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Els fraumatismes cranioencefdlics (TCE) son la primera causa de mort i
discapacitat en la poblacidé menor de 40 anys de qualsevol pdis industrialitzat.
Les xifres de mortalitat en centres considerats “d’excellencia” sén encara
elevades i molt similars a les publicades al 1991 per I'estudi cooperatiu america
(Traumatic Coma Data BankK), oscillant, en la majoria de centres, entre el 30-
40%. Els mals resultats neurologics (pacients greument incapacitats, vegetatius
o0 morts) supera en molts casos el 55%, tant en centres Europeus com d’EEUU.
Aquests resultats comporten importants repercusions sanitaries, economiques i
socials (Murillo et al., 1999; Sahuquillo et al., 1987), i expliquen el progressiu

interés en la investigacio traslacional de les lesions neurotraumatiques.

Malgrat el millor coneixement de la fisiopatologia del TCE i de I'avenc
en les técniques de neuromonitoratge i en el fractament, el pronostic
d'aquests pacients ha arribat a assolir una meseta (Sahuquillo et al., 2001). Es
conegut que tot i que una part considerable de les lesions es produeixen de
forma immediata a I'impacte (lesions primaries), moltes d’elles apareixen en un
periode variable de temps després del traumatisme (lesions secondaries). Els
processos secondaris activats per I'impacte desencadenen una serie de
cascades metaboliques andomales de gran complexitat que promouen la
disfuncid i en alguns casos la mort celdular, amb la conseqUent péerdua de la

funcié neurologica.

La hipoxia tissular d'origen isquémic o no isquemic, causada per
fenomens com la hipertensié intracranial (HIC), la reduccid de la pressid de
perfusid cerebral (PPC), 'edema cerebral, la disfuncid mitocondrial o per
complicacions sistemiques originades fonamentalment a la fase pre-
hospitaldria (hipoxia, hipotensid arterial o anémia), constitueix la lesid
seconddria de major prevaléncia als TCE. La hipoxia tissular cerebral, a més,
genera o potencia I'aparicid de processos metabolics andomals i pot induir una

resposta inflamatoria a nivell tissular.
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Les dades obtingudes d’estudis en models experimentals i clinics han
demostrat de forma inequivoca que la resposta inflamatoria cerebral juga un
paper predominant en la lesid secondadria postraumatica, facilitant I'alteracid
de la permeabilitat de la barrera hematoencefdlica (BHE), I'edema cerebral i
seconddriament la tumefaccid cerebral i I'augment de la pressid intracranial
(PIC).

En els darrers anys, la intfroduccid de noves tecnologies en I'ambit clinic
ha permes utilitzar tecniques revoluciondries de neuromonitoratge a la
capcalera del pacient, historicament només factibles en el camp de
I'experimentacié animal. Una de les técniques esmentades ha estat la
microdidlisi cerebral, que permet el monitoratge neuroquimic quasi on-line dels
nivells extracel ulars de certs metabolits. El principi bdsic d'aquesta tecnica és
la infroduccid al parenquima cerebral d'un cateter que conté una membrana
semipermeable al seu extrem distal, i que actua de forma similar a un capil {ar.
La membrana de didlisi permet la difusié lliure d’aigua i soluts entre la solucid
d’interés (espai extracel{ular cerebral) i una solucid salina perfosa mitjancant

una microbomba, a una velocitat predeterminada.

La possibilitat d'obtenir informacié del metabolisme cerebral a la
capcalera del pacient ens permet estudiar la resposta metabdlica a
determinats procediments terapeutics, aixi com preveure I'establiment del
dany tissular degut a la hipoxia tissular cerebral. A més, la recent aparicié al
mercat de noves membranes de microdidlisi, amb porus de filfratge majors, ha
obert la possibilitat d’'estudiar proteines de major tamany, implicades en els

processos neuroinflamatoris desencadenats després d'un TCE.

Per una banda, desde el punt de vista tradicional, la produccid
excessiva de lactat a nivell cerebral s’ha considerat un indicador de disfuncid
del metabolisme energetic i conseqUentment de hipdxia ftissular d’origen
isqguemic o no isquemic. Aixi, la ufilitzacié de les diferencies arterio-jugulars de
lactat (AVDL) i I'index lactat oxigen (LOI) s’han utilitzat com indicadors de

metabolisme anaerobic cerebral. La utilitzacid combinada amb la microdidlisi
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cerebral ens permet analitzar la sensibilitat, especificitat i valor predictiu de les

AVDL i el LOI com indicadors de metabolisme anaerobic.

Des d'el punt de vista terapéutic la hiperoxia normobdrica s'ha presentat com
un procediment simple, relativament segur i potencialment beneficids per
reduir la lesidé cerebral. Aquest procediment s'aplica augmentant la fraccid
inspirada d'oxigen (FiO2), amb la finalitat d’'aconseguir un augment de la
pressio fissular d’oxigen (PtiO2) i aixi de la quantitat d’oxigen (O2) que arribaria
al mitocondri. En aquest cas la utilitzacié combinada de la microdidlisi amb el
monitoratge de la PtiO2 ens permet estudiar els efectes de la hiperoxia
normobdrica en el metabolisme cerebral i per tant, determinar el potencial

benefici per millorar el resultat neurologic dels pacients amb un TCE.

Des d'el punt de vista de la neuroinflamacié, un dels avencos més
significatius en I'Ultima decada ha estat el coneixement del paper que les
metalloproteinases de matriu (MMPs) juguen en la lesid cerebral fraumatica.
Les MMPs sén una familia de proteases encarregades de remodelar la matriu
extracellular (MEC). A part de la funci¢ fisiologica ben coneguda, diversos
estudis han demostrat la seva participacid en processos patologics com el
cancer, I'Alzheimer, I'esclerosi multiple i la isquemia cerebral. En els Ultims anys,
a més, s'ha observat que poden tenir un paper rellevant en la fisiopatologia de
les lesions neurotraumadtiques, principalment alterant la BHE i potenciant la

resposta neuroinflamatoria provocada pel TCE.

