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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Evento Cerebro Vascular (ECV) es definido, por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), como un cuadro clinico de desarrollo rapido de signos focales o
globales de alteracién cerebral con una duracién mayor de 24 horas, a menos que
sobrevenga la muerte, sin otra causa aparente aparte de trastornos vasculares‘.
Esta definicién excluye tumores cerebrales primarios y metastaticos, hematomas

subdurales, estados convulsivos, trauma y ataques isquémicos transitorios.

Los ECV, segun su etiologia, pueden dividirse en isquémicos (85%) vy
hemorragicos (15%). Los ECV isquémicos se subdividen en trombéticos (25%) y
embélicos (75%)°. Debido a su gran incidencia es de importancia la prevencion,

diagnéstico y tratamiento del ECV isquémico de tipo embdlico.

El ECV se encuentra entre las tres primeras causas de muerte en Estados
Unidos®* y la primera causa de discapacidad a nivel mundial'. Su incidencia ha
aumenfado debido a mililtiples factores, entre ellos el envejecimiento de la
poblacion®, la pandemia mundial de obesidad, el sedentarismo, la hipertension
arterial, la diabetes mellitus y el tabaquismo®. Varios estudios realizados en paises
desarrollados indican que la carga econdémica y social de esta enfermedad, asi

como las discapacidades que generan son, para los sistemas de salud, enormes’.



En El Salvador en el aflo 2002 se reportaron 1561 casos de ECV, de los cuales se
presentaron 92 muertes®, sin embargo no se p&ede descartar la presencia de un
fenémeno de sub-registro de casos. En nuestro pais existen pocas investigaciones
sobre el tema, haciendo dificil un analisis preciso del comportamiento socio
epidemiolégico del problema. Entre estas se cuenta con estudios que, a nivel
hospitalario, estiman una mortalidad de ECV isquémico de 15 a 26%, en los

cuales se han evaluado factores de riesgo asociados a mortalidad® '°.

Debido a las repercusiones del ECV sobre la morbilidad y mortalidad mundial, es
de vital importancia tomar medidas de prevencién, modificando factores de riesgo
para reducir su incidencia''. Sin embargo, una vez establecido el ECV existen
pocas opciones terapéuticas efectivas para mejorar la sobrevida y disminuir las
posibles secuelas. Entre estas se encuentra la pro-urokinasa recombinante la cual
administrada por via intraarterial, en las primeras 6 horas del ECV agudo,
demoétré una mejoria clinica significativa a los 90 dias; aunque también produjo
un incremento de la incidencia de la HIC (Hemorragia Intracerebral)'2. No obstante
en la actualidad el unico farmaco aprobado por la FDA (Food and Drug
Adminis.tration)13 como tratamiento para el ECV isquémico de tipo embdlico es la
Alteplasa, un Activador del Plasminogeno Tisular Recombinante (rt-PA), el cual

por sus criterios de elegibilidad limita su uso a un grupo reducido de pacientes'*'®.

En vista de esto, se buscan nuevas alternativas efectivas para el tratamiento de
ECV isquémico de tipo embdlico. Una de estas es el Tirofiban, una molécula no

peptidica que produce una inhibicién competitiva del receptor de la glicoproteina



lib/Hla (GP lib/lla)'®'7. El Tirofiban ha sido ampliamente utilizado en casos de
isquemia coronaria aguda; siendo efectivo para mejorar el pronostico de estos
pacientes'®. Al mismo tiempo existen estudios preclinicos que apoyan su uso para

el tratamiento de ECV isquémico de tipo embdlico™®.

Si bien se ha documentado su uso en el tratamiento de la patologia en cuestion,
es necesario establecer de forma categoérica, la ventana terapéutica para el

Tirofiban ante el ECV isquémico de tipo embélico®.

Debido a todo lo expuesto anteriormente surgid la siguiente pregunta:
..Como es la eficacia del Tirofiban al administrarlo a las-3, 6 y 9 horas de iniciado
un ECV isquémico embdlico en un modelo experimental en conejos, para reducir

el volumen del infarto cerebral?



il. DELIMITACION DEL PROBLEMA

Recientes estudios han demostrado la efectividad del Tirofiban en el manejo
agudo del ECV isquémico embélico tanto en conejos'®, como en series de casos

en humanos?',

A nivel experimental se ha demostrado su efectividad en la reduccion del volumen
del infarto a las dos horas de provocado el embolismo cerebral'®, sin embargo se
desconoce el periodo de ventana terapéutica, es decir, no se ha establecido el
momento en el cual todavia se puede administrar este medicamento para que

continué siendo efectivo.

Al mismo tiempo no se ha comprobado, en modelos experimentales, si al
administrar a distintas horas el Tirofiban existira un mayor riesgo de hemorragia
intracerebral. Ademas, se ignora si el Tirofiban tiene una ventana terapéutica
clinica. lo que significaria que administrado a distintas horas después un ECV,

podria presentarse una mejoria clinica, evaluada con una escala neuroldgica.

Es por ello que esta investigacion tenia el propésito de determinar la ventana
terapéutica del Tirofiban administrado a las 3, 6 y 9 horas después de producido el

evento cerebrovascular isquémico, comparado con placebo.



e

Ill. JUSTIFICACION

El ECV isquémico embdlico representa una de las primeras causas de
discapacidad a nivel mundial’ y la tercera causa de muerte en Estados Unidos®. El
ECV constituye una carga considerable tanto en costos humanos como
econdémicos, no solo para el paciente que lo sufre, sino también para la sociedad y

los sistemas de salud.

En 1997 en Australia, se evaluaron los costos, para el sistema de salud,
posteriores a un ECV iquémico, los cuales representaron cerca de 985 millones
de dolares’. Después de la presentacion de un ECV, las opciones terapéuticas
son pocas y solamente una pequefia proporcion de la poblacion es elegible para

estas %%,

E! estudio de Kleindorfer et al demostré que en una poblacién en Cincinnati
Gnicamente el 8% de los pacientes con ECV isquémico son elegibles para la
terapia trombolitica con rt-PA, siendo la ventana terapéutica, menor de 3 horas, el
criterio de elegibilidad mas dificil de cumplir23, puesto que se estirﬁa en un
promedio de 5.5 horas el momento de arribo a los centros de emergencia desde
iniciados los sintomas, habiendo solamente un 28.9% de pacientes que consultan
durante las primeras 3 horas®. Si bien, la terapia trombolitica esta aprobada en
varios paises para el manejo de ECV isquémico, solamente un pequefio numero

de pacientes es elegible para el tratamiento.



En El Salvador, el estudio de Palacios M et al, realizado en el Hospital Médico
Quirurgico (HMQ) del Instituto Salvadorefio de! Seguro Social (ISSS), demostré en
una serie de 108 pacientes con diagnéstico de ECV isquémico, que
aproximadamente 62% de estos tenian un TAC (Tomografia Axial Computarizada)'
negativa a su ingreso. Sin embargo, es importante recalcar que las limitaciones
metodolégicas de este estudio no permiten determinar el tiempo de evolucién del

ictus al momento del ingreso1°.

Por lo tanto existe la necesidad de buscar y desarrollar nuevas opciones de
tratamientos y a la vez ampliar la cobertura de los ya establecidos. La busqueda
de agentes adicionales que puedan restablecer el flujo sanguineo cerebral es

entonces necesaria.

Existen estudios preclinicos experimentales que demuestran la efectividad del
Tirofiban en ECV isquémico emboélico administrado 2 horas despué’s de
establecida la isquemia’®. Ademas se conoce un estudio clinico el cual describe un
caso de ECV isquémico embélico de la Arteria Basilar, en el que se logré una
reperfuéién total luego de la administracién de Tirofiban Intra arterial®'. Sin
embargo, no se conoce la ventana terapéutica de este medicamento para el ECV.
Incluso las combinaciones con rt-PA no se han utilizado desplies de 3 horas
debido a la falta de estudios en fase 1 y 2 que indiquen la ventana terapéutica del

Tirofiban®.



IV. ANTECEDENTES

Actualmente el unico medicamento aceptado por la FDA para el tratamiento de
ECV isquémico embdlico es la Alteplasa (rt-PA)'®. Se estan evaluando otros
activadores del plasminégeno tisular recombinante, entre ellos se encuentra la
Tenecteplasa. Recientes estudios indican que la Tenecteplasa podria tener una
mayor efectividad que la Alteplasa, ademas de un periodo de ventana terapéutica
mas amplio sin incrementar el riesgo de producir HIC?®. Recientemente se han
realizado estudios para tratar de ofrecer diferentes alternativas de tratamiento,
entre ellas se encuentran los inhibidores de la GP llb/llla. Estos farmacos se
encuentran aprobados por la FDA para el manejo de sindromes coronarios agudos

desde noviembre de 1997%

Algunos de estos inhibidores han sido investigados para el tratamiento del ECV
isquémico embdlico. En el afio 2000 fueron publicados los resultados del estudio
realizado por The Abciximab in Acute Ischemic Stroke Investigators en el cual se
establecié que el Abciximab, utilizado a dosis estandar, puede ser seguro en el
tratamiénto de ECV isquémico produciendo una mejoria clinica a los 90 dias
comparado a los controles, incluso administrado a las 24 horas de iniciados los

sintomas?’.

