralateral a la de interés.’™ °® > En el contexto de una isquemia cerebral
significativa, la DWI s6lo es normal en caso que el area infartada sea muy pequena (ie,
en los infartos lacunares) y, en ausencia de tratamiento, rara vez experimenta
regresion.*

Las imagenes de perfusion (PWI) utilizan la susceptibilidad a un medio de contraste
paramagnético (usualmente gadolinio), inyectado como un bolo y compartimentalizado
al espacio intravascular. Este agente induce un cambio temporal de la sefial durante su
primer paso a través de la vasculatura, y es tan sensible como para detectar cambios
hasta en vasos de 20 micras, con tan solo minutos de la oclusion. Mediante su captura
con T2, se obtiene una curva de sefal/tiempo Yy subsecuentemente se utiliza para
calcular varios parametros de perfusion, los mas frecuentemente usados son el
volumen sanguineo cerebral relativo (rCBV), el flujo sanguineo cerebral relativo (rCBF),
el tiempo medio de transito del agente de contraste del lado arterial al venoso (MTT) y
el tiempo requerido hasta el cambio méximo en la intensidad de la sefial (“time-to-
peak’, TTP) (Cuadro 1). De esta forma se puede estudiar el estado alterado de la
vasculatura cerebral inmediatamente luego de un evento oclusivo, total o parcial.*> *® *°

Durante las primeras horas de la evolucion del ECV, las regiones con perfusion
alterada (evidenciado con PW) son tipicamente mayores que las de DW. Se ha
postulado que la regiéon de discordancia PW/DW refleja la zona de penumbra
isquémica, es decir, el tejido cerebral hipoperfundido (en riesgo) que rodea el que ha ya
sido irreversiblemente dafiado. Tipicamente, esta zona es incorporada al centro ya
infartado en las primeras horas desde el inicio de los sintomas, y éste es el proceso
que busca prevenirse farmacolégicamente.”®> Es mas, se menciona que sin
establecerse imagenolégicamente un area de penumbra isquémica, la terapia mas bien
no tiene sentido.*

Operacionalmente, se define la zona de penumbra isquémica como el tejido con
difusion normal pero con reduccién de la perfusion, alrededor de la lesién de DW.
(Figura 2). Una disminucién del rCBF del 37% con respecto a la region contralateral, y
del rCBV del 47% comparado con la regién contralateral son criterios para identificar el
tejido en penumbra, mientras que el centro isquémico muestra una reduccién mas
severa, de hasta el 12% del rCBF y 19% del rCBV. Estos valores operacionales de flujo
para penumbra y centro (37% y 12% respectivamente) son equivalentes a rangos de
18.5 y 6 ml/100g tejido/min correspondientes a los obtenidos en estudios de PET. Otros
valores utiles para definirla son un aumento del MTT del 73% y un incremento del 29%
en el rCBV. *®
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- DWI Abnormality: Bioenergetic Compromise = Core
Perfusion Abnormality Hemodynamlc Compromise
- Diffusion/Perfusion Mismatch = Penumbra

FIGURA 2. Modificado de Kidwell C et al. Beyond Mismatch Evolving Paradigms in Imaging the Ischemic
Penumbra With Multimodal Magnetic Resonance Imaging. %6

Marcadores séricos de la Zona de Penumbra Isguémica.

Ademas de la reduccién del CBF, varios metabolitos pueden documentarse en la zona
de penumbra isquémica. El trifosfato de adenosina (ATP), pH, lactato y n-acetil
aspartato (NAA) pueden ser estimados experimentalmente y medidos con la
espectroscopia por resonancia magnética (MRS), para distinguir el tejido infartado del
gue esta en riesgo. La aplicacion de estos marcadores se ha limitado en la clinica por
su complejidad, la duracion de la adquisicion de datos y el procesamiento de los
mismos en la MRS, asi como por mayor disponibilidad y rapidez de la DW/PW MRI. >

Estudios en ratas, corroborados con MRS, han demostrado elevaciones del lactato
luego de una hora de oclusidon sanguinea; no obstante, se han documentado nuevas
elevaciones a las 24 y 72 horas, consistentes dafio tardio, pese a haberse reperfundido
el tejido. >*

El NAA es facilmente detectado y tiene la ventaja de ser localizado intraneuronalmente,

pero no es un marcador Gtil para identificar la penumbra de forma aguda, ya que su
deplecién no es evidente sino luego de dos horas de iniciada la isquemia. °

Inmunohistoquimica en la zona de penumbra.

La disminucién o cese de la sintesis proteica es uno de las primeras y mas sensibles
respuestas metabdlicas a la isquemia, que puede ser reversible en la penumbra pero
no en el tejido infartado. Ocurre con reducciones del CBF de s6lo 50% y no es debido a
falla del metabolismo energético, ya que la deplecion de ATP es vista hasta que el CBF
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baja al 20%. A pesar de ello, ciertas proteinas y sus genes se ven aumentados en su
expresion luego de la isquemia focal. Esta es la base para el uso de tinciones en cortes
histolégicos con marcadores para dichas moléculas.* " %8 %9