La present tesi preten aportar noves aplicacions de la microdidlisi
cerebral en I'estudi del metabolisme i de la neuroinflamacié del pacient
neurotraumatic. En primer lloc I'aplicacié de la microdidlisi com a eina
diagndstica en la deteccié de la hipoxia cerebral isquémica, ens permet
validar per una banda la superioritat d’aquesta técnica respecte una altra de
més convencional, com és el cas del cdlcul de les AVDL i el LOIl. A més, la
utilitzacid combinada de la microdidlisi amb la PtiO2 ens permet determinar
I'efecte de la hiperoxia normobadrica en el metabolisme cerebral d'aquests
pacients. En segon lloc, la tesi aprofundeix en I'estudi d'unes proteases que es

sobreexpressen com a conseqUencia dels processos inflamatoris
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desencadenats a la fase aguda del TCE, les MMPs. Aquests enzims poden ser
detectats directament al microdialitzat cerebral d’aquests pacients, aixi com
al plasma i al teixit procedent de contusions cerebrals. La possibilitat de poder
recuperar proteines amb un pes mollecular (PM) superior al dels cateters de
primera generacié, obre pas a multiples opcions terapeutiques. Una d’elles
seria dissenyar estratégies farmacologiques per bloguejar o modular la
sobreexpressid d'aquestes proteases a la fase aguda del TCE, amb la finalitat
de limitar I'alteracié de la barrera hematoencefdlica i el dany tissular

postraumatic cerebral.
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1. El traumatisme cranioencefalic

1.1. Epidemiologia

L'organitzacié Mondial de la Salut (OMS) ha manifestat que a Europa la
meitat dels anys que viu una persona amb discapacitat son causats per
malalties neurologiques (Olesen and Leonardi, 2003). A I'any 2000, entre les deu
primeres causes d'anys perduts per discapacitats, la primera va ser la isquemia
miocardica, la segona I'accident vascular cerebral i la setena els accidents de

fransit.

Els fraumatismes cranioencefdlics (TCE) sén la primera causa de mort i
discapacitat a la poblacié menor de 45 anys a I'Unid Europea i la causa més
freqUent de mort i discapacitat després d'un accident de transit. El 10% dels
pacients que pateixen un TCE, presenten un TCE greu i sén els pacients que
presenten una puntuacié a I'Escala del Coma de Glasgow (GCS) inferior o
igual a 8 punts (annexe 1). En aquest grup els mals resultats neurologics
(pacients greument incapacitats, vegetatius o morts) excedeix en molts
centres el 55% dels pacients afectes (Murray et al., 1999). Els TCEs no només
representen un greu problema socioeconomic i de salut a la Comunitat
Europea sind arreu del mon (Cole, 2004; Ghajar, 2000). La incidencia global
estd augmentant, en part degut a I'increment en ['utilitzacié de vehicles de
motor en paisos subdesenvolupats (Maas et al., 2008). L'OMS ha estimat que
cap a l'any 2020 els accidents de transit seran la tercera causa més important
de la carrega global per malaltia i lesid (Finfer and Cohen, 2001). En paisos
desenvolupats les lleis de seguretat vial i les mesures preventives han reduit la
incidencia de traumatismes cranials degut a accidents de fransit (Redelmeier
et al., 2003), mentre que la incidencia de les caigudes ha augmentat en la
mateixa mida que I'edat de la poblacid, fet que provoca un augment en

I'edat mitja de la poblacié que sofreix un TCE a I'actualitat.

Les seqUeles neurologiques al TCE son una conseqiencia de la suma de
lesions primdaries (produides de forma immediata a I'impacte) i de les lesions

seconddries que apareixen de forma diferida a I'impacte mecadnic. La
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hipertensié intracranial (HIC) és la primera causa de mort en els pacients amb
un TCE greu. Dels pacients que presenten una HIC, la majoria presenten lesions
focals o una tumefaccié cerebral difusa uni o bilateral, I'eticlogia i patologia

de la qual encara estan poc definides.

Cap terapia neuroprotectora ha demostrat fins el moment actual la
seva eficacia en estudis conftrolats, i per tant, malgrat els enormes avencos en
el fractament d'aquests pacients a la fase aguda, els TCE i especialment els
greus, deixen discapacitats permanents en els supervivents, amb importants
repercusions mediques, economiques, emocionals, familiars i socials. S'han
realitzat diversos assajos clinics en fase lll pero cap d’ells ha mostrat eficacia,
una de les causes podria ser la inclusid de pacients amb un pronostic de mort
molt precocg, i que poden ser identificats amb I'aplicacié de models prondstics

de risc elevat de mort (Boto et al., 2006; Vilalta et al., 1992).

1.2. Concepte de traumatisme cranioencefalic greu

Els TCEs constitueixen lesions fisiques que generen alteracions del
contingut cranial degut a un intercanvi brusc d'energia provocat per qualsevol
mecanisme fisic (accident de ftransit, caiguda casual, agressid, etc).
Tradicionalment, el TCE s'ha classificat pel mecanisme (tancat versus
penetrant), per la severitat clinica (Escala del Coma de Glasgow: GCS;
(Teasdale and Jennett, 1974)) i per I'avaluacié del dany estructural

(neuroimatge).

La valoracidé del nivell de consciencia és probablement I'aspecte més
important a tenir en compte i el de major valor predictiu. S’'ha demostrat que
la severitat i duracié de la disminucid del nivell de consciencia és el signe
neurologic aillat més important en la determinacié de I'alteracio de la funcio
cerebral (Frowein R.A. and Firsching R, 2008). El sistema més acceptat
actualment per valorar el nivell de consciencia d'un pacient que ha sofert un
TCE és el GCS (annexe 1). L'exploracié neurologica d'un pacient que acaba
de sofrir un TCE es pot veure dificultada per la preséncia d'agitacié

psicomotriu, per I'intoxicacié residual deguda a la ingesta d'alcohol o de
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drogues o per la presencia de farmacs (sedants, relaxants). En els casos en els
que es requereixi una sedacio, relaxacio i intubacié del malalt, I'exploracio

inicial sera decisiva pel posterior fractament del pacient.