Posteriormente en un estudio de P. Lapchak et al en 2001, se establecid que el

SM-20302, un inhibidor de la GP llIb/llla, en combinacién con el rt-PA disminuye el



'riesgo de HIC. Asi mismo este autor sugiere que existe un periodo de ventana

terapéutica especifica de los inhibidores de la GP Iib/llla en ECV isquémico?.

Algunos autores sugieren que los inhibidores de la GP lIb/llla pueden sobrepasar

las 3 horas de ventana terapéutica que posee la Alteplasa (rt-PA)?°.

Junghans et al en 2002 utilizé Tirofibban en ECV isquémico embdlico
estableciendo, por medio de resonancia magnética, una disminucién del area de
infarto cerebral, sugiriendo que el Tirofiban previene la transicion del tejido

isquémico a tejido infartado?.

En el estudio de Rudiger J. Seitz et al en 2003, se utilizé rt-PA, a dosis bajas,
combinado con T'irofiban. Se establecid, en este grupo de pacientes, un margen
de seguridad aceptable para su uso, junto con un potencial para reducir el déficit
neuroldgico similar al del grupo de pacientes que reciben rt-PA a dosis estandar.
Los datos también revelaron la necesi_dad de realizar estudios en fases 1y 2 en la
ventana de 3 a 6 horaé después de "estableciao el ECV isquémico embélico para

establecer la eficacia y seguridad de esta combinacion?.

Agregado a estos resultados, en 2004 Junghans et al publicé un estudio, con la
combinacién antés mencionada, obteniendo un 68% de recanalizacidon de la

arteria cerebral media y una mejoria neurolégica de los pacientes3°.



En 2004 Haerten K. et al evaluaron el uso de Tirofiban y Eptifibatide, ambos
inhibidores de la GP lIb/llla, combinados con lfleparina, Acido Acetil Salicilico y
Clopidogrel, monitorizando la escala de Ranking modificada, observando una

mejoria impresionante durante las primeras 24 horas de iniciado el tratamiento®".

En El Salvador se cuenta con pocos estudios que muestren resultados
relacionados con el tema, sin embargo en 2004, el estudio de Segura V et al'®
evalud el uso de Tirofiban sélo y en combinacién con Enoxaparina, en un modelo
experimental en conejos, obteniendo resultados aparentemente favorables para su
uso'® mostrando una disminucién del volumen del infarto cerebral a nivel
experimental. Todas estas referencias aportan evidencia presuntiva de la utilidad
de los inhibidores de la GP lib/llla aunque todavia este por definirse si existe un

periodo de ventana para su indicacion.

La determinacién del periodo de ventana a nivel experimental, es el primer paso
para estudiar el Tirofiban en ensayos clinicos para la posterior aprobacién de este
farmaco como parte del tratamiento del ECV isquémico. Al mismo tiempo si esta
ventana‘terapéutica es amplia, representarga una g[térnativa en el manejo de
aquelios pacientes que no tiene acceso al t-PA o que no cumplen los criterios de

su administracion.



V. MARCO TEORICO

La AHA (American Heart Association) estima que cada 45 segundos un
estadounidense sufre un evento cebrovascular. Los costos directos e indirectos de
esta patologia ascendieron a 53 billones de délares en el afio 2001. En el mismo

afio se reportan 700 000 casos nuevos de ECV en los Estados Unidos®.

Debido a que la ma)}oria de los ECV se deben a una oclusién tromboembdlica de
una arteria intfacerebral, la restauracion de la perfusién es un punto clave en la
estrategia ferapéutica. En toda area isquémica se presenta una zona central en ia
cual el dafio es irreversible, rodeada de una zona de penumbra isquémica la cual

puede ser revertida mediante la restauracion del flujo sanguineo a dicha area®.

En cuanto al tratamiento, se han establecido varias estrategias para tratar de
restaurar el flujo sanguineo tras una oclusién tromboembélica. En la actualidad la
Alteplasa es el Gnico medicamento aprobado por la FDA para el tratamiento con
una efe.ctividad demostrada. Sin embargo el rt-PA debe de ser administrado en las
3 primeras horas de iniciados los sintomas ya que después‘de este periodo
aumenta el riesgo de HIC'. Ademas, reoclusiones transitorias y permanentes
asociadas con un incremento de la mortalidad continan ocurriendo después de la
trombolisis con n-PA*. A pesar de estos resultados, el rt-PA sigue siendo el
estandar de oro en el tratamiento de un ECV isquémico embolico en las primeras

3 horas™.
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Se han estudiado otros agentes tromboliticos como la Streptokinasa, mostrando
tener un alto riesgo de HIC sintomaticas, que supera por mucho los efectos

beneficiosos producidos en pacientes con ECV isquémico embolico®>™".

Actualmente, no se recomienda el uso sistematico de heparinoides (Heparina,
Heparina de bajo peso molecular, etc.) para el tratamiento de pacientes con ECV
isquémico embdlico agudo debido al alto riesgo de hemorragia ** * ¥. Sin
embargo, existen estudios en animales que han mostrado que la Enoxaparina,

utilizada en las primeras 6 horas del ECV, puede producir mejoria clinica y

disminuir el volumen del infarto, sin un aumento significativo del riesgo de HIC'®.

Por otro lado, se han estudiado agentes antiplaquetarios para el tratamiento agudo
del ECV isquémico tromboemboélico, siendo la Aspirina el mas investigado. En el
IST (Intemational Stroke Trial)® y en el CAST (Chinesse Acute Stroke Trial) * se
demostr6 la seguridad de la Aspirina en el tratamiento del ECV isquémico
tromboembodlico, observandose un leve beneficio neto. La AHA recomienda el uso
de Asp~irina después de 24 a 48 horas de iniciado el ictus. Sin embargo, no
recomienda el uso de ningun otro antiplaquetario®.

Se han investigado en diversos ensayos clinicos la utiidad de sustancias
neuroprotectoras para aumentar la tolerancia del tejido cerebral a la isquemia. Sin
embargo, la mayoria de estos estudios no han démostrado la eficacia de los

neuroprotectores en el ictus isquémico y muchos debieron ser suspendidos debido

11



a la alta tasa de efectos adversos producidos*! *2 3, Asi mismo, ninguno de estos
agentes es recomendado por la AHA o la EUSI’(European Stroke Iniciative) para

el tratamiento del ictus isquémico agudo 3%,

La obstruccién aguda de una de las arterias cerebrales mayores, produce una
inmediata reduccién del flujo sanguineo cerebral en el area de irrigacion
correspondiente (isquemia focal). La reduccién del flujo sanguineo no es
homogénea en el sector afectado, pudiendo variar en minutos u horas,
especialmente cuando se instaura la reperfusiéon. La isquemia se torna grave en
determinado foco isquémico (area de necrosis), mientras que en la periferia se
establece un anillo denominado area de penumbra, en la cual la disminucién del
flujo es menos severa, gracias a los aportes sanguineos de las arterias colaterales
del tejido adyacente n'o isquémico. Los infartos cerebrales se definen como areas
de necrosis que se desarrollan en sitios donde se ha producido una isquemia
grave. La isquemia cerebral desencadena una secuencia de fenémenos
moleculares a corto y largo plazo, que se inician con el fracaso de la produccién

de ATP*,

A partir de este punto se establece una cascada de eventos isquémicos. Después
de un evento isquémico, la pared vascular se modifica de un estado antitrombético
antiadhesivo a un estado, en el cual promueve la adhesion leucocitaria y la
trombosis, potenciando la hipoperfusion post-isquémica. Estudios en ratas develan
la existencia de mecanismos adicionales, responsables del no reflujo

cerebrovascular post isquémico, especialmente la posibilidad de que trombosis

12



locales ocurren a nivel de la microvasculatura. (distal al sitio de la oclusién
primaria en ECV). Estudios recientes en modeli)s de ECV en ratas implican a los
receptores de la GP llIb/llla en el reclutamiento dependiente de plaquetas, como
un mecanismo amplificador de la trombosis en la microvasculatura post
isquémica*®. Estas observaciones proveen la necesidad de identificar nuevas
estrategias para limitar selectivamente la trombosis en ECV sin incrementar la

HIC.