Las proteinas de estrés, como la proteina de golpe de calor 70 (HSP-70) aumentan su
expresion y han sido extensamente estudiadas como marcadores potencialmente utiles
de deprivacién metabdlica. Su transcripcion es inducida por presencia de proteinas
desnaturalizadas por calor, trauma, isquemia o despolarizacion celular prolongada.
Estudios en ratas sugieren su funcidon neuroprotectora, previniendo la muerte celular
tanto por necrosis como por apoptosis, mediante la restauraciébn de proteinas
desnaturalizadas, y blogueando la cascada apoptética en varios pasos, el mas
importante a nivel del citocromo c. Su expresion es marcadamente inducida en las
neuronas de la zona de penumbra, y se correlaciona con los resultados obtenidos por
DW-MRI y PET.ZS' 55, 60, 61, 62

La HSP-72, la proteina glial fibrilar acidica (GFAP) y la proteina nuclear neuronal
(NeuN) son también inducidas en la zona de penumbra, pero no el centro de tejido
infartado. La familia de genes c-fos, se ha estudiado con resultados similares.®*®?

Estos marcadores han representado particular ventaja al relacionar sus hallazgos con
las técnicas de neuroimagen, ya que ciertos autores han restado crédito a la DW/PW
MRI como método para estudiar la penumbra isquémica (aisladamente se han
observado regresiones de los cambios en las lesiones de difusion).>®®® Investigaciones
lo han comparado con tinciones en cortes histopatolégicos para HSP-72, GFAP vy la
proteina asociada a los microtubulos-2 (MAP2) hallando que las areas de regresiéon en
DWI también expresan estos marcadores, lo que probablemente se deba a
poblaciones celulares con mayor tolerancia a la isquemia — como la glia — que
compensan parcialmente el desequilibrio de liquido, reflejado como una regresion en la
lesion de DWI. %

Otras proteinas de estrés, como el HIF-1, la oxigenasa del hemo-1, la ciclooxigenasa-2
(COX-2), han sido estudiadas, pero sin resultados concluyentes para la identificacion
de la penumbra, ya que se expresan en otras areas topograficas diferentes a la
isquémica. °’

TRATAMIENTO DEL ICTUS ISQUEMICO.

Existen modelos experimentales en los que se ha evidenciado el uso de rTPA teniendo
como resultado bajos indices de discapacidad en un periodo de un afio. El rTPA es
dado solamente al 1% a 3% de los pacientes con ECV en Estados Unidos,
principalmente por haber sobrepasado el periodo de ventana de 3 horas de periodo de
ventana aprobado por la FDA. ® Ademas, ha observado que la reoclusién temprana
solo ocurre aproximadamente en un tercio de los pacientes tratados con rTPA. *

Se han estudiado otros agentes fibrinoliticos como el Tenecteplasa (TNK) el cual es un
analogo del rTPA con una alta especificidad por las moléculas de fibrina que le da la
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caracteristica de lisis rapida y completa del coagulo y a su vez, menos complicaciones
hemorragicas, y que por su efecto procoagulante reduce el riesgo de reoclusién
temprana. > Estudios prospectivos con Retemplase demostraron que su administracion
intraarterial a las 9 horas de instalados los sintomas, resulta un alto indice de
recanalizacién completa, aunque sigue en estudio. *°

La Glicoproteina lIb/llla es una integrina de la superficie de las plaquetas, que es un
receptor para fibrinégeno y factor de Von Willebrand, el cual ancla las plaquetas hacia
superficies de cuerpos extrafios y entre si, siendo el mediador final de la agregaciéon
plaguetaria. La integrina se activa por la trombina, colageno y tromboxano A2, para
desarrollar sitios de unién con sus ligandos, los cuales no se unen con plaguetas no
activadas. La inhibicién de esta union con su receptor bloquea la unién y agregaciéon
plaquetaria inducida por los agonistas antes mencionados, por lo que los inhibidores de
este receptor son potentes agentes antiplaquetarios, reducen el crecimiento del trombo
y previene la reoclusion después de la recanalizacién obtenida con la fibrinolisis. Al
momento se estudian, para el manejo hiperagudo del ictus, tres medicamentos que
inhiben la GPIIb/llla que son Abciximab, el Tirofiban y el Eptifibatide. & 3% %

El Abciximab en un estudio clinico demostré un efecto hemostéatico profundo, con un
bloqueo del 80% de los receptores de GP |llb/llla, asi mismo, reduciendo
marcadamente la agregacién plaquetaria y prolongando el tiempo de sangrado. ®

En un estudio clinico doble ciego aleatorizado en la Fase 1 (AbESTT I) se observaron
resultados favorables en el grupo a quienes se le administr6 dicho medicamento
comparado con el grupo control a quienes se les administro placebo.? Pero al llegar a la
Fase 2 se observo una alta incidencia de hemorragia intracraneana sintomatica
comparado con el grupo placebo. Es por eso, que se estan acumulando evidencia que
el Abciximab conlleva poco beneficio en los pacientes con ACV y parece aumentar las
complicaciones hemorrégicas por lo que el estudio fue interrumpido.? Otro estudio
piloto®™ combiné Abciximab con dosis bajas de tPA resultando altas tasas de
recanalizaciéon de ACV comparado con dosis topes de tPA solo. °