1.2.1. Definicié de coma

Jennett i Teasdale van afirmar que un pacient estd en coma quan no és
capacg d’'obeir ordres, no pot emetre paraules intel ligibles i no obre els ulls a
cap estimul dolords (Jennett and Teasdale, 1977). Respecte la classificacioé del
GCS, un pacient estard en coma si presenta una puntuacié igual o inferior a 8
punts. En general s’accepta que un malalt surt del coma quan obre els ulls. El
GCS també s'utilitza per classificar la gravetat dels TCEs. Aixi, s'inclou sota la
denominacid de TCE greu a aquells pacients que presentin una puntuacio en
el GCS igual o inferior a 8 punts dins les primeres 48 hores després del
traumatisme i després de les maniobres de reanimacid no quirdrgiques. Els TCEs
moderats presentaran una puntuacié en el GCS entre 9 i 13, i els TCEs lleus

findran puntuacions de 14 o 15.

1.3. Classificacio de Marshall

La valoracié del dany estructural mitjancant la neuroimatge no presenta
les limitacions abans esmentades. Els pacients neurotraumdadtics constitueixen
un grup heterogeni de malalts que poden presentar diferents tipus de lesions
cerebrals. Marshall i col. (Marshall L.F. et al., 1991) van proposar al 1991 un
sistema descriptiu per classificar les tomografies computeritzades (TC)
cerebrals, la classificacié del Traumatic Coma Data Bank (TCDB). Aquesta
classificacidé es centra en la presencia o abséncia d'una lesid de massa i
diferencia les lesions difuses gracies a els senyals indirectes d’augment de la
pressié infracranial (PIC), com la compressio de les cisternes basals i la
desviacio de la linia mitja. Aixi, ens trobem amb quatre tipus de lesions difuses
(lesid difusa tipus I, II, 1Il, IV) i dos tipus de lesions focals (massa evacuada, masa

no evacuada), com es pot observar ala figura 1 (annexe 2).
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Les diferents categories d'aquesta classificacié sén les seglents:

X3

%

.0

X3

%

Lesid difusa tipus I: la TC cerebral no mostra cap imatge patologica.
Lesié difusa tipus II: les cisternes sén visibles. La linia mitja estd
cenfrada o existeix una desviacié de 0-5mm. No existeixen lesions
hematiques superiors a 25cc.

Lesid difusa tipus lll: les cisternes estan comprimides o absents. La
linia mitja estd centrada o desviada entre 0-5 mm. No existeixen
lesions hematiques superiors a 25cc.

Lesid difusa tipus IV: la linia mitja es troba desviada més de 5 mm. No
existeixen lesions hematiques superiors a 25cc.

Massa evacuada: lesid que ha estat evacuada quirdrgicament.

Massa no evacuada: lesi® superior a 25cc no evacuada

quirdrgicament.

Figura 1.Imatges representatives de cada categoria de la classifcacié de Marshall o TCDB. En
groc es mostra la categoria de la classificacié.
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1.4. Monitoratge del pacient neurocritic

Malgrat la disponibilitat de diverses eines pel monitoratge del sistema
nervids centfral (SNC), no existeixen estudis que demostrin que el monitoratge
continuat de qualsevol variable aillada, millori significativament el resultat dels
pacients que han sofert un TCE (Sahuquillo, 2008). Recentment s’ha suggerit
qgue el monitoratge i el control de la PIC i de la PPC després del TCE
incrementa la terapia intensiva sense millorar-ne el resultat (Cremer et al.,
2005). De totes formes, aquestes eines soén diagnostiques i no poden ser
considerades intervencions, per tant no podem esperar que millorin el resultat
a no ser que disposem d'un tractament que millori I'abnormalitat
diagnosticada, i per tant el resultat funcional i/o cognitiu del malalt (Sahuquillo,
2008).

Les raons principals per les que els pacients neurocritics sdn monitoritzats
soén les segUents:

1. Detectar el deteriorament neurologic abans de I'instauracié d'una
lesid cerebral irreversible.

2. Individualitzar les decisions en les cures dels pacients.
Guiar el tfractament del pacient.

4. Andlitzar la resposta terapéutica d’algunes intervencions i evitar els
efectes adversos.

5. Permetre els clinics de ser capacos d'entendre la fisiopatologia de
trastorns complexes.

6. Dissenyar i posar en practica protocols de tractament.

7. Millorar el resultat neurologic i la qualitat de vida en els supervivents

d'un TCE greu.

Per assolir aquests objectius és necessari un personal preparat per
interpretar les dades obtingudes pels diferents monitors, aixi com unes dades
de qualitat optima. El monitoratge clinic (nivell de consciencia i reactivitat
pupilar) és imprescindible, perd els pacients més greus amb traumatisme
cranial es froben sedats i ventilats mecdanicament i requereixen un monitoratge

cerebral objectiva i avancada.
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1.4.1. Monitoratge sistémic

Donat que les complicacions secondadries en el cervell traumatitzat
poden ser d'origen sistemic o cerebral, el monitoratge per detectar-les ha de

constar del component sistémic i cerebral.

El monitoratge sistemic és la que es realitza en qualsevol pacient critic i
consisteix en el monitoratge de la morfologia de I'electrocardiograma, la
saturacié d'oxigen arterial, la pressid arterial, la pressid venosa central, la
temperatura central, les gasometries arterials sanguinies i els nivells d’electrolits

al serum (Cremer et al., 2005).

1.4.2. Monitoratge cerebral invasiu

Entre les variables que es poden monitoritzar de forma invasiva les més
freqUents son la PIC, la saturacid d’oxigen al bulb de la jugular (SjO2), la pressid

tissular d’oxigen (PtiOz2) i la microdidlisi cerebral.