La cascada de eventos isquémicos continia con una interrupcidon de los
‘gradientes iénicos transmembranales, debido a fallos en la bomba Na/K ATPasa y
otras bombas i6nicas dependientes de energia. Las neuronas de las células
gliales se despolarizan excesivamente por la entrada de sodio, cloro, calcio y agua
- al citoplasma. Ademas se produce una salida masiva de potasio, incrementando
los niveles de potasio extracelular, causando edema citotéxico de la célula. El
fracaso energético y los cambios idnicos asociados, ocasionan un incremento de
la secrecion de Glutamato, superexitacion de los receptores glutamatergicos de n-
metil-d-aspartato (NMDA) vy de écido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol‘propionico (AMPA), lo que confluye a un incremento, ain mayor de la
concentracion de calcio intracelular. La hiperexcitacion ocasiona el fenébmeno de
despolarizacion peri-infarto la cual incrementa el gasto energético, especialmente
cuando la membrana intenta repolarizarse. La gran cantidad de calcio intracelular
activa enzimas proteoliticas, que degradan proteinas del citoesqueleto y de la
matriz intracelular. El calcio activa la fosfolipasa A2 y la ciclooxigenasa

produciendo radicales libres de oxigeno, entre los que se incluye el oxido nitrico

13



(NO)*®. Estas moléculas altamente reactivas se producen en los estados iniciales y
tardios de la isquemia cerebral. Los radicales libres promueven dafios a la

membrana y disfuncién mitocondrial subsecuentes.

La isquemia cerebral desencadena una serie compleja de fenbmenos moleculares,
como la activacion y eXpresibn de genes proinflamatorios inducidos por la sintesis
de factores de transcripcion, y la liberaciéon de mediadores de inflamacién como
factores de activacion de la plaquetas, factor de necrosis tumoral (TNF) e
interleuquina 1p (IL-1B). Consecuentemente se produce la expresion de moléculas
de adhesién intercelular (ICAM-1, selectinas p y e). Después de unirse a las
moléculas de adhesién, los neutrédfilos se adhieren al endotelio causando
obstruccién microvascular. La activacién de células inflamatorias y la injuria en las

neuronas produce un numero de mediadores toxicos que empeoran la isquemia.

Otro mecanismo que contribuye a la injuria isquémica es la apoptosis. La cual es
desencadenada .por un numero de fendémenos patologicos, incluidos la
exitotoxicidad, la formacién de radicales libres, la reaccién inflamatoria, el dafio
mitocondrial y del DNA. La apoptosis ocurre después de una leve lesidon isquemica
particularmente dentro de la 'penumbra isquemica. La apoptosis es mediada por
una cascada de expresion de genes incluyendo las caspasas. Las cuales son una
familia de proteasas de cisteina, aspartato especificas, existentes como
precursores latentes, que al activarse inician la programacion de la muerte celular

al destruir componentes claves de la infraestructura celular y activando factores

14



que median el dafio a la célula. EI ECV isquémico fue la primera enfermedad
neurolégica en la cual la activacion de las caspadsas fue documentada®®. Ademas
miembros de la familia de las caspasas pueden influenciar el balance entre

sefiales proapoptéticas y antiapoptéticas de la familia Bcl-244 4 4% 47,

Cada vez se cuenta con mas evidencia de mecanismos apoptoticos de aparicion
subaguda y otros mas tardios que permiten explicar la muerte celular dias o
meses después de la lesién. La liberacion del citocromo C de la mitocondria como
respuesta a la despolarizacién isquémica y la acumulacion de calcio
intramitocondrial hace posible la formacién del complejo citocromo C- proteina
apoptotica BAD-APAF (factor asociado a la apoptosis). Este complejo produce el
apoptosoma capaz de activar las caspasas y otras proteasas de cisteina
responsables directas de la muerte neuronal por su capacidad de digerir proteinas
vitales para la célula, como proteinas de reparacion del ADN, proteinas

reguladoras de la apoptosis y proteinas estructurales del citoesqueleto.

Existen muchos modelos experimentales que hacen referencia al papel de la
activacién plaquetaria en la fisiopatologia del ECV isquénﬂico. Abumiya et al*®
refieren que la activacion plaquetaria contribuye significativamente a la oclusion de
la microvasculatura cerebral. La unién de la GP lIb/llia con el fibrinégeno, es el
proceso culminante de la agregacion y adhesion plaquetaria. La GP lib/lila tiene
una baja afinidad con sus ligandos solubles (fibrindgeno y factor de Von

Willebrand) en las plaquetas no activadas. Cuando ocurre la injuria vascular, la

activacion plaquetaria ocurre luego de la unién del receptor de glicoproteina Ib-IX-
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V con el factor de Von Willebrand en la matriz extracelular; y la unién de agonistas
solubles con receptores de membrana especificos de las plaquetas. Todos estos
fendmenos activan una secuencia de eventos que aumentan la afinidad de la GP
lib/llla con sus ligandos causando contraccion microesquelética y retraccion
plaquetaria permitiendo la organizacion del coagulo®.

Debido a la cascada de eventos fisiopatolégicos expuesta anteriormente, los
inhibidores de los receptores de las GP lib/llla fueron desarrollados tras la premisa

que estos agentes disminuirian la agregacion plaquetaria2°.

La FDA ha aprobado tres de estos inhibidores de las GP lib/lila: el Abciximab?®®
(fragmento Fab de un anticuerpo quimérico humano-ratén), el Eptifibatide®
(heptapéptido ciclico) y el Tirofiban'® (una molécula no peptidica derivada de la
tirosina). El principal impacto clinico de estos agentes parenterales ha sido la
prevencién de complicaciones isquémicas luego de intervenciones coronarias

percutaneas'®.

De acuerdo con estudios preclinicos los antagonistas de receptor de la GP Ilb/llla

pueden actuar por los siguientes mecanismos:
e Previene la expansion de la lesion isquémica mejorando la microcirculacion

y la circulacién colateral en modelos experimentales®.

e Promueve y potencia la trombolisis regulando la agregacion plaquetaria y la

generacion de trombina (impide la re-trombosis)®'.
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e Atenuan la inflamacién a través de la inhibicién de la injuria por reperfusion

o

y el fenémeno de reoclusion®,

Se han desarrollado varios ensayos clinicos con Abciximab (ReoPro™) entre ellos
el Abciximab in Acute Ischemic Stroke: A Randomized, Double-Blind, Placebo-
Controlled, Dose-Escalation Study?”; un estudio piloto en fase lla, en el cual se
administré Abciximab hasta las 24 horas del inicio del ECV isquémico comparado
con un placebo. En este estudio se demostr6 la seguridad del medicamento, al
igual que su efectividad sobre la mejoria funcional de los pacientes. Otro ensayo
clinico fase b es el AbESTT (Abciximab in Emergent Stroke Teatment Trial) %, se
. evaluaron 400 pacientes en las primeras 6 horas del inicio de un ECV isquémico, a
los cuales se le administrd6 Abciximab. El Abciximab disminuy6 la incidencia de
HIC y la mortalidad frente al placebo. Ademas los pacientes que recibiefon

Abciximab tuvieron una mejor evolucién a los 90 dias de presentar el ECV.

Heo et al estudiaron 29 pacientes con ECV embodlico, tras una reperfusion exitosav
con rt-PA. En 4 de estos pacientes se demostré angiograficamente un fenémeno
de reoclt;sién arterial. Se utilizdé Abciximab endovenoso en este subgrupo logrando
disolver el trombyo, obteniendo reperfusién completa de la arteria en 2 de ellos,

esto sugiere una posible accién trombolitica del Abciximab®*.

- Por otro lado Eckert et al establecieron en una serie de 3 pacientes que el

Abciximab endovenoso en combinacién con rt-PA intraarterial, administrado a las

17
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6 horas de un ECV embodlico de la Arteria Basilar (con una mortalidad del 90%),
logré una recanalizacion completa en 2 casos, sin Un aumentar el riesgo de HIC*.

|55

Actualmente estan en desarrollo estudios en fase lII*° para el uso de Abxicimab en

ECV isquémico.

E! Eptifibatide es el inhibidor de la GP lIb/llla méas recientemente desarrollado.
Actualmente se esta realizando un estudio multicentrico el Combined Approach to
Lysis Utilizing Eptifibatide and rt-PA in Acute Ischemic Stroke ?CLEAR Stroke
Trial), en el cual se evaluara la seguridad del Eptifibatide combinado con rt-PA
durante las primeras tres horas de iniciado el ictus®. Este estudio se encuentra

reclutando pacientes al momento.

Otro inhibidor de la GP llb/llla de uso parenteral es el Tirofiban, el cual al ser
administrado de acuerdo a la dosis de carga recomendada, produce una inhibicién
de _Ia‘agregacién .pléquetaria mayor al 90% después de 30 minutos de infusion.
Estay inhibicion es reversible al momento de suspendida la infusién®. Entre sus
caracterigticas farmacolégicas, el Tirofban posee una vida media de
aproximadamente 2 hotaé. Su excrecién es mayormente renal con un 65% de la
dosis encontrada en la orina y 25% en heces. Su metabolismo parece ser limitado.
El Tirofiban se une débilmente a proteinas plasmaticas y esta union es
independiente al superar concentraciones de 0.01 a 25 pg/mL. La fraccion libre en

plasma humano es de 35%"°’.
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Existen diversos estudios clinicos y preclinicos que respaldan el uso de Tirofiban

en ECV isquémico, entre los hallazgos de estos estudios tenemos que:

El Tirofiban solo o combinado con rt-PA tiene un bajo riesgo de
HIC®®

El Tirofiban disminuye el volumen del infarto en estudios
preclinicos’®.

