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INTRODUCCION

RESUMEN

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue analizar los resultados obtenidos de la actividad y la
eficacia fibrinolitica de una nueva fraccién proteica del plasma humano denominada activador
plasmatico del plasminégeno (APP) en un modelo experimental de trombosis carotidea en
conejos.

Material y métodos

Se realizé un estudio experimental, prospectivo, aleatorizado, doble ciego, en una muestra de
13 conejos New Zeland blancos. Para la formacién del trombo se procedié a aislar la arteria
carétida primitiva y en un sector de ella se realizé una trombosis, envolviendo una tira de
papel de filtro impregnada en cloruro férrico (FeCl) al 70% alrededor del extremo distal del
segmento arterial disecado. Se evalué y se registré en forma secuencial el flujo sanguineo
arterial carotideo pretrombosis, a los 10, 20, 30 y 35 minutos mediante eco-Doppler continuo
vascular. Comprobada la trombosis se iniciaba la fibrindlisis. Siete conejos fueron asignados
al grupo A y se intenté reperfundir el flujo mediante dosis: 0,42 = 0,25 mg; rango: 0,2-0,8 mg.
Los 6 restantes conformaron el grupo B y fueron infundidos con placebo. Se evalué el flujo a
los 10, 20 y 30 minutos posteriores a la fibrinélisis en ambos grupos.

Resultados

El eco-Doppler mostré reperfusion del flujo arterial carotideo en el 100% de los conejos (7/7)
del grupo A tratados con APP. En el grupo B, la reperfusién fue nula (0/6) (p = 0,002). NingtGn
conejo evidencio trastornos hemorragicos sistémicos secundarios.

Conclusiones

La trombosis arterial carotidea con FeCl en este modelo experimental en conejos resulté ser
un método sencillo y econémico para la evaluacién de drogas fibrinoliticas. E1 APP demostré
eficacia y seguridad en la fibrinélisis local y la reperfusion de la trombosis arterial, en compa-
racién con el grupo tratado con placebo.
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vas y mejores formas terapéuticas; ademas, se cuen-
ta cada vez mas con especialistas con dedicacién

La trombosis, una patologia cuyo estudio e inves-
tigacién comenz6 hace més de 100 anos, constitu-
ye en la actualidad la causa mas importante de
morbimortalidad en el mundo desarrollado donde
se incluyen también casi todos los paises latinoa-
mericanos. El aumento progresivo en la incidencia
de esta enfermedad ha llevado al desarrollo de nue-

plena a esta actividad. (1-4)

En relacién con la patologia trombética, los agen-
tes farmacolégicos que ultimamente se estan aplican-
do con buenos resultados son las drogas tromboliticas.
Este tratamiento consiste en la introduccién en la cir-
culacion de agentes activadores del sistema fibri-
nolitico, con la finalidad de lisar los coagulos de fibrina
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formados en el arbol vascular. Tiempo atras, cuan-
do la estreptoquinasa era el fibrinolitico mas usado,
se estimaba que era necesario que quedara instala-
do un “estado litico” plasmético para que el trata-
miento fuera eficaz. Actualmente, la tendencia es la
busqueda de drogas fibrino-“especificas” y sin com-
plicaciones hemorragicas.

El objetivo hoy en dia es realizar la trombdlisis
sin complicaciones hemorragicas. Esto ultimo hace
referencia al agente “ideal” que, a pesar de todo el
desarrollo de la investigacién de drogas tromboliticas
todavia no se ha logrado encontrar. Si bien existe
una modernizacién de la terapéutica trombolitica,
se mantienen en vigencia los conceptos del
trombolitico ideal en cuanto a: resoluciéon de coagu-
los frescos y viejos de manera rapida y completa,
disminuir al maximo las complicaciones hemo-
rragicas, de administracién en bolo y no ser inmu-
nogénico. (5-11)

Particularmente en el caso de esta fraccion proteica
(activador plasmatico del plasminégeno), el plasma
humano normal resulto ser el tejido elegido, ya que es
una fuente importante e inagotable de proteinas y
otros componentes, algunos de los cuales se utilizan
como reactivos y otros como terapéuticos o comple-
mentos de éstos. Ademas, es facil de obtener y no pre-
senta problemas de manejo para las distintas técnicas
involucradas en su estudio.