El Tirofiban es un inhibidor de la glicoproteina llb/llla plaquetaria, derivado de la
tirosina. Por ser un compuesto de bajo peso molecular no presenta inmugenicidad.
Posee una alta afinidad por los receptores de la GP lIb/llla, lo que impide la unién del
fibrindgeno, del factor de von Willebrand, y de otros ligandos adhesivos al receptor
lib/llla de las plaquetas activadas. Su ventaja ademas radica en que previenen la
agregacion plaquetaria independientemente del agonista implicado. Asi, el Tirofiban
bloquea la agregacion plaquetaria inducida por la trombina mientras que la aspirina es
inactiva frente a este agonista. Alcanza un 90% de inhibicion plagquetaria a los 30
minutos de su administracion endovenosa y posee una vida media de 1.6 a 2 horas.
Sus efectos adversos mas temidos son la trombocitopenia y complicaciones
hemorragicas. El efecto antiagregante plaquetario del Tirofiban se mantiene mientras
gue el farmaco se administra en infusion desapareciendo en las 4 a 8 horas después
de la discontinuacién de la misma.” 3>

Actualmente esta indicado su uso para la profilaxis de la trombosis y en combinacién
con heparina para la prevencion de complicaciones cardiacas isquémicas, como el
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infarto no Q y angina inestable, administrado a dosis inicial de 0.4 mcg/kg por treinta
minutos, seguido de una infusion de 0.1 mg/kg/min por 12 a 24 horas posterior a la
angioplastia o arterectomia. Por sus propiedades ha sido utilizado para la
desintegracion del trombo en enfermedad cerebrovascular sintomatica solo o
combinado con dosis bajas de rTPA y se ha demostrado un bajo riesgo de HIC. Por
otra parte, en otro estudio se evidencid que el Tirofibdn puede reducir el déficit de
perfusion territorial cerebral y por lo tanto rescatar el tejido cerebral en riesgo de
infarto’®. Esto apoya la idea que el Tirofibdn puede inhibir la formacién aguda de
trombo en arterias grandes y a nivel capilar cuando el endotelio es dafiado y la cascada
de coagulacién se vuelve activa. & *

El uso de Eptifibatide esta bien limitado ya que en estudios iniciales se observd una alta
tasa de mortalidad y HIC. ®

Se han reportado mas de 1000 estudios de terapias neuroprotectoras, pero ninguno ha
documentado efectividad. Estos farmacos apuntan a la preservacion tisular hasta que
un flujo sanguineo adecuado puede ser restablecido, ya sea por recanalizacion
espontanea, recanalizacion terapéutica o flujos colaterales. Algunos estudios han
usado el sulfato de magnesio como terapia neuroprotectora obteniendo buenos
resultados para una reperfusion subsecuente.® Otros estudios experimentales apoyan
fuertemente el potencial terapéutico de la hipotermia inducida como estrategia
neuroprotectora, aunque todavia no hay resultados concluyentes y su enfoque todavia
es experimental. *
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HIPOTESIS

Hipodtesis general.

e EIl Tirofiban disminuye la zona de penumbra isquémica en el ictus isquémico-
embdlico y evita su conversién a infarto luego de tres horas de iniciada la
oclusion arterial.

Hipodtesis especificas.

e La administracién de Tirofiban disminuye el volumen del tejido hipoperfundido y
evita su conversién a infarto, luego de tres horas de ocurrido el ECV isquémico
embdlico.

e A diferencia del placebo, el Tirofiban mejora la perfusion sanguinea a la zona de
penumbra isquémica.
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DISENO METODOLOGICO.

a. Tipo de estudio.

El presente estudio es de tipo experimental, con muestreo aleatorio, doble ciego,
placebo controlado.

b. Muestra.

Se utilizaron 23 conejos, de los cuales se obtuvo una muestra de 12 conejos
distribuidos en dos grupos de 6 individuos cada uno: Grupo de Tirofiban (Grupo A) y
Grupo control (Grupo B).

CRITERIOS DE INCLUSION.

e Conejos neozelandeses machos.

e Peso entre 2000 y 2500 g.

e Que presenten zona con déficit de perfusion en la MRI DW/PW, treinta
minutos posterior a la embolizacion de la arteria carétida interna, con un
coagulo autélogo.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Conejos en los cuales se evidencie anomalia estructural en la MRI previa al
estudio.

e Conejos en los cuales la MRI presente artefacto que dificulte su
interpretacion.

e Sujetos embolizadas que fallezcan antes de finalizada la infusion.

c. Operacionalizaciéon de variables.
VARIABLES DEPENDIENTES.

e Zona de infarto: Area que presenta lesién en DW. Expresada en ml.

e Zona de hipoperfusion: Area que presenta déficit de perfusién sanguinea,
medida segun parametros de PW (tabla 1). Expresada en ml.

e Zona de penumbra isquémica: diferencia entre el volumen de PW menos el
de DW. Expresado en ml.
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CUADRO 1.

Concepto

Indicador

rCBF (Flujo sanguineo cerebral relativo)

La media del flujo
microvascular

ml/100g
tejido/min

rCBV (Volumen sanguineo cerebral
relativo)

El volumen sanguineo de la
microvasculatura perfundida

Mililitros

MTT (Tiempo medio de transito del medio
de contraste)

Tiempo que le toma a la
sangre para pasar del lado
arterial al venoso

Segundos

TTP (“time-to-peak”)

Tiempo que tarda el material
de contraste desde su
infusién hasta producir el
maximo cambio en la sefial
observada.

Segundos

ADC (Coeficiente aparente de difusion)

Volumen del &rea que
presenta lesion de DW,
comparada con el area
contralateral.