El Tirofiban endovenoso parece tener propiedades tromboliticas. En
el estudio de Liebeskind et al se documentd angiograficamente la
recanalizacion temprana con trombolisis vertebrobasilar, en un
paciente de un infarto cerebelar y pontino extenso, sin embargo se
observé retrombosis 11 horas después de finalizada la infusién de

Tirofiban 2.
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Vi. OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Determinar la ventana terapéutica del Tirofiban en el uso de ECV isquémico

embodlico en conejos.

e Determinar si el uso de Tirofiban, comparado con placebo, aumenta la
incidencia de HIC después del ECV isquémico embdlico en conejos,
administrado 3, 6 y 9 horas de iniciada la isquemia.

Objetivos Especificos

¢ Evaluar la eficacia del Tirofiban, comparado con Placebo, en la disminucién

del volumen del infarto cerebral después del ECV isquémico embdlico en

conejos administrado a las 3, 6 y 9 horas de iniciada la isquemia.

e Evaluar el déficit neurolégico después del ECV isquémico embélico en

conejos 24 y 48 horas iniciado la isquemia.
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e Comparar la frecuencia de aparicion de HIC después del ECV isquémico
entre los grupos Placebo y Tirofiban, administradod a las 3, 6 y 9 horas de

iniciada la isquemia.
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Vil. SISTEMA DE HIPOTESIS

Hipdtesis Generales

o E| Tirofiban tiene una ventana terapéutica de por lo menos 9 horas en el

tratamiento de ECV isquémico embdlico en conejos.

e El Tirofiban no aumenta la incidencia de HIC después del ECV isquémico
embolico en conejos, administrado a las 3, 6 y 9 horas de iniciada la
isquemia.

Hipotesis ESpeciﬁcas

e El Tirofiban, a diferencia del Placebo, produce una disminucién del volumen

del infarto cerebral, administrado a las 3, 6 y 9 horas de iniciada la

isquemia.

¢ El Tirofiban, a diferencia del Placebo, mejora el déficit neurolégico evaluado

a las 24 y 48 horas de iniciada la isquemia.
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e La frecuencia de aparicion de HIC después de un ECV isquémico en
conejos es similar en los grupos control y°Tirofiban a las 3, 6 y 9 horas

después de iniciada la isquemia.
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Vill. METODOLOGIA

a. Tipo de estudio

Ensayo experimental, aleatorio estratificado, a doble ciego, placebo controlado en

conejos®®
b. Universo

Se utilizo una N de 150 conejos que fueron distribuidos aleatoriamente en tres

grupos de investigacion de la siguiente manera:

e Grupo 1: Inicio a las 3 horas de realizada la embolizacion.
e Grupo2: Inicio a las 6 horas de realizada la embolizacion.

e Grupo 3: Inicio a las 9 horas de realizada la embolizacion.
Cada grupo fue subdividido aleatoriamente a su vez en 2 subgrupos:

A. Subgrupo Placebo.

B. Subgrupo Tirofiban.
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Fueron incluidos en el estudio todos aquellos conejos que cumplieron con los

o

criterios de inclusion y exclusion.

c. Criterios de inclusiéon

1. Conejos blancos neoZelaﬁdeses machos, con un peso entre 700 y 1100

- gramos.

d. Criterios de exclusion

1. Conejos embolizados que murio antes de finalizada la infusién.

2. Todo aquel conejo que tras el analisis patolégico no presenté evidencia de

infarto cerebral o hemorragia intracerebral.
e. Operacionalizacion de las variables

a. Variables independientes:

o Vehiculo: Solucién salina al 0.9% fue administrada como placebo al
subgrupo control y diluyente al subgrupo de Tirofiban a dosis de 5
mL/kg/dosis.

o Tirofiban: fué administrado a dosis de 0.4 pg/Kg/min® diluido en el

vehiculo en una concentracién de 6000 pg/mL.
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o Duracién de la administracion del medicamento: todos los sujetos
recibieron una infusion por un periodo de 30 minutos,
independientemente del subgrupo al que pertenecian.

o Tiempo de isquemia previo a Ié infusién: Los sujetos fueron
divididos en 3 grupos dependiendo del tiempo de isquemia, periodo
comprendido entre la embolizacién y el inicio de la infusion. Los 3
grupos, de 50 sujetos cada uno, fueron 3 horas, 6 horas y 9 horas.

o Momento de la eutanasia: todos los sujetos de estudio que
sobrevivieron a la infusién fueron sistematicamente sacrificados al

cumplir 48 horas.

3. Variables dependientes:

o -Volumen dél infarto cerebral: se calculé el volumen del infarto
mediante el analisis patoldgico utilizando a la siguiente formula:
Vinf = Rap* Rlat* Raxial *r *1.3"°

o Hemorragia intracerebral: se determiné mediante analisis
patolégico tomando en cuenta cualquier evidencia de
extravasacion de sangre en el tejido encefalico.

o Escala neurolégica: herramienta con la que se determind la
presencia o ausencia de déficit neuroldgico basado en un grupo de

reflejos que fueron evaluados en los sujetos por el mismo

examinador (anexo 2).
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f. Consideraciones éticas.

Para la realizacién de esta tesis se buscaron normas éticas para experimentaciéon
en animales en El Salvador pero no se encontré normativa alguna. Por lo cual se
hizo uso a las normas éstablecidas por el “National Institute of Health" de los
Estados Unidos a través de “Office of Laboratory Animal Welfare” actualizado en

Agosto de 2002%".

También se trabajé de acuerdo a lo establecido por el “Animal Walfare Act’

secciones 13(a)(3)%.
g. Procedimiento experimental

. 3“Preparacién del coagulo:
Se extrajo sangre del animal de experimentacién, la cual se incub6 por lo menos
22 horas a 37°C®. Se formaron coagulos de mas o menos 0.15 mL de sangre,
los cuales eran fraccionados y suspendidos en 0.45 mL de solucién salina al

0.9% previo a la embolizacién.
e Modelo ahimal:

Se utilizaron conejos blancos, machos, de tipo Nueva Zelanda; con un peso

entre 700y 1100 gr.
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Se procedia a pesarlos, vtras lo cual se les administraba la anestesia con éter puro
por inhalacion, luego se les administraba Atropina (0.1 mg/Kg), Midazolam (2
mg/Kg) y Ketamina (20 mg/Kg)*, Los cuales eran repetidos cada hora segun
respuesta mientras duré la manipulacion del animal de experimentacion.

Se procedia a cateterizar la Arteria Carétida Comun Derecha con un catéter 22G x
2/3", introducido de 0.5 a 1 cm dentro de la Arteria Carétida ComL’m Derecha, el

cual se fijaba con Nylon 3-0.

Se inyectaba un codagulo autélogo, de 0.15 mL suspendido en 0.45 mL de solucién
salina al 0.9%, a través del catéter situado en la Arteria Carétida Coman Derecha,

seguido de una inyeccion de 0.20 mL de solucion salina al 0.9%.

A los sujetos de experimentacion se les administré un bolo de 10 mL de solucion
salina al 0.9%, por via intraperitoneal, cada 3 horas hasta la finalizaciéon de la
infusion. Esto con el proposito de reponer las pérdidas hidricas de los sujetos de

experimentacion.

Después de producida la embolizacion se distribuyeron de forma aleatoria los
conejos en los subgrupos tirofiban y placebo. Los investigadores en ningin
momento de la fase experimental sabian a cual subgrupo se le infundi6é Placebo o

Tirofiban.

Se infundia el medicamento durante 30 minutos utilizando bomba de infusiéh

Sigma Abbot 6000 de la siguiente forma:
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e 3 horas: - Subgrupo control: Vehiculo (Solucién Salina 0.9%) (5
mL/Kg/dosis)

- Subgrupo Tirofiban: tirofiban (0.4 ug/Kg/min) + vehiculo (5

mL/Kg/dosis).

e 6 horas: - Subgrupo control: Vehiculo (Solucién Salina 0.9%) (5
mL/Kg/dosis)

- Subgrupo Tirofiban: tirofiban (0.4 pg/Kg/min) + vehiculo (5

mL/Kg/dosis).

e 9 horas: - Subgrupo control: Vehiculo (Solucion Salina 0.9%) (5
mL/Kg/min.)

- Subgrupo Tirofiban: tirofiban (0.4 pg/Kg/min) + vehiculo (5

mL/Kg/dosis).

Después del final de la infusion se retiraba el catéter y se ligaba la arteria carétida
comun derecha. Luego se procedia a suturar el sitio de diseccién. Se observaban

los animales de experimentacion por 48 horas de producida la embolizacion.