1.4.2.1. Pressi6 intracranial (PIC)

La medicié de la PIC és molt important per I'aplicacid de les terapies
dirigides al control de la HIC (Bullock et al., 2000; Sahuquillo et al., 2002b),
fenomen molt freqUent en algunes categories del TCDB (Poca et al., 1998), i al
confrol de la PPC, que és la diferencia entre la tensid arterial mitja (TAM) i la
PIC. Existeixen principalment dos metodes per monitoritzar la PIC. El patrd or és
la PIC intraventricular, ja que mesura la pressio global, es pot calibrar
externament i a més permet el drenatge terapeutic de liquid cefaloraquidi
(LCR). No obstant aixd, no sempre és possible insertar un cateter de PIC
infraventricular degut a I'edema cerebral. El sistema intraparenquimatos, i en
concret el sistema Camino®, per altra banda presenta un baix nombre de
complicacions (Gelabert-Gonzalez et al., 2006; Poca et al., 2002). Les guies de
practica clinica de la Brain Trauma Foundation indiquen que la PIC constitueix
I'Unic parametre encefdlic que s’hauria de monitoritzar de forma obligada als
pacients amb un TCE greu i que presenten una TC cerebral anormal (evidencia
classe 11)(2007).

10
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1.4.2.2. Saturacié d’oxigen al bulb de la jugular (SjO2)

El monitoratge de la SjO2 és una tecnica que ens permet estimar el
balanc entre I'aport cerebral global d'Oqz i la seva utilitzacié (Tisdall and Smith,
2007). El cateter s'inserta en el bulb de la vena jugular interna, minimitzant aixi
la contaminacié del retorn vends extracerebral, que és aproximadament un
3% si el cateter estd implantat adequadament (Lam et al., 1996). Un cop s’ha
confirmat la correcta posicid amb una radiografia cervical lateral, la medicié
de la §jO2 es pot realitzar de forma continua utilitzant un cateter de fibra optica
o directament extraient una mostra sanguinia cada cert periode de temps i

utilitzant un co-oximetre per realitzar I'andlisi.

A diferencia de la PtiO2 es tracta d'una tecnica de monitoratge de
I'oxigenacié global. A part de ser Util per mesurar la saturacié d'O:2 jugular,
també ens permet fer una estimacié del fluxe sanguini cerebral (FSC). Aquesta
estimacid es pot realitzar en determinades condicions, a partir de la medicid
de les diferencies arteriojugulars d’'oxigen (AVDO2) o d'altres variables
hemometaboliques derivades del valor de I'oxihemoglobina obtinguda a nivell
del bulb de la jugular interna (extraccié cerebral d'O2: CEO2, o saturacié de
I'oxihemoglobina jugular;(Cruz et al., 1993; Dearden and Midgley, 1993;
Robertson et al., 1992). A la figura 2 es poden observar les diferents formules pel

cdlcul dels parametres més utilitzats amb I'oximetria del bulb de la jugular.

AVDO, = 1.34*Hb [ (Sa0,-5j0,)/100]+ (PaO,-PjO,)*0.0031

CMRO, CMRO,
FSC = =
AVDO, CEO,

CEO,=5d0,-§j0, = CMRO,= AVDO, x FSC

Figura 2. Férmules pel calcul dels diferents pardmetres utilitzats en les t&cniques d’oximetria
jugular. AVDO:z: diferéncies arterio-jugulars d'oxigen; Hb: hemoglobina; SaOz2: saturacié arterial
d'oxigen, SjO2: saturacid jugular d'oxigen, PaOz: pressid arterial d'oxigen; PjO2: pressid jugular
d'oxigen; FSC: fluxe sanguini cerebral; CMRO2: consum metabolic d'oxigen; CEOa2: coeficient
d'extraccié d'oxigen.

11
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En condicions fisiologiques el FSC augmenta o disminueix en funcié dels

requeriments metabdlics tissulars. En aquesta situacié eixisteix un perfecte

acoblament entre el FSC i el consum metabolic d'oxigen (CMROz2) que fa que

les AVDO2 romanguin constants (Robertson et al., 1989). No obstant aixd, un

gran nombre de pacients amb un TCE presenten una alteracid dels

mecanismes reguladors del FSC (Golding et al., 1999; Nordstrom et al., 1988) i

poden presentar un FSC reduit o elevat, independentment de la reduccid de
CMRO:2 (Cruz et al., 1990).

En general s'accepten les situacions seglents, que també es troben

esquematitzades a la taula 1:

Normoperfusié: AVDO, normals. Correcte acoblament entre el FSC i
el CMRO:..

Hiperemia: AVDO: baixes. El FSC és excessiu respecte als
requeriments metabdlics cerebrals.

Hipoperfusio: AVDO:2 elevades. El FSC es troba disminuit, ja que el
cervell compensa el descens en el fluxe sanguini a través d'una
major extraccié d'O2 (CEO2). Una saturacié d'O2 en el bulb de la
jugular per sota dels valors fisioldgics (< 55%) indica que I'aport d'O2

al cervell és insuficient per suplir les demandes energétiques

cerebrals.
] AVDO;
Situacié CEO2 (%) SjO2 (%)
(pmol/ml)
Isquemia >3 > 40 <55
Normal 1-3 24-40 55-75
Hiperémia <3 <24 >75

Taula 1. Valors acceptats com a normals i com a llindars de isquémia i hiperémia per les AVDOa,
CEO2ila SjO2 en pacients amb un TCE.
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Valors baixos de SjO2 (50-55%) s'han associat amb un pitjor resultat
neurologic (Fandino et al., 2000; Gopinath et al., 1994; Perez et al., 2003). De la
mateixa manera, valors superiors al 75% (Cormio et al., 1999; Macmillan et al.,

2001) tambe s’han relacionat amb un resultat funcional pitjor.

Les diferéncies arterio-juqulars de lactat i I'index lactat oxigen

Des d'el punt de vista tradicional es va acceptar que el metabolisme
anaerobic també podia ser estudiat utilitzant les diferéncies arterio-jugulars de
lactat (AVDL) i I'index lactat oxigen (LOI)(Robertson et al., 1987; Robertson et
al., 1989). Segons Robertson i col. (Robertson et al., 1987), un procés isquemic
estaria acompanyat d'un augment en la produccié de lactat cerebral,
augment que seria detectat en les determinacions sanguinies al bulb de la
jugular. Els mateixos autors, en un treball posterior (Robertson et al., 1989), van
calcular la guantitat de glucosa que es metabolitzava per la via anaerdbica i
I'aerdbica, establint un nou pardmetre: el LOI, que s'obté a partir del cocient
entre les AVDL i I'AVDO2 (mesurat en umoll) segons la férmula: LOI = -
[AVDL]/AVDO:.. El valor normal de LOI va quedar establert per sota de 0,03. Un
LOI > 0,08 era indicatiu d'un augment en la produccid cerebral de lactats i, per
tant, d'una situacié de isquémia/infart o d'una hipoperfusid suficientment

important com per alterar el metabolisme cerebral (Robertson et al., 1989).