Mililitros

Modificado de Aronen H, Laakso M, Moser M, Perkid J. Diffusion and perfusion-weighted magnetic resonance

imaging techniques in stroke recovery. Europa Medicophysica. 2007;43:271-84 5o

VARIABLES INDEPENDIENTES.

« Tirofiban (Agrastat ® 0.25 mg/ml, VIAL 50 ML. MERCK SHARP DOHME)

Administrado en bolo a 0.4 mcg/kg/min y luego a infusién continua a 0.1
mcg/kg/min, en vehiculo (solucién salina al 0.9%).

Placebo: Solucion salina al 0.9% a 5 mi/kg/dosis.

Tiempo de evaluacion post isquemia: La evaluacion con MRI posterior a la
embolizacion: treinta minutos.

Tiempo de isquemia previo a la infusién: El periodo entre la embolizacion vy el
inicio de la infusién del medicamento: tres horas.

Duracion de administracion del medicamento: Los conejos reciben una
infusion del medicamento de cuatro horas.

Tiempo de evaluacion post infusion: Los sujetos seran reevaluados con MRI
DW/PW a las dos y cuatro horas de la embolizacion.

d. Consideraciones éticas.

Al momento no hay guias acerca de consideraciones éticas en animales de
investigacion en El Salvador. Por lo tanto, se respetaran las guias de la “American
Veterinary Medical Association”, para Eutanasia del “Animal Welfare Information
Center” (AWIC). Ademéas se usara de guia el documento de Elementos Esenciales para
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Investigacion Animal, Una Guia para la Investigacion Animal, basado en las normas de
la AWIC. ®>®°

Plan de recoleccidon de muestras

PREPARACION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Luego del pesado de los conejos, se induce la anestesia con inhalacion de éter, para
luego administrar intraperitonealmente una mezcla de atropina (0.1 mg/kg), midazolam
(2 mg/kg) y ketamina (20 mg/kg); esta se repite cada hora de ser necesario, segun
respuesta, mientras se manipule al animal.®’

Se procede a disecar y canalizar una de las venas femorales, la cual sirve de acceso
para la administracion de la infusion de medicamento.

Se toma una MRI inicial para descartar la presencia de anomalias estructurales.
INDUCCION DEL EVENTO CEREBRO VASCULAR ISQUEMICO

Al ser negativo el resultado del MRI para anomalias estructurales, se procede a disecar
y cateterizar la arteria cardtida comun derecha con un catéter 24 G x 2/3”, introducido
entre 0.5 y 1 cm dentro de la misma, fijandolo con nylon 3-0. Se extraeran 0.2 ml de
sangre de dicha arteria, dejandola en la jeringa durante diez minutos para obtener el
coégulgo. Esta se emboliza y es seguido de un bolo de 0.2 ml de solucion salina al
0.9%.

A los 30 minutos de la embolizacién, se toma una MRI con angiografia para comprobar
si fue satisfactoria (visualizacion de vaso ocluido). En caso negativo, se repetira la
embolizacion.
Cuando ha sido exitosa la embolizacién, se asignan los conejos aleatoriamente en dos
grupos (Grupo Ay Grupo B) por un asesor gue no participara en la fase experimental ni
en el analisis de imagenes.

TRATAMIENTO

Luego de tres horas de la embolizacion, se infunde el medicamento, via intravenoso,
durante cuatro horas de la siguiente forma:

e Placebo: Solucién salina al 0.9% (5 ml/kg/dosis).

e Tirofiban: Tirofiban administrado en bolo a 0.4 mcg/kg/min y luego a infusion
continua a 0.1 mcg/kg/min en vehiculo (solucién salina al 0.9%).
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Cada tres horas, hasta el final de la infusion, se administra un bolo intraperitoneal de 10
ml de solucién salina al 0.9%, con el objeto de reponer las pérdidas hidricas en los
sujetos de experimentacion.

Finalizada la infusién, se toma una MRI con DW/PW; luego de ésta, se realiza la
eutanasia de los sujetos con la administracién de 5 ml intravenosos de cloruro de
potasio.

IMAGENOLOGIA.

Las imagenes son obtenidas mediante un equipo Siemens Magnetom Vision 1.5 T
Whole Body MR Scanner (Siemens AG, Erlangen). Las imagenes de difusiéon (DW) son
obtenidas con una secuencia simple tridimensional de tres valores b — b=0
segundos/mm2, b=500 segundos/mm2 y b=1,000 segundos/mmz2. Los parametros de
imagen son tiempo de eco (TE)=100 milisegundos, 7 cortes axiales a 2.2 mm de
grosor, brecha entre cortes de 1.5 mm, matriz 96x128, campo de vista (FOV)= 240 mm,
tiempo de imagen= 26 segundos.

Las imagenes de perfusion (PW) se obtendrian con T2, a un ritmo de 12 cortes 40
veces cada 2 segundos. Los parametros seran TE=54 mseg, 7 cortes con 2.2 mm de
grosor, con brecha entre los mismos de 1.5 mm, matriz de 128, FOV=240 mm. Se
inyectaria un bolo de material de contraste (galodinio) a una dosis de 0.2 mi/kg, a una
velocidad de 5 ml/minuto, seguidos de 1 ml de cloruro de sodio al 20% a la misma
velocidad de infusion.