Se evaluaba el estado neurolégico de cada conejo utilizando una escala
neurologica a las 24 y 48 horas después de la embolizacion para determinar y
comparar el déficit neurolégico obtenido. Este era realizado por el mismo

investigador.
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Después de 48 horas tras la embolizacién se procedia a sedar nuevamente a los
conejos. Se les cateterizaba la Arteria Car6tida Comun lzquierda segtn la técnica
descrita anteriormente y se les practicaba la eutanasia inyectando 10 mL de

formaldehido al 10%, fijando a su vez el cerebro del conejo.

Posterior a la eutanasia se procedia a realizar una encefalectomia a través de una
craniectomia. El cerebro se almacenaba en frascos con Formalina al 10% por un

periodo no menor a 10 dias.
e Estudio anatomopatolégico:

Después del periodo de impregnacion en formalina, se realizaban cortes
transversales utilizando un micrétomo “American Optical” de 3 ym de grosor. Se
coloreaban con tincién de Hematoxilina-Eosina. Luego se realizaba el analisis
microscopico determinando la presencia HIC y cuantificando el volumen del infarto

(Vinfarto) CcON la siguiente férmula:
" Vinfarto= R AP X R jaterat X R axial X T x 1.3
El analisis microscopico fue realizado por el mismo patélogo. Durante este estudio

se utilizé un doble ciego, ni los investigadores ni el patdlogo conocian que animal

de inveéﬁgacién fue ésignado al subgrupo Placebo o Tirofiban.
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La distribucion aleatoria de los subgrupos tirofiban y control fue realizada por un

asesor que no participé en la fase de laboratorio ni’en el andlisis patolégico.

h. Analisis de datos

Se realiz6 un analisis mediante estadistica descriptiva utilizando medidas de
_ tendencia central en las distintas variables numéricas, expresandolas en tablas y

graficos. Ademas se realizé un andlisis de varianza entre grupos (ANOVA),

utilizando SPSS version 11.0.
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IX. RESULTADOS

a. Analisis Descriptivo

- Se tomaron 150 sujetos para el estudio, los cuales fueron divididos en tres grupos
de 50 individuos cada uno, que corresponden al tiempo de isquemia previo a la
infusién (3, 6 y 9 horas). Estos a su vez fueron subdivididos en dos subgrupos, de
25 sujetos cada uno, de acuerdo al tipo de tratamiento recibido (Tirofiban o

Placebo) (figura 1).

Figura 1. Distribucion de la muestra

150
Cone jos
I 1
6rupo 3 horas Grupo 6 horas Grupo 9 horas
50 Conejos 50 Conejos 50 Conejos
Tlr‘of‘b“n Placebo  Tir Placebo 5 Placebo
25 Conejos | | 25 Conejos 25 Conejos 25 Conejos

En el grupo de 3 horas de isquemia, en el subgrupo Tirofiban 3 sujetos (12%)
fueron excluidos del estudio por fallecer después de embolizacion y antes de la
~infusién. De los 22 conejos que cumplieron criterios de inclusién, 8 (36%)

presentaron infarto. En este mismo grupo, el subgrupo Placebo reporto 4
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exclusiones (16%) por fallecimiento antes de la infusién. De los 21 sujetos

restantes, 12 (57%) presentaron infarto (figura 2):

Figura 2. Distribucién de la muestra en el grupo de 3 horas

Grupo 3 horas
50 Conejos
1
I ’ N 1
" Tirofiban Placebo
25 Conejos . 25
T Conejos
EXCIUIdos Aﬂ_évlisié":'i; Excluidos l Andlisis
3 Conejos |—L{ Patolégico |4 Conejos ;a? 16gico
e | | (16%) 6%
1L T
*Infartos Infartos
-8 Conejos. - 12 Conejos
RO (57%)

En el subgrupo Tirofiban del grupo de 6 horas, 4 sujetos (16%) fueron excluidos
del estudio por fallecer previo a la infusion. De los 21 conejos que cumplieron
criterios. de inclusion, 12 (57%) presentaron infarto. Asi mismo, en el subgrupo
Placebo este grupo (6 horas), se excluyeron 4 sujetos (16%) por morir antes de la

infusién. De los 21 sujetos restantes 10 (47.6%) presentaron infarto (figura 3)
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Figura 3. Distribucién de la muestra:en el grupo de 6 horas

Grupo 6 horas
50 Conejos

[ : 1
{;'_r;irgfi’pah‘}_i-_}-.‘ Placebo
~25Conejos . 25 Conejos

Excluidos l Andlisis” | | Excluidos | || Analisis
4 Conejos}-L| Pavlegico’} 14 Conejos |1 Patolégico
oot 21 Conejos

e | | Men] |Lasw (84%)
| I
Infartos Infartos
12 Conejos 10 Conejos
(57%) (47.6%)

En el subgrupo Tirofiban del grupo de 9 horas, 6 sujetos (24%) fueron excluidos
del estudio por fallecer previo a la infusion. De los 19 conejos restantes, 14
(73.3%). presentaron infarto. Del subgrupo placebov}del grupo de 9 horas, 3 sujetos
(12%) murieron antes de la infusién. De }Ios 22 sujetos sobrevivientes, 15 (68%)

presentaron infarto (figura 4).

34



o

Figura 4 Distribucion de la muestra en el grupo de 9 horas

Grupo 9 horas
50 Conejos
1
- Tirofiban. Placebo
- 25Conejos - 25 Conejos
. Excluidos - Excluidos J. Andlisis
" 6Conejos - 3 conejos i
(24%) (12%) (88%),
I
Infartos
15 Conejos
(65%)

El nimero de casos, que fueron incluidos en el andlisis, para las distintas

combinaciones grupo*subgrupo se presenta en la tabla 1 de doble entrada:

Tabla 1. Distribucion de sujetos en los grupos de investigacién

TIPO DE TRATAMIENTO
L PLACEBO | TIROFIBAN Total
Hora tratamiento 3 HORAS 12 8 20
fiespﬂes del 6 HORAS 12 10 22
infarto 9 HORAS 15 14 29
Total 39 32 71
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La mortalidad encontrada se detalla en la siguientebtabla:

Grupo de 3 horas Grupo de 6 horas Grupo de 9 horas Total
Mortalidad 1
Tirofiban Placebo Tirofiban Placebo Tirofiban Placebo Tirofiban Placebo
Antes de
3(13.6%) | 2(9.5%) 4(19%) 2(9.5%) | 5(26.3%) | 3(13.6%) | 12(19.4%) | 7(10.9%)
24 horas
Entre 24 y
0 14.8%) | 1(4.8%) | 1(4.8%) | 1(5.3%) 2(9%) 2(3.2%) | 4(6.2%)
48 horas
Total 3(13.6%) | 3(14.3%) | 5(23.8%) | 3(14.3%) | 6(31.6%) | 5(22.6%) | 14(22.6%) | 11(17.1%)
Tabla 2. Distribucion del numero de muertes antes de la eutanasia entre todos los

grupos.

De los sujetos que mueren antes de la eutanasia, el 85 % y 90% presentaron

infarto evidenciado en el analisis patolégico, en los subgrupos Tirofiban y Placebo

respectivamente.

El volumen promedio de los infartos cerebrales de los sujetos que murieron antes

de las 24 horas en el subgrupo Tirofiban fue de 9.19 mL, mientras que la media

del volumen de los infartos de sujetos del subgrupo Placebo, que murieron en el

mismo periodo, fue de 16.35 mL.
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Tabla 3. Comparacion del volumen del infarto de los sujetos que mueren antes

de las 24 horas entre subgrupo Tirofiban y Placebo.

tipo de Error tip.de
tratamiento N Media Desviacion tip| la media

VOLUMEN DE __ PLACEBO 6 | 1635203 214542313 8.7586533

INFARTO TIROFIBAN 11 | 9.197064 13.7975389 |  4.1601145

‘En el periodo de observacion compréndido entre las 24 y 48 horas, se presentaron

3 infartos en el subgrupo Placebo contra uno en el subgrupo Tirofiban. Siendo los

primeros de un volumen promedio de 24.5 mL y el segundo de 0.018 mL.

Tabla 4. Comparacion entre el volumen del infarto de los sujetos que mueren

antes de las 48 horas entre subgrupo Tirofiban y Placebo.

tipo de . ., ., | Errortin.de
tratamiento N Media | Desviaciontipl 1, oqin
VOL.UMEN PLACEBO 3 24.50446 | 40.0131872 | 23.101624
DE INFARTO TIROFIBAN 1 0.018400
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b. Analisis estadistico

Volumen de Infarto

Al realizar medidas de tendencia central (medianas y medias) se observa un

volumen del infarto mayor en el grupo de 6 horas para ambos subgrupos en

relacién a los grupos de 3 y 9 horas (Tabla 5 y Grafico 1y 2).

VOLUMEN mm® (medianas)

VOLUMEN mm?® (medias)

PLACEBO

3HORAS

6HORAS

9HORAS

TIROFIBAN

PLACEBO

| 1.8481

3HORAS 2.0790

| 75492

6HORAS 12.4033

| 1.7549

9HORAS 9.5000

TIROFIBAN

3.4118

20.6835

41375

Tabla 5. Medianas y medias del volumen del infarto en grupos y subgrupos.
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MEDIA

VOLUMEN (en mm?)