Fins fa poc temps el cdlcul de les AVDL ha estat utilitzat per multiples
investigadors (Robertson et al., 1987; Robertson et al., 1989; Sahuquillo et al.,
1993; Sahuquillo et al., 2000). No obstant aixd, el lactat necessita tfransportadors
especifics, el transportador de monocarboxilat (Price et al., 1998), per
atravessar la BHE i les membranes de neurones i astrocits. El calcul de les AVDL i
del LOI es basen en I'aplicacié del principi de Fick a I'encefal. Segons aquest
principi I'element a quantificar hauria d’accedir al compartiment sanguini per
difusié simple. Per tant, els nivells de lactat que es quantifiquen al bulb de la
jugular no reflecteixen una situacid real del metabolisme cerebral. Aixo
explicaria les discrepdncies que s'observen en determinar de forma simultania
la concentracid extracel ular de lactat cerebral per tecniques de microdidlisi i

les AVDL (Vespa et al., 2003). A la figura 3 es mostra un exemple de la falta de
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concorddncia entre les AVDL y el LOI respecte el lactat cerebral mesurat per

microdidlisis.

D'altra banda, i com es descriurd amb més detall a I'apartat de
microdidlisi cerebral, no tot el lactat produit durant un procés isquemic arriba al
compartiment vascular, sind que part es consumeix per les propies céldules
productores i part es transfereix a céllules adjacents per ser utilitzat com a
substrat energetic. A més, la mesura simple de lactat ens pot confondre
davant de situacions  metabolicament  antagoniqgues com  és
I'nipermetabolisme i la isquemia, on també s'observa un augment de la

produccio de lactat.
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Figura 3.Grafiques de regressid linial que mostren una correlacid no significativa entre els valors
de LOli els valors de lactat obtinguts per microdidlisi cerebral (A) i els valors de les AVDL amb els
valors de lactat obtinguts per microdidlisi cerebral (B).

1.4.2.3. Pressio tissular d’oxigen (PtiO2) i microdialisi cerebral

Aquests tipus de monitoratges es troben desenvolupats en el seguent

apartat “Neuromonitoratge avancat: PtiO2 i microdidlisi cerebral”.

1.4.3. Monitoratge cerebral no invasiu

A continuacié es decriuen breument els principals tipus de monitoratge

cerebral no invasiu.
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1.4.3.1. Espectroscopia per rajos propers als infrarojos (NIRS)

Es fracta d'un sistemma de monitoratge no invasiu que mesura
I'oxigenacié de I'hemoglobina (Hb) principalment. Com el seu nom indica,
utilitza la llum infraroja propera a I'espectre dels rajos infrarojos, la qual pot
atravessar el crani. Al seu pas, aquesta llum és absorvida per mollecules
cromofores com I'oxihemoglobina (HbO:2), la deoxihemoglobina i el citocrom ¢
oxidasa. A partir d'una emisid inicial de fotons, un fotodetector analitza el
senyal lluminds reflectit i quantifica la llum que ha estat reabsorvida, permetent
determinar la concentracié de certs cromofors continguts en un teixit o una
mostra bioldogica (Poca et al.,, 2005). La informacié referent a I'Hb pot ser
proporcionada en percentatge de saturacié d'Hb, en els canvis absoluts
d'HbO2, deoxihemoglobina i d'Hb total, en concentracions micromolars,

referenciades a un valor basal arbitrari (Cho et al., 2000).

Els problemes técnics han reduit el seu Us. Per exemple, si la font i el
detector no estan suficientment allunyats, les mesures estan influides pel fluxe
sanguini subcutani (Haitsma and Maas, 2007). A més s'han trobat valors
normals en situacions de isquemia, possiblement relacionades per la sang
venosa “segrestada” a la zona infartada (Gomersall et al., 1997). Gracies a
algunes modificacions tecniques realitzades recentment, el NIRS sembla tenir

un futur molt més prometedor (Al Rawi, 2005).

1.4.3.2. Doppler transcranial

El Doppler transcranial (DTC) és una tecnica no invasiva que utilitza les
ones d’ulfrasons per obtenir la velocitat del FSC, a partir del desplacament de
la ona d'ultrasd, que és provocat pel moviment dels eritrocits a través del
camp de monitoratge. Una ona polsada de baixa freqléencia (2MHz) és
utilitzada per insonar un vas cerebral basal a través d'una finestra cranial
acustica, una drea poc densa del crani, que proporciona poca atenuacio i
dispersid del senyal. L'ona de velocitat del fluxe del DTC és similar a una ona
de pols arterial i s’"ha de quantificar en un pic sistolic, un final diastolic, i en
velocitats mitges de fluxe. El DTC no és capac d'obtenir valors absoluts de FSC

pero si I'angle d'insonacié i el diametre del vas es mantenen constants, els
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canvis en les velocitats de FSC mesurades pel DTC reflecteixen canvis en el FSC
(Valdueza et al., 1997). EI DTC també s'ha utilitzat per diagnosticar i monitoritzar
el vasoespasme cerebral després d'una HSA i permet una estimacié de la PIC
(Czosnyka et al., 1998).

1.4.3.3. Monitoratge electroencefalografic

Les crisis comicials sén una font de complicacions seconddries en el
cervell fraumatitzat, que tendeixen a ocdrrer en els primers dies després d'un
TCE, i que es troben associades amb la severitat de la lesid i amb un pitjor
resultat. Dades recents d'estudis provinents de I'electroencefalografia (EEG)
continua han demostrat que les crisis comicials ocorren en aproximadament
un 20% dels pacients amb TCE durant I'estada a la UCI (Vespa et al., 1999).
Algunes d'aquestes crisis comicials sén de naturalesa no convulsiva i no poden
ésser detectades clinicament, i algunes d’elles ocorren malgrat la utilitzacié

d’anticomicials profilactics.