El volumen del area infartada es determinada por la lesion en DW. El volumen del area
hipoperfundida seria determinada por las variables de PW ya descritas (TABLA 1). La
zona de penumbra isquémica se obtendria:

Penumbra (ml) = PW (ml) — DW (ml) 5o

El analisis imagenolégico es realizado por un médico radiélogo que tampoco conoce a
gué grupo fueron asignados los sujetos de experimentacion.

Analisis de datos.

Los datos son analizados con pruebas de estadistica descriptiva, utilizando el software
SSPS version 11.0 y Microsoft Excel Vista.

Debido a dificultades técnicas con el equipo de MRI, no fue posible evaluar la
secuencia de Perfusion (PW), por lo que no fue cuantificable la zona de penumbra
isquémica; se presentan los datos de las lesiones de difusion Unicamente, a modo
descriptivo, como casos y controles. Se ampliara este punto en la discusion.
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RESULTADOS

Se realizaron los experimentos segun los lineamientos establecidos previamente, no
obstante, debido a dificultades técnicas con el Equipo de Resonancia Magnética
Nuclear, no fue posible evaluar a los sujetos de experimentacion con el parametros de
Perfusion (PW), lo que es discutido mas adelante. Por lo que la Unica variable a ser
presentada es la lesion de Difusién (DW), lo cual determina el volumen de infarto.

Se tomaron tres secuencias de MRI por conejo: a una hora de embolizado para
corroborar cambios isquémicos, a tres horas (justo antes de iniciar la infusién de
tirofiban y placebo) y luego de cuatro horas de infusion. Cuatro sujetos no lograron
finalizar el tiempo de infusién, por lo que fueron excluidos de los datos presentados a
continuacion.

El cuadro 2 detalla los volumenes de infarto en ml de cada uno de los conejos en los
grupos TIROFIBAN y PLACEBO.

CUADRO 2.

GRUPO TIROFIBAN

Volumen de infarto
previo infusién de tirofiban

Volumen de infarto
posterior a infusién de tirofiban

Reduccién de
volumen de infarto

ml ml %
Conejo a 17.7 2.5 85
Conejo b 17.2 2.4 86
Conejo ¢ 27.6 22.4 18
Conejo d 11.9 1.6 86
Conejo e 16.8 8.5 49
Conejo f 15.6 4 74
Promedio 17.8 6.9 66.3
Desviacion estandar 5.23 7.98 27.6

El cuadro presenta un resumen de los volumenes de infarto de cada sujeto previo a la infusion de tirofiban y posterior esta. Se

puede evidenciar una notable disminucion en el promedio de los volimenes de infarto.

Como se puede observar en el cuadro, los sujetos embolizados a quienes se les
administro la infusién de Tirofiban, presentaron una disminucion sustancial en el
volumen de tejido cerebral infartado. El cuadro presenta un promedio de volumen
infartado previo al Tirofiban de 17.8 ml y un promedio de volumen infartado posterior al
Tirofiban de 6.9ml, una reduccion de 66.3%. Ademas la desviacion estandar es de 5.23
para el grupo pre Tirofiban y 7.98 para el post infusion de Tirofiban.

El sujeto C presento un infarto de mayor proporcion que los demas conejos con un
volumen de 27.6 y de la misma manera presento una reduccién de infarto 18%. Vale la
pena mencionar que la reduccion de infartos de menor volumen fue mas significativa
gue la reduccion del infarto de mayor volumen, como lo es el sujeto C.

En la figura 3 y 4 se puede apreciar la imagen de difusion pre y post tirofiban lo cual es
representativo del 100% de los casos estudiados. Ver ANEXOS al final del documento
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para apreciar el corte mas representativo de la perdida de volumen en cada sujeto de

estudio.

Figura 3

Figura 4

En esta imagen se puede notar la zona de infarto en la
region frontal del encéfalo del sujeto B. Ademas se
puede notar una pequefia area infartada en la regién
occipital. Este es uno de los multiples cortes realizados
durante el estudio de la tercera hora posterior a la
embolizacion y previo a la infusién por tirofiban. La
mayoria de imagenes presentan baja resolucion debido
al tamafo del cerebro del sujeto, abundante tejido oseo
y la capacidad del aparato para poder configurar la
imagen.

La imagen es correspondiente al mismo sujeto B siete
horas posterior a la embolizacion con cuatro horas de
infusién de tirofiban. El corte presenta la mayor area de
infarto presentado en todos los cortes de la serie del
estudio del sujeto B y al igual que en todos los otros
sujetos, se nota una reduccion significativa del area de
infarto.

Ademas se nota un artefacto en la region superior
izquierda de la imagen.
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Se puede apreciar en la grafica la tendencia a agrupacién que presentan los sujetos de estudio a excepcion del sujeto C.

CUADRO 3.