El objetivo del presente trabajo experimental es
determinar el nivel de reperfusién de la arteria
trombosada y la existencia o no de complicaciones
hemorragicas con APP (activador plasmatico del
plasminégeno) en modelos de trombosis arteriales in-
ducidos en conejos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un trabajo experimental, prospectivo, aleatorizado,
doble ciego, durante el periodo comprendido entre agosto de
2003 y abril de 2004 en el Laboratorio de Cirugia Experi-
mental de la Facultad de Medicina de la Universidad Catdli-
ca Cérdoba. Se trabajé con un grupo de 13 conejos (10 ma-
chos y 3 hembras) New Zeland blancos. La muestra se divi-
di6 en dos grupos: el grupo A con un total de 7 conejos, que
fueron tratados con APP y el grupo B de 6 conejos, que fue-
ron tratados con placebo. Para la induccién anestésica de
todos los conejos, se inyectaron en la regién posterior del
muslo 35 mg/kg de ketamina (Cost, Lab. Fada 500 mg/10
ml), 7 mg/kg de xylazina (Kensol, Lab. Koning 200 mg/10
ml). Posteriormente se colocaron en la mesa quirtrgica y se
realizé el rasurado del area lateral del cuello. A todos se les
practicé venoclisis en una vena marginal de la oreja con
Angiocath 22 G, a través de la cual se les infundi6é Ringer
lactato a razén de 7 microgotas por minuto y en bolo por
habén el mantenimiento anestésico con 8 mg/kg de ketamina
cada 15 minutos y 0,5 ml de diazepam cada 30 minutos. Por
la misma via se les administré cefalotina 200 mg/kg
(Dasuglor, Lab. Fada 1 g), dosis Ginica. Se utiliz6 yodo povi-
dona (Pervinox jabonoso) como antiséptico local.

El posoperatorio fue seguido diariamente por los estu-
diantes de medicina afectados al trabajo. Se control6 el esta-
do clinico de los animales, la apariciéon de alguna alteracién
neurolégica (plejias), la alimentacién y la motricidad. No se

realiz6 ninguna medicacién en el posoperatorio y se mantu-
vieron vivos a los animales hasta 2 semanas después de la
trombolisis.

Trombolitico usado

El APPB activador plasmatico del plasminégeno (actividad
biolégica de 50 Ul/ml), provisto por el Dr. Joison, se aisl6 de
plasma humano normal y se purificé por cromatografia de
afinidad e intercambio iénico.

Técnica quirdrgica

Modelo experimental de trombosis arterial

Se realizé incisién oblicua de 5 cm de longitud en la regién
lateral del cuello paralela al borde anterior del musculo
esternocleidomastoideo, desde el &ngulo mandibular hasta
la proximidad del manubrio esternal. Por diseccién se llegd
hasta el paquete vasculonervioso del cuello y se aislé la arte-
ria cardtida primitiva del resto de los elementos en un tra-
yecto de 4 cm. Se colocé jalén proximal y distal con lino 50.
Se tomo registro de flujo normal en la arteria con sistema
eco-Doppler continuo vascular con transductor Peed-off
(Multi Dopplex II, Model N2 MD2, Transductor VP8: 8 MHz,
Huntleigh Diagnostics) (Figura 1). Sobre una porcién de la
arteria aislada se envolvié una tira de papel de filtro
Whatman N° 1 de 4 X 8 mm saturado con cloruro férrico al
70%. Se evalué y se registr6 en forma secuencial el flujo
arterial en la zona de trombosis y distal a ella a los 10, 20, 30
y 35 minutos, con sistema eco-Doppler continuo con
transductor Peed-off, hasta comprobar ausencia total de flujo
(Figura 2). Una vez confirmada la trombosis, se canalizé la
arteria carétida primitiva 1 cm proximal al trombo en direc-
cion cefalocaudal con Angiocath 24 G. El mandril se retiré y
la vaina de teflon quedé dentro de la arteria. Esta vaina se
conect6 a la jeringa de tuberculina y se inyectaron en forma
pulsada 0,2 mg de PPA (1 ml) en el grupo A y un volumen de
1 ml de la solucién placebo en el grupo B, en forma proximal
al trombo y en direccién opuesta al flujo arterial en un pe-
riodo de 1 minuto. A los 10 minutos se evalud el flujo sangui-
neo con eco-Doppler continuo distal a la trombosis y en caso
de ausencia de sefial de flujo arterial, se repitié el procedi-
miento. Luego se cerré por planos, se interrumpié6 la aneste-
sia endovenosa, se controlaron los signos vitales y se trasla-
daron los conejos al bioterio.
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Fig. 1. Eco-Doppler pretrombosis. Flujo arterial presente.
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Fig. 2. Eco-Doppler, 35 minutos de iniciada la trombosis. Ausen-
cia de flujo arterial

Estadistica

El muestreo de los animales se realiz6 en forma aleatoria con
un total de 13 conejos. Las diferencias estadisticas se determi-
naron con la prueba no paramétrica de chi cuadrado con co-
rreccion de Yates, a través del programa EPIDAT.