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0
3 HORAS 6 HORAS 9 HORAS

@ PLACEBO
| TIROFIBAN

Grafico 1. Medias del volumen del infarto en grupos y subgrupos.

MEDIANA

VOLUMEN (en mm?)

8,0
7,0 |
6.0 |
5,0
40 |
3,0
2,0
1,0
0,0

3 HORAS 6 HORAS 9 HORAS

EPLACEBO
OTIROFIBAN

Grafico 2. Medianas del volumen del infarto en grupos y subgrupos.
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Hay dos factores principales en el estudio: El factor grupo (Hora tratamiento
después del infarto) dividido en tres niveles: (1)0 3 Horas, (2) 6 Horasy (3) 9
Horas. Y el factor subgrupo (Tipo de tratamiento), dividido en dos niveles: (0)
Pacebo y (1) Tirofiban. El Tirofiban es el medicamento sometid.o a‘
experimentacion. La variable dependiente es vol_infa (VOLUMEN DE INFARTO),

medido en mm>.

La prueba estadistica que se utilizé fue el analisis de varianza de dos factores
(ANOVA), ya mencionados anteriormente, y la variable a contrastar es el volumen

de infarto.

Dos de los requisitos teéricos para que la prueba sea confiable son la normalidad

y la igualdad de varianza de la variable dependiente.

Con respecto a la prueba de normalidad, utilizando el estadistico de Kolmogorov-
Smirnov, solo el grupo Placebo de 6 Horas puede aceptarse (sig. 0.08) con

tendencia normal, los demas grupos tienen significaciones menores de 0.05.

Tabla 6. Pruebas de normalidad de la variable volumen de infarto (PLACEBO)

Hora tratamiento Kotmogorov-Smimov’ Shapiro-Wik

despues del infarto Estadistico gl Sig. Estadistico gl .
[VOLUMEN DE INFARTO | 3 HORAS 0.339 12 0.000 0.760 12 0.003

6 HORAS 0.230 12 0.080 0.731 12 0.002

9 HORAS 0321 15 0.000 0.530 15 0.000

a. Correccién de la significacion de Lilliefors
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Tabla 7. Pruebas de normalidad de la variable volumen de infarto (TIROFIBAN)

Hora tratamierto ‘ Kolmogorov-Smimoy’ Shapiro-Wilk
despues del infarto Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
[VOLUMEN DE INFARTO | 3 HORAS 0.304 8 0.029 0.747 8 0.007
6 HORAS 0.335 10 0.002 0673 10 0.000
9 HORAS 0.366 14 0.000 0.665 14 0.000

a. Cosrecci6n de la significacion de Lilliefors

Con respecto a la prueba de homogeneidad de la varianza, los datos de volumen
del grupd control (Placebo) si se consideran con varianzas homogéneas (sig.
0.095), mientras que los datos del grupo experimental (Tirofiban) no se consideran

con varianzas homogéneas (sig. 0.001).

Tabla 8. Prueba de homogeneidad de la varianza del volumen de infarto

(PLACEBO)
Estadistico
de Levene glt g2 Sig.
VOLUMEN DE INFARTO Basandose en la media 2515 2 36 0.095

Basandose en la mediana. 1.350 2 36 0.272
Basandose en la mediana
y con gf corregido 1.350 2 24.748 0.278
Basandose en la media
recortada 1.850 2 36 0.172
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Tabla 9. Prueba de homogeneidad de la varianza del volumen de infarto

(TIROFIBAN)

Estadistico
de Levene gi1 gl2 Sig.
VOLUMEN DE INFARTO Basandose en la media 8.479 2 29 0.001
Basandose en la mediana. 2.905 2 29 0.071

Basandose en la mediana

y con gl comegido 2.905 2 10.130 0.101

Basandose en la media

6.349 2 29 0.005
recortada

Las distribuciones del volumen para las distintas combinaciones grupo*subgrupo

se muestran en los siguientes graficos de cajas:

DISTRIBUCION DEL VOLUMEN
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3 HORAS 6 HORAS 9 HORAS
Hora tratamiento despues del infarto (placebo)

Grafico 3. Diagrama de cajas de distribucion del volumen
del subgrupo placebo.
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VOLUMEN DE INFARTO
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Grafico 4. Diagrama de cajas de distribucion del volumen

del subgrupo Tirofiban.

Tabla 10. Distribucién por cuartiles de los volumenes de infarto entre los

diferentes grupos y subgrupos.

VO LUMEN (mm?)
numero

Grupo tipo tratamiento conejos minimo | cuartil 1 | mediana | cuartil 3 maximo media desv. tip.
PLACEBO 12 0.0230| 0.0894| 06892 45946 8.0405 |  2.0790 2.6814

3 HORAS | TIROFIBAN 8 05105| 08679| 18481| 53125| 122522| 3.4118 3.9937
PLACEBO 12 0.5105| 1.5953| 54880 | 18.3784| 56.9219| 12.4033| 16.0253

6 HORAS | TIROFIBAN 10 1.0210 | 1.3692 7.5492 | 356081 | 103.3783| 20.6835| 32.1436
PLACEBO 15 0.1072| 1.0210| 4.0841| 85766| 70.7056| 9.5000| 17.8475

9 HORAS | TIROFIBAN 14 0.0184 | 1.0210 17549 | 42028| 201651| 4.1375 5.8971

Usando una transformacion logaritmica del volumen se logra que los datos sigan

una tendencia normal y homogeneidad de varianzas. Usaremos la transformacion

In_vol que se define como In(vol_infa) (logaritmo natural del volumen de infarto).
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Las pruebas de normalidad y de igualdad de varianza para la nueva variable dan

los siguientes resultados:

Con respecto a la prueba de nomalidad, utilizando el estadistico de Kolmogorov-

Smirnov, sélo el grupo TIROFIBAN de 9 HORAS no pasoé la prueba (sig. 0.005),

los demas grupos tienen significaciones mayores de 0.05.

Tabla 11. Pruebas de normalidad para el logaritmo del volumen del infarto (PLAC'EBO)

Hora tratamiento Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wik
despues del infarto Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LN_VOL | 3 HORAS — 0479 12 0.200 0.910 12 0.212
6 HORAS 0.176 12 0.200 0.967 12 0.877
9 HORAS 0.141 15 - 0.200 0973 15 0.896

*. Este es un limite inferior de Ia significacion verdadera.

a. Correccién de la significacién de Lilliefors

Tabla 12. Pruebas de normalidad para el logaritmo del volumen del infarto (TIROFIBAN)

Hora tratamiento Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wik

despues del infarto Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
LN_VOL | 3HORAS 0.126 8 0.200 0.969 8 0.893

6 HORAS 0.155 10 0.200 0.925 10 0.402

9 HORAS 0.276 - 14 0.005 0.865 14 0.035

*. Este es un limite inferior de Ia significacion verdadera.

a. Correccién de la significacion de Lilliefors

Con respecto a la prueba de homogeneidad de la varianza, tanto los grupos de

control (Pladebo) como los grupos experimentales (Tirofiban) tienen varianzas

homogéneas (sig. Mayores de 0.38).



Tabla 13. Prueba de homogeneidad de la varianza del logaritmo del volumen !

infarto (TIROFIBAN)
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
LN_VOL | Basandose en la media 0.527 2 29 0.596
Basandose en la mediana. 0.503 2 29 0.610
Basandose en la mediana
— rt. s 0.503 2 21.494 0.611
y con gl corregido
Basa la media
asandose en la medi 0.£08 2 29 0.607
recortada

Las distribuciones del logaritmo del volumen de infarto para las distintas

combinaciones grupo*subgrupo se muestran en los siguientes graficos de cajas:

DISTRIBUCION DEL LN_VOL
(placebo)

s

LN_VOL
&

3 HORAS 6 HORAS 9 HORAS

Hora tratamiento despues del infarto (PLACEBQ)

Grafico 5. Diagrama de cajas de distribucion del
logaritmo natural del volumen del subgrupo placebo.
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Grafico 6. Diagrama de cajas de distribucion del
logaritmo natural del volumen del subgrupo
Tirofiban.

La prueba de analisis de varianza de dos factores proporciond los siguientes

resultados:

Tabla 14. Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA)
Variable dependiente: LN_VOL

Suma de Parametroq Potfencia
Fuente cuadrados tipg gl Media cuadrat F Significacion| no centralidj observada
Modelo comregido 50.406 5110.081 3.628 0.006 18.13] 0.904
Interseccion 54618 1|54.618 19.655 0.000 19.65) 0.992
GRUPO 32.547 2116.273 5.856 0.005 11.71] 0.859
SUBGRUPO 992 1|.892 357 0.552 2357 0.091
GRUPO * SUBGRUPO 12.774 2 |1 6.387 2.299 0.109 4591 0.451
Error 180.622 65(2.779
Total 285.483 71
Total corregida 231.028 70

4. Calculado con alfa = .05

b. R guadrado = .218 (R cuadrado corregida = .158)
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La prueba descubre diferencias significativas (soig.= 0.005) entre los niveles del
factor Grupo, con una potencia del 85.9%; mientras que ho descubrg diferencias
significativas entre los dos niveles del factor Subgrupo (sig.=0.552) y esto con una
potencia, bastante baja, del 9.1%. Tampoco descubre interaccion entre los dos

factores (sig.=0.109), y esto con una potencia del 45.1%.