VOLUMEN DE INFARTO

Volumen de infarto
previo infusion de

Volumen de infarto
posterior a infusion de

Aumento de volumen de infarto

GRUPO PLACEBO tirofiban Placebo %
ml ml

Conejo G 14 16.8 20
Conejo H 18.9 21.5 13
Conejo | 19.7 21.5 8
Conejo J 14.7 16.9 14
Conejo K 16.5 16.5
Conejo L 16.5 17.2
Promedio 16.7 18.7 11
Desviacion estandar 2.245 2.411 7.28

El volumen de infarto en la muestra de sujetos infundidos con placebo tiene un
promedio de 16.7ml. Posterior a la infusion el volumen del infarto aumento a un
promedio de 18.7ml. Esto significa un aumento en el tamafo del infarto del 11%. Se
infundio a este grupo con Solucion Salina Normal al 0.9% sin presentar ninguna
disminucién de infarto en los casos. Hubo mas variabilidad en los porcentajes de
aumento en esta muestra de sujetos sin embargo el 100% presento aumento de

tamafio de infarto.
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Las figuras 5 y 6 representan una generalizacion de los cortes con sus respectivos
aumentos de volumen de infarto en el grupo placebo

Figura 5

Figura 6

En la imagen se nota una region de infarto en la zona
occipital del encéfalo del sujeto H. Esta imagen fue
tomada a las 3 horas de haberse realizado la
embolizacion y previo a la infusion de solucién salina
normal.

El corte representa la imagen con el mayor aumento de
volumen en la resonancia magnetica tomada a las 7
horas de la embolizaciéon y 4 horas posterior a la infusién
de soluciébn salina normal. Se nota un aumento
considerable de la region de infarto en comparacion a la
figura 5.
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En la grafica se nota el aumento gradual del volumen de infarto que ocurri6 en todos los sujetos de estudio del grupo placebo.

CUADRO 4.

VOLUMEN DE
INFARTO

PRE INFUSION POST INFUSION

TIROFIBAN

17.8 6.9

PLACEBO

16.8 18.8

GRAFICO 3.
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Se demuestra la similitud de volumen de los grupos pre infusion y la gran variabilidad que presentan dependiendo en el

medicamento administrado.
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GRAFICO 4.
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El grafico superior demuestra de una manera mas clara la agrupacion de los datos pre
infusibn de medicamento. Ademas se nota el aumento de volumen de los sujetos
infundidos con placebo que rodea a los grupos pre infusion. El grupo de tirofiban post
infusién se nota completamente separado y rodeado de los otros datos con un volumen
mucho menor. Se nota una cola de gran tamafio producida por el sujeto C en la regién
inferior derecha. Esta se puede ver ha disminuido notablemente posterior a las 4 horas
de infusién de tirofiban, sin embargo su reduccién no es proporcional a la de los otros
datos post infusion de tirofiban.
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DISCUSION

La terapia antitrombética con farmacos inhibidores de la GP-lIb/Ill-a es una alternativa
que se ha venido desarrollando desde hace varios afios, principalmente como
coadyuvante a la fibrindlisis con r-TPA, aunque hay estudios que han sugerido su
monoterapia. Estos ultimos han sido ensayos pre clinicos o con nimero reducidos de
pacientes, pero sugieren el potencial terapéutico del Tirofiban dada su efectividad en el
periodo previo al inicio de accién de los anticoagulantes convencionales®; no obstante
es una rama inconclusa dentro de la investigacion de esta patologia y su manejo.

En el desarrollo de nuestro estudio contamos con varias limitantes que afectaron
sustancialmente su desarrollo: la primera es la baja tasa infarto cerebral al utilizar el
método de embolizacion con coagulo autologo; esto ya lo pudimos observar en los
estudios de Segura y colaboradores® '° donde la tasa de embolizacion exitosa e infarto
ronda el 45%° *°. En los estudios de Segura se realizaban las embolizaciones, los
experimentos y luego las craniectomias practicamente a ciegas, sin conocer si la
embolizacion fue exitosa, el conejo continuaba en el estudio.

En nuestro estudio tuvimos la ventaja de realizar luego de la embolizacion una angio
resonancia, con lo que se corroboraba el éxito de la misma en cuanto a la oclusién. Si
no se observaba oclusién de la vasculatura cerebral, el conejo era reembolizado, hasta
lograrlo (FIGURA 6). Pese a esto, hubo conejos que con la vasculatura cerebral ocluida
no presentaban areas isquémicas, probablemente debido a circulacién colateral. Esto
se tradujo en que Unicamente logramos incluir doce sujetos en el estudio (infartados),
mientras que hubo conejos que fueron embolizados en forma sucesiva (seis en total),
incluso en ambas arterias carotidas, sin lograr lesiones isquémicas.

o X

FIGURA 6. Angio resonancia de conejo embolizado, observando obstruccion del sistema de la arteria
car6tida interna derecha.
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Esto ya ha sido discutido por varios autores, sin llegar a un acuerdo. Dentro de los
modelos mas utilizados para ECV isquémico en animales de experimentacion
(principalmente ratas y conejos), el mas usado es la sutura endoscopica intravascular
de la arteria cerebral media. Los métodos de embolizacion ademas de la embolizacion
carotidea con coagulo autologo (usado en nuestro estudio) esta descrita la
embolizacion selectiva de la arteria cerebral media. Henniger apoya los modelos de
embolizacion en lugar de la oclusibon mecénica mediante sutura intravascular, y
propone que la fragmentacion del coagulo o una oclusién mas completa (proximal) son
los mecanismos por los que la zona de penumbra es mayor y mas duradera mediante
la embolizacién.”