Verificacion de los procedimientos

Las cirugias se fotografiaron. Los estudios de eco-Doppler
vascular se registraron con el programa Reporter del equipo
Dopplex II, versién 3.00, Huntleigh Technology, PLC, 1997.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los resultados del nivel de
reperfusién en un modelo de trombosis carotidea en
conejos, para lo cual se utilizé eco-Doppler continuo
vascular con transductor Peed-off, para certificar tan-
to la presencia de la trombosis en un sector de la arte-
ria como su reperfusiéon posterior a la infusién del
agente trombolitico (APP). El analisis por eco-
Doppler del flujo arterial en ambos grupos permitié
confirmar la trombosis en 13/13 animales. Después
de la infusion del APP en el grupo A, el eco-Doppler

confirmé la reperfusiéon en 7/7 conejos tratados (Fi-
gura 3), en tanto que en el grupo B la reperfusién
fue negativa en los 6/6 conejos tratados con placebo
(p = 0,002).
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Fig. 3. Eco-Doppler posinfusién APP a los 10 y 20 minutos, res-
pectivamente. Reperfusiéon vascular.

TABLA 1
Efecto del APP y el placebo en conejos con trombosis de la arteria carétida
Agente Via Dosis Doppler positivo  Doppler positivo
trombosis reperfusion
APP* ia ** 0,42 mg + 0,25 (bolo) 77 77
Placebo ia** 2 ml 6/6 0/6

*Activador plasmatico del plasminégeno.
** Intraarterial.



18 REVISTA ARGENTINA DE CARDIOLOGIA / VOL 73 N° 1 / ENERO-FEBRERO 2005

DISCUSION

Las patologias cardiocerebrovasculares emergen como
una entidad clinico-patolégica en los comienzos del
siglo XX, con un aumento de su incidencia con el
paso del tiempo. Debido a su alta morbimor-talidad,
las investigaciones llevaron al estudio de técnicas y
al desarrollo de farmacos tanto para su prevenciéon
como para su tratamiento. La introduccién de la te-
rapia trombolitica fue el mayor avance en el trata-
miento de patologias trombéticas vas-culares. (12, 13)
Actualmente, la administracién de nuevos
fibrinoliticos se ha transformado en una alternativa
eficaz para la resolucién de la trombosis vascular
aguda, sin efectos hemorragicos secundarios y con la
posibilidad de su administracién reiterada. (14, 15)

Los resultados preliminares de este trabajo con-
firman que la infusién intraarterial de APP ha lo-
grado la reperfusion en el 100% de los conejos trata-
dos con el fibrinolitico, sin secuelas (apoplejias) ni
hemorragias secundarias. El APP tiene una gran
afinidad por la fibrina y por el plasminégeno unido
a ella. El APP, de acuerdo con lo observado y eva-
luado en este ensayo, podria ser de gran ayuda en la
resoluciéon de trom-bos posruptura de placas
ateromatosas en la arteria carotidea.

Las terapéuticas tromboliticas se complementan
con drogas inhibidoras de la agregaciéon plaquetaria,
con el propésito de incrementar la velocidad de
reperfusion y de ayudar a evitar una posible trombo-
sis postratamiento. (16) Al respecto, en el presente
estudio no se administré ninguna droga antipla-
quetaria con el APP, de manera que los tiempos y las
velocidades de reperfusién no estan influidos por otros
agentes farmacolégicos.

Si bien se emplean diversos métodos para la for-
macién de codgulos en modelos en animales para el
ensayo y la investigacion in vivo de la trombosis
arterial y de las respuestas a drogas tromboliticas, el
uso de cloruro férrico al 70% es un procedimiento sen-
cillo y eficaz para el estudio de drogas fibrinoliticas.
(17) En el presente trabajo se aplicé especificamente
esta técnica con el objetivo de obtener una trombosis
en forma no invasiva en un sector de la arteria carétida
primitiva y para ello se utiliz6 cloruro férrico al 70%
como disparador del proceso de coagulacion.

