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Ventana terapéutica Limitaciones
4 Y (
. * Tasas bajas de recanalizacion (<50%) A
Trombolitico 0-4.5 ) N B
(t-PA) H * Transformaciéon Hemorragica (TH) P
oras .« 4,5a9h (comprobar con imagen avanzada)
- /
friterios absolutos y relativos (10-35% de los pacientes), se excluyen:
- Pacientes mayores de 80 afios
- Diabéticos o con hiperglucemia
- Hipertensos
- Tratados con anticoagulantes
- Con historia previa de ictus, lesion extensa o con efecto de masa
\ - Los que superen las 4,5 horas /
4 B

Endovascular
trombectomia

\d

* Oclusién de grandes vasos

* Neurorradidlogo intervencionista calificado
Infraestructura de alto costo
6 a 24h (comprobar con imagen avanzada)
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0-6
horas
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(Joung-Ho & Jeffrey, Stroke 2007) (Henderson, Weitz & Yim, J Thromb Haemost 2018)
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Pharmacological Modulation of Neutrophil Extracellular
Traps Reverses Thrombotic Stroke tPA (Tissue-Type
Plasminogen Activator) Resistance

Carolina Pena-Martinez, MSc*; Violeta Duran-Laftoret, MSc*; Alicia Garcia-Culebras, PhD*;
Fernando Ostos, MD: Macarena Hernandez-Jiménez, PhD: Isabel Bravo-Ferrer. PhD:
Alberto Pérez-Ruiz, MSc; Federico Ballenilla, MD; Jaime Diaz-Guzman, MD, PhD;

Jests M. Pradillo, PhD: Ignacio Lizasoain, MD, PhD; Maria A. Moro, PhD
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Los NETs participan en la formacion

de trombos en ictus de humano y
pueden explicar la resistencia al t-PA
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Ryu et al., PLOS Medicine. 2022

Infarct volume (mm?3)

Infarct size is higher during inactive phase

RODENTS
ZT6

HUMANS
ZT6

Inactive Active

Neuroprotection Failure in Clinical Trials

—
Translation?

Lack of Data Lack of Data

Rat fMCAO 100 min
500

Mouse tMCAO 60 min
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Control NEO 85min Centrol NBO 85min
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Esposito et al. Nature 2020
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RITMO CIRCADIANO

1. Administracion NOCTURNA de antihipertensivos
(Bowles et al., Curr Hyper Rep. 2018)

2. Administracion NOCTURNA de aspirina
(Bonten et al., Hypertension. 2015)

1. Trombolisis
(Lorenzano et al., Stroke. 2014)

2. Trombectomia
(Hajdu et al., Neurology. 2021)
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Objetivos

EFECTO DE DNAsa-1 EN EL ICTUS ISQUEMICO.
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNASA-I EN LA TRANSFORMACION HEMORRAGICA
EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUEMICO.

e D

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON ASPIRINA EN LA TRANSFORMACION HEMORRAGICA

Aumento '

Se llevardn a cabo estudios de co-

administracion con tPA y pre-tratamiento con
. L] . e
farmacos antiagregantes como la aspirina § _ ;
- tPA tardia R T w
m— = . AT\ ransformacion
Aspirina < Ry, | Hemorrégica
%W‘Jwé 4 -

Estudiaremos:

- Volumen de infarto y déficit neuroldgico

Infarto ceret@

DNAsa-| /

- Indice de reperfusién, NETs, neutréfilos

Disminucion @
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- Transformacién hemorragica
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MODELO ANIMAL: TROMBOEMBOLICO IN SITU

MRI
MNSS
Trombina RIP: plasmay
S ' cerebro‘
0 2h45min 12h 24h

Micropipeta

e

trombing —» l

arteria cerebral media (MCA)

(Orset et al., Stroke. 2007)
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TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

A L
Dnase-1 tPA Dnase-1
Thrombin in 4
the MCA /s
Oh 3h 4h 12h 24h
Doppler recording MRI (brain infarctation)

Brain and plasma samples
Neurobehavioral test
(cylinder test)
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Zeitgeber Time

Las programaciones se mantuvieron 3 semanas antes de iniciar la cirugia.

ZT4-7Z17:
* Luzde 8:00 am (ZT0) a 20:00 pm (ZT12). Sin luz de 20:00 pm a 8:00 am.

* Lacirugia comenzd al mediodia, a las 12:00 pm (ZT4).

ZT13-ZT16:
* Luzde 14:00 pm (ZT0) a 2:00 am (ZT12). Sin luz de 2:00 am a 14:00 pm. La cirugia comenzd a las 6:00

am (ZT16).
* Luz de 20:00 pm (ZT0) a 8:00 am (ZT12). Sin luz de 8:00 am a 20:00 pm. La cirugia comenzo al

mediodia, a las 12:00 p. m. (ZT16).

MCAO

Luz
Fase inactiva (roedores)
Fase activa (humanos)
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Volumen de infarto
Déficit neuroldgico

e El tratamiento con DNAsa-I
reduce el volumen de infarto.

e El tratamiento con DNAsa-|
produce una mejoria de los
sintomas neuroldgicos.
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NETs y elastasa
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* Eltratamiento con DNAsa-I reduce la
concentracion de NETs.

e El tratamiento con tPA a las 3 horas produce un
aumento de la presencia de NETs.