1.4.3.4. Neuroimatge

Les tecniques de neuroimatge (TC, tomografia computeritzada
d'emissid per positrons: PET, tomografia computeritzada per emissié de fotd
unic: SPECT, ressonancia magnetica: RM) poden proporcionar informacio
detallada sobre I'hnemodindmica i el metabolisme cerebral en multiples regions
de interes. La seva limitacié principal és que només proporcionen “captures”
del cervell en el moment de la redlitzacié i per tant no poden monitoritzar
I'evolucié de les lesions cerebrals, o guiar el tractament amb estratégies
neuroprotectores a temps real. A més, requereixen el trasllat del pacient a
instal lacions especialitzades, la qual cosa pot ser perjudicial pel malalt quan

no es troba en condicions estables per ser traslladat (Tisdall and Smith, 2007).

No obstant qix0, la practica de TCs seqUencials és una rutina assistencial
en els pacients amb un TCE greu, tot i que no existeix consens en quin seria el
nombre adient i la freqUéncia d'aquests controls, sobretot en pacients amb
una lesié del tipus | o Il (Lobato et al., 2005). En un estudi realitzat per Lobato i

col. (Lobato et al., 2005) es van analitzar els canvis en la PIC durant la fase
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aguda postraumatica en una serie de pacients amb TCE greu i lesions difuses
tipus | i Il, amb I'objectiu d’intentar dissenyar la pauta més adient per la
realitzacié dels TCs seqUencials i el monitoratge de la PIC. Aquests investigadors
van determinar que en més de la meitat dels pacients amb una lesid inical
tipus | o Il es desenvolupaven canvis patologics al TC, i quasi el 50%
presentaven hipertensid intracranial. En aquest estudi van concloure que és
raonable monitoritzar la PIC desde l'inicii realitzar un TC a les 2-4, 12, 24, 48y 72
hores després del traumatisme en tots els pacients, i sempre que I'evolucio
clinica o la PIC ho requereixin. A més, diversos estudis han analitzat la relacid
entre les troballes al TC i la seva relacid amb el resultat i el pronostic dels
pacients amb TCE (Lobato et al., 1983; Lobato et al., 1988; Lobato et al., 1991;
Lobato et al., 1997).
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2. Neuromonitoratge avangat: PtiO2 i microdialisi

2.1. Microdialisi cerebral

2.1.1. Principi basic de la técnica

La microdidlisi cerebral és una tecnica que permet el monitoratge de
I'espai intersticial del teixit cerebral. El fonament bdsic d’'aquest sistema de
neuromonitoratge és la infroduccid al parénquima cerebral d'un cateter de
petit calibre, que conté una membrana semipermeable al seu extrem distal, i

que actua de forma similar a un capil lar, com es mostra a la figura 4.
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Figura 4. Esquema de la similitud d'un catéter de microdidlisi amb un capil 1ar sanguini.

La membrana de didlisi permet la difusié lliure d'aigua i soluts entre
I'espai intersticial cerebral i una solucid de composicio similar al LCR perfosa
mitjancant una microbomba a una velocitat variable de 0,30ul/min, i que no
conté les mollecules que interessa estudiar. Quan la solucid, que és equivalent
en composicid al LCR, és perfosa a tfravés del cateter de microdidilisi,
s'equiliborard amb el liquid de I'espai extraceldular proper al catéter.
L'intercanvi de moliecules es realitza en ambdues direccions i serd la
diferencia de concentracidé a través de la membrana el que establird la
direccio de gradient (figura 5), aixi com el tamany dels porus de la membrana

de didlisi.
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El liquid de perfusid contindrd una proporcid respresentativa dels ions i
mollecules que composen el liquid extracel lular de I'encefal. La soluci¢ infosa
es recull periodicament en microvials i el seu contingut és analitzat a la
capcalera del pacient mitjancant metodes enzimatics, per |'analitzador
CMA600 (CMA, Microdialysis, Solna, Sweden) o congelat pel seu andlisi

posterior al laboratori.

L'intercanvi de soluts que té lloc durant la microdidlisi esta regit per
processos de fransport passiu, que regulen la difusié entre dues fases separades
per una membrana. Aquest intercanvi s’expressa matematicament amb la llei

de Fick (Atkins, 1994):

J: fluxe net; D: coeficient de difusid; 8C: diferéncia de concentracions als
J=D & dos cantons de la membrana; 6X: longitud a atravessar per la membrana

&§X (gruixdria de la membrana dialitzant).

2.1.2. Aspectes técnics: concepte de recuperacio

L'objectiu principal de la microdidlisi €s estudiar la composicié del liquid
intersticial per poder monitoritzar la disponibilitat tissular de diferents metabolits,
les moliecules que sén alliberades per les cellules i les conseqUéncies cellulars

de la hipoxia/isquemia tissular.

19


avilalta
Línea



INTRODUCCIO

Una de les limitacions de la microdidlisi és que la concentracié d'una
substancia al dialitzat no equival necessariament a la concentracid real
extracellular i la seva recuperacid és sempre relativa. El terme recuperacioé o
recuperacio relativa es defineix com el cocient entre la concentracié d'una
substancia determinada al dialitzat i la concentracié real de la mateixa al
liguid intersticial, expressat en percentatge (Ungerstedt and Rostami, 2004). En
canvi, la recuperacié absoluta es defineix com la quantitat de substdncia

obtinguda al dialitzat per unitat de temps (Benveniste, 1989).

La recuperacio in vitro normalment es medeix perfonent el cateter
continuament a un fluxe constant i insertant el cateter en una solucid aquosa,
gue conté la mollecula d'interes a una concentracié coneguda. El liquid de
perfusid és identic al liquid en el que es submergeix el cateter, excepte per la
moliecula d'interés. La recuperacié de diverses moliécules també es pot
readlitzar simultaniament. Per calcular la recuperacid, es recullen diferents
mostres sequencialment pel seu andlisi posterior mitjancant metodes de HPLC,

microelectrodes o arrays de proteines, entre d’altres.