Otro factor que pudo influir negativamente en nuestro estudio fue el método de
preparacion del coagulo. Ciertos autores que apoyan el uso coagulos ricos en fibrina
(incubados y fragmentados), con mejores resultados que los preparados y embolizados
en el acto, durante el mismo experimento.”” ® No obstante, los estudios de Segura
Lemus han utilizado dos métodos diferentes de preparacién del mismo, con similares
tasas de embolizacion exitosa® *°

Definitivamente la mayor limitante que tuvo nuestro estudio, fue la inadecuada
resolucién del equipo de Resonancia Magnética Nuclear para realizar las secuencias
de Perfusion (PW) en los conejos, como lo podemos observar. En las figuras 7 y 8
vemos la comparacion de una MRI con PW en humano, con adecuada resolucion, y
luego las que obtuvimos con el equipo de MRI de la Clinica BMJ.

Esto imposibilité obtener imagenes adecuadas que pudiesen ser analizadas por el
Médico Radiélogo que asesor0 el estudio. Debido a no tener las imagenes de PW no
pudo ser delimitada la zona de penumbra isquémica, objetivo de nuestro estudio
(FIGURA 2). Se intentd con diferentes imanes del equipo de MRI, incluyendo los de
mayor resolucién disponibles, como los imanes para imagenes de rodilla y neonato),
sin mejora en los resultados.

Los especialistas de la Clinica Brito Mejia Pefa, Colonia Escalon, en San Salvador,
que explican el fenbmeno secundario a la relacion huesol/tejido cerebral del conejo. En
el humano, hay un volumen cerebral considerablemente mayor comparado al tejido
0seo que lo circunda. En el conejo, esta relacion es inversa, pues el craneo y huesos
del macizo facial ocupan mucho mas espacio que la masa encefélica. La hipétesis de
estos especialistas es que se genera un efecto de “artefacto” para el iman del equipo
de MRI, distorsionando completamente la imagen (FIGURAS 8 y 9).
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FIGURA 7. Imagen de PW en humano, donde se observa un déficit de perfusion en el area
correspondiente a la arteria cerebral media derecha. Modificado de Gonzalez RG, Imaging-Guided Acute
Ischemic Stroke Therapy: From “Time Is Brain” to “Physiology Is Brain”. American Journal of Neuroradioly
27:728 =35 Apr 2006
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FIGURA 8. Imagen de PW de conejo embolizado, con &rea isquémica en DW pero con inadecuada
resolucion en PW. Obtenida en Clinica Brito Mejia Pena, Colonia Escalon.
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Anterior

¢

Posterior

FIGURA 9. Corte coronal de la cabeza del conejo. El tejido encefalico encerrado en un circulo,
demostrando su relacion con el craneo.

Se discutio la situacidén con especialistas de la Clinica de Diagnéstico Neuroradiolégico
de Eppendorf, Alemania. La opinién de Jens Fiehler, miembro de dicho departamento,
luego de sugerir el uso de imanes de mayor resolucién (rodilla y neonato), es que el
equipo %e MRI no dispone de la resolucién adecuada para evaluar este parametro en el
conejo.

Retomando los resultados del estudio, en el grupo TIROFIBAN se encontré una
reduccién marcada del volumen del infarto medido por DW, de un promedio de 17.84
ml previo a la terapia a 6.93 ml luego de cuatro horas de infusién de Tirofiban. Esta
diferencia se observo incluso en un conejo con infarto masivo (conejo C), aunque la
reduccion del tejido infartado fue menor a los demas conejos.
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Por lo general, en el grupo PLACEBO la tendencia fue la progresiéon de la lesion en
DW, en un promedio de 2 ml luego de cuatro horas. El comportamiento de este grupo
fue sumamente homogéneo, pese a la adecuada hidratacién de los conejos durante el
estudio y a cierto efecto neuroprotector de los anestésicos que utilizamos, en particular
la Ketamina®’. No consideramos este efecto neuroprotector un sesgo para nuestro
estudio, pues esta variable (anestésico) fue administrada a todos los sujetos por igual.

De los autores que mas han estudiado este tema podemos citar a Junghans, quien
llevé a cabo un estudio de monoterapia con Tirofiban, en veinte pacientes con lesiones
en PW similares (evaluadas con el TTP). Luego de una semana de la terapia observé
diferencia significativa estadisticamente (p = 0.029) en los pacientes tratados;
nuevamente se menciona el escaso numero de pacientes incluidos en el estudio,
reconociendo asimismo el potencial terapéutico de este farmaco.*®

Los resultados obtenidos por Segura en su segundo estudio en esta misma linea,
mostraron cierta dispersion de los datos, por lo que no pudo concluir firmemente el
propésito de aumentar la ventana terapéutica del Tirofiban'®. Nosotros nos inclinamos
por seguir con la pauta terapéutica de tres horas para el inicio de la terapia, ya descrita
por Segura en su primer estudio® con resultados bastante similares, aunque no
pudimos incluir un numero de sujetos mayor por razones de indole técnico (sélo
disponiamos de un equipo de MRI para el estudio) y, obviamente, econémico.