Este mecanismo de trombosis arterial provee un
modelo de oclusién arterial con material rico en
eritrocitos y fibrina con una cantidad menor de
plaquetas. A causa de la naturaleza del estimulo
trombogénico (exposicion del colageno de la intima
causado por el FeCl), permiti6 formular la hipétesis
de que el mecanismo de trombosis en este modelo pue-
de tener una similitud importante a la oclusién des-
pués de la ruptura de una placa ateromatosa en pa-
cientes con infarto de miocardio. En la presente in-
vestigacion se logré generar un trombo dentro de los
35 minutos posteriormente a la aplicacién del FeCl.

El Doppler continuo, el eco-Doppler vascular y
el sistema de eco-Doppler color, los cuales poseen

una sensibilidad del 98% y una especificidad del 94%
en el diagnéstico de la estenosis de la arteria carétida
interna, son los métodos mas utilizados en este tipo
de patologia, con muy buena correlacién con la
angiografia. (18, 19)

Al respecto, para el seguimiento, tanto de la pre-
sencia de la trombosis como para la confirmaciéon de
la trombdlisis del sector carotideo estudiado en los
animales, el uso del eco-Doppler vascular continuo
como método de diagnéstico “no invasivo” resulté ser
el adecuado para el objetivo propuesto en el presente
estudio. Permiti6 confirmar la trombosis en los 13 co-
nejos, asi como la reperfusion positiva en 7/7 del gru-
po A y negativa en el grupo B (0/6).

La terapia trombolitica se demostré hace méas de
40 anos con la inyecciéon de activadores del plas-
minégeno parcialmente purificados para disolver coa-
gulos de sangre en seres humanos. Posteriormente,
se realizaron numerosos y distintos tipos de ensayos
en animales para evaluar la eficacia de otros agentes
fibrinoliticos. En este contexto, el modelo de trombo-
sis arterial carotidea en conejos empleado en este tra-
bajo puede constituir un instrumento de gran ayuda
para la investigacion de nuevas drogas y estrategias
tromboliticas.
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SUMMARY

Thrombolysis with Plasminogen Plasmatic Activator
in a Rabbit Model: Carotid Artery Thrombosis with
Ferric Chloride

Objectives

The aim of this study was to analyze the resulting activity and
fibrinolytic efficacy of a new human plasmatic protein fraction
denominated plasminogen plasmatic activator (PPA) in a ca-
rotid artery thrombus model on rabbits.

Research Design and Methods

We designed an experimental, prospective, randomized double
blind study, using 13 white New Zealand rabbits. The primitive
carotid artery was isolated, and thrombosis was induced by the
placement of a piece of filter paper saturated with 70% ferric
chloride (FeCl) around the distal end of the dissected arterial
segment. Pre-thrombotic carotid artery blood flow was regis-
tered and at 10, 20, 30 and 35 minutes by means of vascular
continuous Echo Doppler. Once the trombosis was confirmed,
fibrinolysis was started. Seven rabbits were randomized to
group A, and temptatively reperfused with intraarterial PPA
(doses: 0.42 = 0.25 mg; range: 0.2-0.8 mg). The remaining six
rabbits were assigned to group B and were perfused with pla-
cebo. Arterial blood flow was measured at 10, 20 and 30 min-
utes after APP and placebo infusion respectively in both groups
after fibrinolysis.



TROMBOLISIS CON ACTIVADOR PLASMATICO DEL PLASMINOGENO EN CONEJOS / Agustin Joison y col. 19

Results
Eco-Doppler showed primitive carotid artery flow reperfusion
in 100% of rabbits (7/7) of the PPA treated group. In the
placebo infused group B, reperfusion was negative (0/6) (p =
0.002). No rabbits showed secondary systemic hemorrhagic
events.

Conclusions

Carotid artery thrombosis with FeCl in this rabbit experimen-
tal model is an easy and economic method to test fibrinolytic
drugs. PPA is an efficient and safe agent in local fibrinolysis
and arterial thrombosis reperfusion when compared to the
placebo group.

Key words: Carotid artery thrombosis - Rabbits - Fibrinolytic
agents
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