La recuperacioé relativa (RR) s'obté mijancant I'aplicacié de la seglent

formula (Benveniste, 1989):

ReCUperGCié in viro = Cext/Cint

Cext: concentracid de la substancia al dializat
Cint: concentracio de la substancia al medi

Per intentar entendre els processos que intervenen i alteren la difusié de
proteines a través de la membrana de didlisi, diversos autors han realitzat
estudis, tant matemadtics com experimentals, amb [|'objectiu d’obtenir
equacions teoriques que ens permetin predir els resultats in vivo a partir dels
resultats de recuperacio in vitro (Amberg and Lindefors, 1989; Bungay et al.,
1990; Bungay et al., 2001; Chen et al., 2002).
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2.1.2.1. Factors que afecten la recuperacio relativa

Existeixen diferents factors que provoquen que la recuperacié a través
dels cateters de microdidlisi no reflecteixi la concentracid real del liquid de
I'espai extracel lular. Entre aquests factors trobem principalment la velocitat de
infusid del liquid de perfusio, la longitud de la membrana de didlisi, les
alteracions ftissulars reactives que apareixen al voltant del catéter, els
coeficients de difusic de les moliecules de interés, les propietats de la
membrana de didlisi, la composicié del liquid de perfusio, el drenatge locali la

pressiod hidrostatica. Aquests factors es defineixen a continuacid.

Velocitat d'infusié del liquid de perfusid i longitud de la membrana

El fluxe del liquid de perfusié esta inversament relacionat amb la RR.
Conforme més elevada és la velocitat de perfusid més diluida estd la mostra,
sent la RR menor. Una hipotesi és que amb la utilitzacid de fluxes rapids es
produeix una major forca hidrostatica de filtracié que podria afectar el
transport de les substancies (Benveniste, 1989; Kehr, 1993). Una velocitat de
perfusid baixa i una membrana de didlisi llarga proporcionen una RR elevada.
Si la membrana és suficientment llarga per permetre un intercanvi de
mollecules major i la velocitat de perfusid és baixa, la concentracié al dialitzat
s'aproximard a la concentracié real en el liquid intersticial, sent la recuperacid
de quasi el 100% (Ungerstedt and Rostami, 2004). El problema radica en que les
membranes llargues son dificils d'implantar i les velocitats de perfusid massa
baixes redueixen el volum de dialitzat per I'andlisi i també afecten la resolucid

temporal (Johnston and Gupta, 2002).

La rad principal per la qual els resultats quantitatius entre els diferents
centres siguin dificils de comparar és que s'utilitzen diferents longituds de
membrana i diferents velocitats de perfusid. La creixent utilitzacié d'equips,
membranes i velocitats de perfusid estandars i homogenies permeten obtenir
resultats quantitatius més rellevants i comparables. En el cas dels cateters
cerebrals i les bombes de perfusid que s'utilitzen a la clinica, la longitud

estondar de la membrana cerebral és de 10mm i la velocitat de perfusid de
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0,30ul/min (Bellander et al., 2004). En aquestes condicions s'estima que la

recuperacio és d'aproximadament el 70% (Hutchinson, 2000).

Alteracions tissulars induides per la implantacié del catéeter

La implantacié d'un catéeter de microdidlisi produeix una disrupcid del
teixit on es troba insertat. El catéter provoca un descens en el FSC local, en la
fosforilacio de la glucosa i un desacoblament entre el fluxe i el metabolisme en
les primeres 24 hores després de la implantacid. Trenta minuts després de la
insercié del cateter la BHE es manté intacta (Benveniste, 1989). La implantacid
del catéter també produeix petites lesions hemorragiques en el seu trajecte,
astrogliosis i infiltfracié de macrofags (Whittle et al., 1998). En alguns estudis in
vitro s’ha observat que la recuperacioé relativa depéen del temps. Inicialment la
recuperacid és elevada perd disminueix rdpidament fins arribar a un estat
“semi-estacionari”, a partir del qual va disminuint lentament. Els valors de RR no
canvien significativament un cop s'ha arribat a I'estat “semi-estacionari”
(Benveniste, 1989).

Coeficients de difusid

In vitro, la difusié d’'un determinat metabolit només depen del coeficient
de difusio a la solucio (Ds) i d’aquest coeficient a fraves de la membrana (Dm).
La difusid al cervell i a altres teixits pero, estd limitada per les caracteristiques
del liguid extraceldular i la tortuositat de I'espai intersticial. La matriu
extracellular (MEC) té propietats algutinants degut a les glicoproteines i alires
macromol lecules que estan presents. Les moliecules poden ser rapidament
degradades al medi extracel fular, tfransportades per processos actius o també
poden difondre dins dels capil 1ars. Tot aixd provoca que la recuperacid in vivo
sempre sigui menor que la in vitro (Benveniste, 1989; Kehr, 1993). Un altre factor
que afecta al coeficient de difusiod és la temperatura, que augmenta en un 1-

2% el coeficient per cada grau centigrad (Benveniste, 1989).
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Propietats de la membrana

Una membrana amb un tamany de porus petit purificard la mostra
excloent les mollécules grans del microdialitzat, mentre que una de tamany
major recuperard substancies de major PM, com peptids i proteines. EIl material
del que es composen les membranes dialitzants també influeix en la
recuperacio, interaccionant amb diferents substdncies que séon transportades

per mecanismes desconeguts (Benveniste, 1989).

Composicié quimica del liquid de perfusié i drenatge local

D'acord amb els principis de difusid, una substancia ha d'estar absent
del liquid de perfusid per obtenir una recuperacié satisfactoria de I'analit de
interes. D’alira banda, el drenatge confinu d'una substancia de I'espai
extracel Jular pot augmentar el seu drenatge amb el temps de forma artificial,
reduint-se la seva concentracié a la regié propera al cateter. Aixi mateix, en
estudis in vitro s’han observat gradients de concentracid d'un metabolit de
interes entre la superficie del cateter i la resta del medi, essent inferiors les
concentracions del metabolit en les zones properes al catéter (Benveniste,
1989). La composicié dels diferents liquids de perfusid també influeix en la
recuperacio. Aixi, si s'utilitza serum sali (NaCl al 0,9%) com a liquid de perfusio,
sense calci (Ca?*), en comptes de Ringer amb Ca?*, qix0 pot provocar la
depleccié del Ca?* extracelular. D'aquesta manera s'afectaria I'alliberacié
de neurofransmissors com el glutamat, i la concentracid de substancies

depenents de la concentracié de Ca?* infra/extracelular (Hutchinson, 2000).