* La adicién de DNAsa-| al tPA reduce la
concentracion de NETs.

e El tratamiento con DNAsa-I reduce los niveles
plasmaticos de NETs a las 4 horas.
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RS 1D AD BLOQUE I. EFECTO DEL TRATAMIENTO
LUTENSE CON DNAsa-1 EN EL ICTUS ISQUEMICO

Existe una correlacidn positiva entre la presencia de NETs en la corteza
y los niveles plasmaticos de elastasa

159 r=0.7450 .
p<0.0001
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BLOQUE Il. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

V., ¥ COMPLUTENSE EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-|

Volumen de infarto y déficit neuroldgico

Active phase Active phase
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En los ratones WT, la isquemia (MCAO) produce un infarto significativamente mayor
durante la fase inactiva que se correlaciona con un mayor déficit neurolégico.

El tratamiento con DNAsa-I SOLO produce su efecto protector durante la fase inactiva
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BLOQUE Il. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

V., ¥ COMPLUTENSE EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-|

NETs y Elastasa
10- SICEVE pinsy 25 - Active phase , 5o observa una diferencia significativa en
% * -~ & |k los niveles plasmaticos de elastasa a las
E | * | £ 20- 4h entre los animales tratados con
2 1 Es)) o o vehiculo entre la fase inactiva y la activa,
S 54 lil £ 157 ¥ lo que se correlaciona con las diferencias
o i 9 10- de volumen de infarto.
Kol ® 8 ]
= o f o ® | .
= i o 5+ * Enlos animales WT, el tratamiento con
< 0 L‘ = 0 DNAsa-I, reduce los niveles plasmaticos
N N de elastasa a las 4 horas SOLO durante la
{\\C}e,bed ~{\\c}® e‘?"\ ‘_@@@&, {\\00 g‘?"\ fase inactiva
) S & ) e & :

Se observa una diferencia significativa en los niveles de NETs, entre los animales tratados con
vehiculo, entre la fase inactiva y la activa.

En los animales WT, el tratamiento con DNAsa-I, reduce los niveles de NETs en ambas fases, inactiva
y activa.
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Pretratamiento con Aspirina

Aspirin pretreatment
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* El efecto protector del tratamiento con DNAsa-I NO se ve alterado por un
tratamiento cronico con aspirina
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tPA

DNAse-|

DNAse-I+tPA

Transformacion Hemorragica

La administracion de DNAsa-I no
produce sangrado.

La administracion tardia de tPA (3 h)
aumenta el volumen hemorragico.

La adicion de DNAsa-I al tratamiento
con tPA no incrementa la
transformacion hemorragica inducida
por la administracion tardia del
trombolitico
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Incidencia de la reperfusion

Vehiculo
—— DNAse-1

tPA
—— DNAse-1 + tPA

100

90

80

e El tratamiento con DNAsa-I no modifica los
indices de reperfusidon espontanea ni aumento
el flujo sanguineo medido por la sonda
Doppler hasta 4 horas después de la oclusion.

Cerebral Perfusion(% of basal level)

* La administracion de tPA a las 3 horas tras la
0 50 eo s 120 120 o oclusion produce una recanalizacién arterial
min exitosa en el 37,5% de los animales WT.

Rep. esp/Total. Antes de tratamientos 5/37(13.5%) A 5
e |La adicion de DNAsa-I al tratamiento con tPA

Tt - aumenta el indice de recanalizacidon hasta un
75% de los casos.

Rep.

DNAse-I Rep. tPA

0 3 (37.5%) | 6(75%)

Total 2 8 ]
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Transformacion Hemorragica
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La adicion de DNAsa-I al tPA no solo no aumenta la aparicion de TH sino que
disminuye el volumen de hemorragia en los animales que reperfunden
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Vehiculo

Vehiculo

Aspirina

Aspirin pretreatment

DNAse-1+tPA

Pretratamiento con Aspirina

El tratamiento crénico con aspirina no
produce ningun cambio en los efectos de
la administracion Unica de DNAsa-I.

En los pretratados con aspirina, la
administracion tardia de tPA aumenta la
hemorragia

En los pretratados con aspirina, la adicidn
de DNAsa-I al tratamiento con tPA
disminuye la apariciéon de TH.
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" Late t-PA :

Aspirin,

/ Dnase-1 tPA Dnase-1 \
Thrombin in f
the MCA 4 / 4 @%
H ¥ T

|
Oh 3h  4h 12h 24h

Doppler recording MRI (brain infarctation)
Brain and plasma samples
Neurobehavioral test

administration _g

k (cylinder test) /

Hemorrhagic
Transformation (HT)

DNase-l decreases infarct
DNase-l reduces HT induced by t-PA
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CONCLUSIONES

[:| @ RECRUITING
NCT05203224

Improving Early Reperfusion With Adjuvant Dornase Alfa in Large Vessel
Ischemic Stroke (EXTEND-IA DNase)

Conditions.
Ischemic Stroke
Locations

Brisbane, Queensland, Australia Adelaide, South Australie, Australia

Melbourne, Victona, Australia

() erecruiINg
NCT05880524

Reduction of SystemiC Inflammation After Ischemic Stroke by Intravenous
DNase Administration (ReSCInD)

Conditions
Inflammatory Response  [[eiEnl=Es 1]
Locations

Munich, Bavaria, Germany

pol

=18




GRACIAS

HFez, Bz, ERZz Rz, 372