Definitivamente el aspecto mas llamativo de nuestros resultados, es la disminucion de
la lesibn en DW, cuando tedricamente es un area de lesion tisular irreversible, cuyo
fracaso energético celular y necrosis se traduce en alteraciones de la difusion del agua
a través de la pared celular, evidenciadas en la imagen. *® % % °° Gonzélez ya
describié que este tipo de lesiones, en ausencia de terapia, rara vez experimenta
regresion*’; todo lo contrario de nuestros resultados, donde las lesiones catalogadas
como definitivas por numerosos autores, han mostrado disminucion en el 100% de los
conejos sometidos a la infusion de Tirofiban (n=6). Esto se podria interpretar como un
efecto adicional al ya sugerido sobre la zona de penumbra isquémica, evaluada con
cambios en la PW, incluso en pequefias series de humanos.*®

A pesar que la gran mayoria de autores coincide en la opinion arriba descrita, existe
una controversia al respecto. Por ejemplo, Ringer llevo a cabo un estudio con diez ratas
con isquemia cerebral mediante sutura intravascular de la arteria cerebral media, la
cual fue retirada treinta minutos después para lograr su reperfusion. Se observaron
lesiones en DW; se tomaron imagenes control a las 3 y 5 horas. El 100% de las ratas
experimentaron disminucion de las lesiones, de las cuales cuatro de ellas tuvieron
regresion completa de los cambios en DW, y seis, regresion parcial. Pero cuando lo
correlaciono con cortes histoldgicos tefiidos con marcadores para la Proteina Asociada
a los Microtubulos 2 (MAP) y la Proteina de Golpe de Calor 72 (HSP72), se tifieron
extensas areas positivas a la marcacion con estas proteinas relacionadas con la
isquemia cerebral aguda, que coincidian con la lesién inicial en DW®,

La reversion de los cambios en DW es estudiada por otros autores en diferentes
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aspectos. Fuhai Li, la asocia al tiempo que transcurre entre isquemia y reperfusion, con
resultados que apoyan la posibilidad que los cambios imagenoldgicos normalmente
catalogados como “irreversibles” desaparezcan’®.

Por otro lado, la presencia de hemorragia intracerebral, aunque no fue objetivo del
estudio, fue observada en un solo caso, de los dieciséis conejos infartados. Esta
complicacion de la terapia ya ha sido mencionada por otros autores y es punto de
controversia’; en estudios pre clinicos como el nuestro, la frecuencia es similar.*®

Definitivamente, la importancia de este estudio no se basa en los resultados
estadisticos sino en haber desarrollado un método de evaluacién imagenologica del
evento cerebrovascular isquémico, con limitantes debido a los pocos recursos con los
gue disponemos. Su correlaciéon de resultados con estudios realizados en nuestro pais
910y el aporte a la controversia sobre la irreversibilidad de las lesiones en DW es un
gran aporte al estudio imagenoldgico de estas lesiones.

34



CONCLUSIONES

1. El Tirofiban disminuyo el volumen de la lesion de DW en el 100% de los conejos
infartados que recibieron infusion de Tirofiban.

2. El volumen de infarto en el grupo de conejos infundidos con Tirofiban a las 7
horas de un evento tromboembdlico presenté una reduccion promedio de 66%

3. El 100% de los conejos infartados que recibieron infusion de placebo (n 6)
sufrieron un aumento del volumen del infarto.

4. El volumen de infarto en el grupo de conejos infundidos con placebo a las 7
horas de un evento tromboembdlico presentdé un aumento promedio de 12%

5. De 16 conejos que presentaron embolizacién exitosa solo uno (6.2%) presento
hemorragia intracerebral.
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RECOMENDACIONES

1. Futuros estudios bajo el mismo tema deberian hacerse con mayor nimero
y mayor tamafio de animales para que resistan mas tiempo los efectos de
los anestésicos y la injuria sistémica provocada por el ECV ademas de
tener mejores resultados con el tipo de imagen a utilizar.

2. Es importante que la resolucién del aparato de MRI sea mayor, en la que
se pueda obtener cortes de 1.5 mm ya que nuestro estudio utilizamos
cortes de 2.2 mm lo que dificulté la evaluacién de las imagenes y su
evaluacion.

3. Retomar el modelo de formacién de coagulo ocupado por Segura V° para
una embolizacién exitosa.

4. Realizar correlacién entre estudios de imagenes y cortes histolégicos con
tinciones para detectar isquemia cerebral aguda, como la HSP 72 o
MAP2.

5. Comparar los resultados obtenidos con RMN con otro método de
obtencién de imagenes como el PET + TAC con Xendn.
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ANEXOS

Flujograma de trabajo de campo
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Algoritmo de la seleccion de sujetos.
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Se puede apreciar en la figura cortes sagitales y axiales en los conejos de experimentacion. Se nota la region de infarto en la
imagen inferior derecha. Ademas se nota una obstruccién arterial en la imagen superior derecha posterior a la embolizacion. En la

imagen inferior derecha se nota la distorsién que presentaba la maquina de resonancia magnética en algunos tipos de cortes.
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GRUPO DE TIROFIBAN

FIGURA A

Preinfusion Postinfusion

FIGURA B

Preinfusion Postinfusion
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FIGURA C

Preinfusion Postinfusion

FIGURA D

Preinfusion Postinfusion

41



FIGURA E

Preinfusion

FIGURA F

Preinfusion

Postinfusion

Postinfusion
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GRUPO DE PLACEBOS

FIGURA G

PREINFUSION

FIGURAH

Preinfusion

POSTINFUSION

Postinfusion
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FIGURA |

Preinfusion

FIGURA J

Preinfusion

Postinfusion

Postinfusion
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FIGURA K

Preinfuision Postinfusion

FIGURA L

Preinfusion Postinfusion
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