Se pidié una prueba de DUNCAN de comparacioneé multiples entre las medias de

los niveles del factor Grupo. Los resultados se muestran a continuacion:

LN_VOL

a,b,c
Duncan
Hora tratamiento Subconjunto
despues del infarto N 1 2
3 HORAS 20 -0.065481
9 HORAS 29 0.808529
6 HORAS 22 1.820096
Significacién 0.080 1.000

Se muestran las medias para los grupos en subconjuntos homogéneos.
Basado en la suma de cuadrados tipo il
El término error es la Media cuadratica (Error) = 2.779.

a. Usa el tamarfio muestral de la media aménica = 23.088

b. | os tamaios de los grupos son distintos. Se empleara la
media arménica de los tamaiios de los grupos. No se
garantizan los niveles de ervor tipo I.

C. Alfa=0.05.

Tabla 15. Prueba de DUNCAN para comparacion de las medias de los

volimenes de los infartos entre los grupos.

47



La prueba de Duncan no descubre diferencias significativas (sig.=0.080) entre los
niveles 3 Horas y 9 Horas; mientras que al nivel de 6 Horas, lo considera diferente
a los otros dos niveles y ademas es el grupo con los volumenes de infarto mas

altos.

Puntaje Neurolégico y Hemorragia Intracraneana

En cuanto al puntaje neurolégico se observa que las medianas son iguales entre
Tirofiban y placebo al comparar todos los grupos, excepto a las 48 horas del
grupo de 9 horas. En la cual se presenta una diferencia minima de 0.5 puntos.

Se encontré una prevalencia de HIC de 6.67% que correspondié al subgrupo

placebo del grupo de 9 horas.

Grupo Subgrupo | N Puntaje Puntaje HIC:
Neuroldgico 24h | Neuroldgico 48h

3 Horas PLACEBO | 12 8 8 0%
TIROFIBAN | 8 8 8 0%

6 Horas PLACEBO | 12 9 9 0%
TIROFIBAN | 10 9 9 0%

9 Horas PLACEBO | 15 8 9 6.67% (1)
TIROFIBAN | 14 8.5 9 0%

Tabla 16. Medianas del Puntaje Neuroldgico e prevalencia de
Hemorragia Intracraneana (HIC) en los distintos grupos

Al realizar la correlacion entre puntaje neuroldgico a las 24 en todos los grupos,

contra el volumen de infarto, utilizando un modelo de regresion lineal, se
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obtuvieron los siguientes resultados: se encontré una R = 0.174. Mientras que a
las 48 horas la R fue de 0.72. Esto significa que el puntaje neurolégico no predice

el tamaiio del infarto.

Grafica 7. Diagrama de dispersion de la correlacién entre volumen del
infarto y puntaje neurolégico a las 24 horas.
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Grafica 8. Diagrama de dispersion de la correlaciéon entre volumen del
infarto y puntaje neurologico a las 48 horas.
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X. DISCUSION

Muchos modelos experiméntales en animales, que fueron utilizados inicialmente
para probar farmacos para tratamiento de ECV han diferido mucho, en cuanto a
resultados, con respecto a los ensayos clinicos. Esto se cree que es debido a
deficiencias de disefio de modelos animales, en cuanto a la preparaciéon del
coagulo, muestras de animales pequefias, periodos de ventana cortos, entre
otros. En la mayoria de estudios preclinicos, el inicio de la terapia neufdprotectora
se realiza en las primeras 3 horas de instaurada la isquemia, mientras que en
nuestro modelo se expandi6 el inicio de la terapia, hasta 9 horas de iniciado el
insulto. Por lo tanto, este modelo experimental‘ trata de recrear una situacién mas
acorde a la realidad_65 y mayoria de ensayos clinicos; en los cuales la mediana de

inicio del tratamiento es de 14 horas, con rangos de 5 hasta 48 horas®®’.

Respecto al modelo experimental desarrollado por nuestro equipo de
investigacién, se observé una efectividad total del 56% para producir infarto,
utilizandé un coagulo de 22 horas de incubacion, embolizado via catéter en la
Arteria Carétida Comun Derecha. Esto refleja un incremento de la tasa de infartos,
con respecto a otros estudios similares que utilizan la misma via de
embolizacion'™. Esto podria estar asociado a que un coagulo de estas
caracteristicas podria contener mayor cantidad de fibrina y ser mas dificil de lisar
por el sistema fibrinolitico del conejo y farmacos. Esto se ha observado incluso con

rt-PA una reduccion de su efectividad, al evaluarse en modelos animales,
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utilizando este tipo de coagulos®®. También se encontré que la prevalencia de
| infartos aumenta a medida existe un mayor perioéo de isquemia previo al inicio del
tratamiento, independientemente del tipo. Esto podria explicarse a un aumento del
volumen de tejido cerebral que pasa de zona de isquemia a zona de infarto, en la
zona de penumbra, a través de los fenémenos de microtrombosis distales a la

obstruccién primaria del flujo®>%.

La mortalidad en los periodos de observacion, 1) antes de las 24 horas, 2) entre
las 24 y 48 horas, y 3) Ia/mortalidad total, presenta un incremento progresivo
relacionado con periodos de isquemia mas prolongados al momento del inicio del
tratamiento. Esto probablemente se deba a mudltiples factores, asociados a un
mayor grado de estrés, como alteraciones del estado de hidratacion, la glicemia, la
temperatura, la ventilacion, la presion arterial entre otros. La raz6n para no
controlar estas posibles variables confusionales se debe a que el modelo
experimental debe simular lo mas posible a la realidad y para el caso de un
paciente que sufre un ECV, entre el periodo del evento y el de la atencion médica,
ninguna de estas variables es controlada. Por otra parte es necesario aclarar que
dentro' de un modelo experimental doble ciego aleatoriazado el efecto de dichas
variables tiende a anularse ya que se distribuyen uniformemente tanto para el

grupo control como el placebo gracias a la aleatorizacion.

El subgrupo Tirofiban presenté un mayor numero de muertes, antes de las 24
horas, comparado con el subgrupo Placebo en el mismo periodo de observacion

(relacién 1.7:1), sin embargo este aumento de la mortalidad no guarda relacién
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con un aumento del volumen del infarto. Esto se ve reflejado en el hecho que la
media de los volimenes encontrados fue menor enel subgrupo Tirofiban que en el
Placebo. La mortalidad entre las 24 y 48 horas presenté una inversiéon de la
relacién, siendo el Placebo el subgrupo con mas muertes (1:3), pero se mantuvo
una media del volumen del infarto menor en los sujetos tratados con Tirofiban.

Por lo tanto dichos resultados respaldan nuestra teoria sobre la existencia de
diversos factores involucrados en la mortalidad de los sujetos, distintos al tamafio

del infarto.

De mahera descriptiva se puede observar que las relaciones entre el volumen de
los infartos en los subgrupos Tirofiban y Placebo, es mayor para Tirofiban en los
grupos de 3 y 6 horas de isquemia. Esta relacion se invierte en el grupo de 9 horas
de isquemia. Dando la impresion que el medicamento (Tirofiban) para tiempos
mas largos (9 horas) de isquemia, empieza a tener un efecto en la disminucion del
volumen de infarto. Esto podriria deberse a que desde el punto de vista
fisiopatoldgico, existe una cascada de eventos complejos que se presentan en
distintos momentos del desarrollo de la isquemié. Si el Tirofiban actia en eventos
relacionados con periodos fisiopatoldgicos tardios de isquemia: 1) previniendo la
expansion de la lesion isquémica al mejorar la microcirculacion, evitando la
transformacion de la zona de penumbra en zona infartada, 2) disminuyendo la
agregacion plaquetaria y la retrombosis, 3) atenuando la inflamacion; si ademas
tomamos en cuénta que la vida media del Tirofiban es de 2 horas, el cual fue
administrado a los sujetos de experimentacion. en una dosis de carga por infusion

de 30 minutos de duracion; entonces podriamos suponer que la aparicién del
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efecto del Tirofiban, obsewada de forma descriptiva, es refiejo de su actividad en
la limitacion de estos mecanismos ﬁsiopatolégicoos que acttan en el ECV a las 9
horas de instaurada la obstruccién del flujo. Por el contrario, los principales
mecanismos fisiopatolégicos relacionados con la lesion celular a las 3 y 6 horas de
isquemia podrian no relacionarse, en forma importante, con el mecanismo de
accion de Tirofiban. Lo cual pondria explicar porque el Tirofiban aparentemente

no presenta efecto en las fases iniciales de evento.

Al realizar el analisis de varianza se logra encontrar una diferencia significativa
(p=0.005) entre los volimenes de infarto de los grupos de 3, 6 y 9 horas. La
prueba de Duncan determino que el grupo de 6 horas es diferente a los otros. Esto
significa que el comportamiento de los datos observados de forma descriptiva con
medias y medianas de los volimenes de los infartos es verdadero. Es decir, que
los volimenes de infarto son mayores en el grupo de 6 Horas comparado a los
hallados en los grupos de 3 y 9 Horas, independientemente del subgrupo
fratamiento. El aumento de los volimenes de infarto de las 3 a 6 horas podria ser
debido a un mayor periodo de estréé, al que estan sometidos los sujetos del grupo
de 6 Horas, que podria aumentar las areas con hipoperfusion tisular severa. El
‘descenso del volumen del infarto de las 6 a 9 Horas pondria estar asociado a la
disminucion del area de hipoperfusion severa, debido al efecto neuroprotector de
la Ketamina, anestésico general utilizado en ambos subgrupos. El cual tiene un
mecanismo de accion en neuroproteccion, bloqueando los receptores del n-metil

D-aspartato (NMDA), reduciendo el metabolismo cerebral y aumentando la
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perfusion cerebral cortical’®, propiedades descritas desde 1987"', con un probable

4]
efecto global mas marcado en las horas tardias de la injuria aguda.

Sin embargo, el analisis de varianzas no demuestra una diferencia significativa
(p=0.552) entre los volumenes del infarto en los subgrupos; aunque la muestra
tiene una potencia baja (potencia=9.1%). Esto implica que existe una aita
posibilidad de error B™? (es decir que la probabilidad de error al afirmar que no
existe diferencia entre émbos es de 90%). Ademas si atribuimos la accién principal
de Tirofiban en evitar el paso de zona de penumbra a zona de infarto; y si también
tomamos en cuenta que en distintos estudios utilizando PET y Tomografia
Computarizada con Xenon”®, refieren que la zona de penumbra es un area
pequefia que en promedio puede variar entre el 18% y el 32% del area infartada
final’*"®, entonces utilizar la reduccion del volumen del infarto como marcador de
efectividad de la terapia, podria ocultar la evidencia de efectividad significativa, sin
poder ser detectado por el analisis estadistico. Por lo tanto, es necesario recordar
que “La falta de evidencia de eficacia no necesariamente significa evidencia de

falta de eficacia”.

El ANOVA tampoco descubre interaccion entre los grupos y subgrupos

(sig.=0.109), y esto con una potencia del 45.1%.

La gran variabilidad entre los datos contribuye a disminuir la potencia que tiene la
prueba (9.1%) para descubrir diferencias significativas entre grupo de control

(Placebo) y experimental (Tirofiban). Para elevar la potencia de la prueba habria
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que incrementar la muestra. Incrementar el tamafo de la muestra con el tnico
proposito de encontrar una potencia de por lo menos 80%, no va acorde con las
normas de ética en estudios experimentales. Es’;o a pesar que la muestra de
nuestro estudio se acerca a la cantidad de sujetos utilizados por otras

investigaciones.

En cuanto a la valoracion del estado neurologico a las 24 horas y 48 horas de
observacién de los sujetos, se utilizé la mediana como medida de tendencia
central debido a que los valores de la evaluacién neurolégica no presentaron una
distribuciéon normal. AI comparar las medianas del puntaje neurologico a las 24 y
48 horas, en los distintos subgrupos, se observd que eran exactamente iguales en
todos los subgrupos, a excepcion del subgrupo placebo y Tirofiban en la
evaluacién de 24 horas del grupo de 9 horas en las que los puntajes fueron de 8 y
8.5 respectivamente. Estos resultados nos podriran hacer pensar que el estado
neuroldgico de los sujetos de investigaciéon es el mismo independientemente del
tratamiento recibido. Pero cabe preguntarse que tan sensible es la escala
modificada de Walh™ para predécir el tamano del infarto. Para tal efecto,
comparémos las variables puntaje neuroldgico a las 24 horas y 48 horas con la
variable volumen de infarto, encontrando una R de 0.174 y 0.72 respectivamente
para cada hora de evaluacidén neurolégica. Esto nos lleva a la conclusion que el
puntaje neurolégico, evaluado a las 24 y 48 horas, no predice el tamano del
infarto. Esto puede ser debido a un sesgo del observador o a una muy baja

sensibilidad de la escala por si misma en periodos tan cortos de isquemia.
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En este estudio, el Tirofiban no aumenté la incidencia de HIC, sin embargo, esta
fue similar en entre grupos y subgrupos, presenté"ndose un solo caso en el grupo 9
horas placebo. Esto apoya la teoria que Tirofiban protege del riesgo de HIC,

 demostrada en otros estudios experimentales.
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XI. CONCLUSIONES

o

1. Tirofiban parece no disminuir el volumen del infarto cerebral al ser administrado

a las 6 y 9 horas de iniciada la isquemia.

2. Tirofiban podria disminuir-el volumen del infarto cerebral al ser administrado en

periodos tardios de isquemia (>9 horas).

3. Tirofiban no tiene ninguna influencia sobre la evolucion neurologica a corto

plazo.

4. Tirofiban no incrementa el riesgo de hemorragia intracerebral.
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X. RECOMENDACIONES

1-

En base a los resultados y a otros estudios, recomendamos la evaluacion
del periodo de ventana de la acci6n del Tirofiban, evaluando su efectividad
con Tomografia por Emisiéon de Positrones (PET), para poder medir el flujo
sanguineo de las distintas zonas de isquemia y asi conocer con certeza

sobre cual de ellas tiene una accién principal.

Utilizar en estudios subsecuentes, Tirofiban a dosis de carga, seguido de
dosis de mantenimiento en infusiones de mayor duraciéon. Para mantener

concentraciones adecuadas en plasma.

Prolongar la evaluacion neurolégica y la eutanasia de los sujetos de
experimentacion en estudios posteriores, con el fin de evaluar los efectos
en el volumen de infarto y en el estado neurolégico de los sujetos, de los

procesos tardios del ECV, comb la apoptosis.

Evaluar en futuros estudios la cantidad de fibrina que posee el coagulo
utilizado para la embolizacion, por medio de analisis histopatologico, con el

objetivo de tipificar la calidad del coagulo.
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5-

Controlar de manera mas estricta las distintas variables que podrian influir
o
en la evolucion y el tamaiio del infarto (estado de hidratacion, glicemia,

temperatura, ventilacion, presion arterial).

Perfeccionar la técnica de embolizaciéon procurando colocar el coagulo en ia
arterial carétida interna o de ser posible directamente en la arteria cerebral
media, con el proposito de elevar la tasa de infartos sin aumentar

significativamente la muestra.

Es necesario evaluar el riesgo de HIC en ensayos clinicos y/o en otros
estudios experimentales, que presenten una mayor incidencia de HIC, ya
que en nuestro modelo solo se presento 1 caso de HIC en el grupo placebo

de 9 horas, lo que hace dificii asegurar que Tirofiban protege Ia

~ transformacion hemorragica de ECV.

Utilizar herramientas mas sensibles para evaluar el estado neurol6gico de
los sujetos de experimentacion. Al mismo tiempo prolongar el periodo de

observacion de los mismos.

Evaluar el efecto de Tirofiban sobro el grado de apoptosis en modelos

animales de ECV isquémico de tipo embolico.
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Xil. ANEXOS
Anexo1: Molécula de N—(butilsulfonI)-O-[4—(4-pipéridinil)butil]-L-tirosina

monohidrocloridro monohidrato. (Tirofiban)

CH .
7 NS 2\c _COOH - HCl - HzO
| H* WNHSO 2CH>CH>CH2CH 3

/@
HN CH>CHCH2CH20
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Anexo 2: Neuroscore adaptado de Wahl et al.

" Parametro

Normal Déficit
Reflejo de aprension
Extremidad anterior
Derecha 1 0
lzquierda 1 0
Fuerza de miembros posteriores
Derecho 1 0
Izquierdo 1 0
Reflejo de retorno de la cabeza
N
Al inclinar la cabeza hacia
Derecha 1 0
Izquierda 1 0
Postura anormal Ausente Presente
Flexion de miembro anterior 1 0
Cuerpo enrollado 1 0
Pasicion anormal de orejas 1 0
Puntaje Neurolégico 9 0
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Anexo 3: Flujograma de la seleccién de los animales de experimentacion

| Conejos
Embolizado

: Eutanasia

Viven

1 Infusion

¥

| Analisis
- | patologico

| Excluidos

o | Incluidos j;:_‘ i




Anexo 4: Hoja de recoleccion de datos

NO

Grupo

Peso

Coagulo

Anestesia

Embolizacion

Infusion

Puntaje Neurologico

Eutanasia

inicio

fin

24h

48 h
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