Pressio hidrostatica i col-loidosmotica

La variacié en la posicié del microvial de microdidlisi produeix canvis en
la pressid hidrostatica, recollint-se menys volum si el microvial es situa en una
posicid elevada en relacié a la punta del cateter. També s'ha descrit que la
concentracié de lactat és significativament inferior quan el final del tub de
sortida es situa en una posicié elevada (Hamrin et al., 2002). Aixi mateix, la

presencia d'un col{oid al liquid de perfusié del catéter produeix que el volum
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recollit sigui major. S’han descrit variacions significatives en la

concentracié de glucosa amb o sense colloid al liquid de perfusio.

2.1.3. Monitoratge bioquimic

Malgrat que els catéters de microdidlisi cerebral permeten I'obtencid
d'un gran nombre de moliecules i ions, a la practica clinica el monitoratge
neuroquimic a la capcalera del pacient es limita a la quantificacié seqUencial
dels seglUents metabolits: glucosa, lactat, piruvat, glutamat, glicerol i urea.
L'andlisi es realitza amb I'analitzador CMA600 (CMA, Microdialysis, Solna,

Sweden) per un maxim de quatre metabolits de forma simultania.

Els valors normals d'aquests metabolits al liquid intersticial cerebral es
van obtenir de I'estudi de Reinstrup i col. (Reinstrup et al., 2000), a partir de
cateters implantats al cortex frontal de pacients sotmesos a cirurgia de la fosa
posterior (Reinstrup et al.,, 2000). A la taula 2 es mostren aquests valors de
normalitat, obtinguts amb catéters d’'una longitud de membrana de 10mm i
una velocitat de infusid d'1 ul/min durant I'anestesia/cirurgia i de 0,3 pl/min ala

fase posterior.

Glucosa Lactat Piruvat index Glicerol Urea Glutamat

(mM) (mM) (M) lactat/  (uM) (mM)  (uM)
piruvat
Mitja 1,7 2,9 166 23 82 4,4 16
DS 0.9 0.9 47 4 44 1,7 16

Taula 2. Concentracions intersticials de glucosa, lactat, piruvat, glicerol, urea i glutamat al teixit
normal del cervell huma. DS: Desviacid estandar.
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2.1.3.1. Glucosa

La glucosa és un marcador important dels canvis en el metabolisme

cerebral. Els nivells de glucosa al microdialitzat varien per diferents raons:

e Isquemia. Si ocorre un descens en el FSC, existird una reduccié dels
nivells fissulars de glucosa i per aquest motiu la concentracid de
glucosa al dialitzat disminuira.

e Hiperglucemia. En els casos en els que la glucosa sanguinia
augmenta (estres metabolic, infusio infravenosa de glucosa, etc.), la
proporcid de glucosa alliberada a I'espai intersticial augmenta i com
a consequéencia també al microdialitzat.

¢ Hipermetabolisme o hipometabolisme. Un augment o descens en la
captacié de glucosa per les celdules, com el canvi del metabolisme
aerobic a l'anaerobic, afectard la concentracié de glucosa
intersticial. En aquesta situacio, la quantitat de glucosa disponible a

I'espai extracel lular disminuird o augmentard respectivament.

Degut a que la concentracié de glucosa canvia per diverses raons €s
necessari comparar els valors obtinguts amb els valors d'altres marcadors o
inclus amb cocients que reflecteixin  els canvis sistemics (glucosa
sistemica/glucosa cerebral). La implantacié d'un catéter subcutani a la regid
peri-umbilical permet obtenir dades sistemiques de glucosa, que ens serviran
per determinar 'origen dels canvis en els nivells de glucosa (Ungerstedt and
Rostami, 2004). El metabolisme de la glucosa a més és diferent segons el fipus

de cel.lules nervioses (Almeida et al., 2002).

2.1.3.2. Lactat

Després d'un TCE, la relacié entre el FSC i el metabolisme es pot alterar
per un increment en la demanda metabolica, com a resultat de pertorbacions
en el gradient ionic celdular i per I'alliberacié d'aminodcids excitatoris
(Katayama et al., 1990) en combinacid amb la disfuncid mitocondrial, i el
descens en I'aport de substrats. A la taula 3 es froben esquematitzades les

causes del desacoblament entre el FSC i el metabolisme cerebral.
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Per restablir el gradient ionic tfransmemlbrana, les cellules incrementen el
consum de glucosa. El metabolisme cerebral oxidatiu normalment transcorre a
la maxima capacitat, i com a conseqgUéncia, I'augment en la demanda
energetica a la fase aguda necessdriament requereix un augment de la
glucolisi, acumulant-se el lactat (Bergsneider et al., 1997; Glenn et al., 2003) i
disminuint els nivells de glucosa. Tradicionalment, I'augment del lactat al teixit
cerebral s'interpretava com un indicador de metabolisme anaerobic en
situacions de baix aport d'O2. En aquesta situacid de baix aport d’'O2 es manté
certa producccié d'ATP, tot i que mitjancant un mecanisme menys eficient
que el de la ruta aerobica de la glucosa a través del cicle de Krebs. D'aquesta
forma, I'augment del lactat es considerava un indicador de isquemia. D'altra
banda, la hiperglucdlisi també genera un augment dels nivells de lactat, fins i
tot en situacions d'aport normal d'O2 al cervell (Bergsneider et al., 1997; Persson
et al., 1984). Ultimament, També s’han descrit alfres causes d’augment del
lactat com pot ser la disfuncid mitocondrial (Verweij et al., 2000), la disfuncié
de l'enzim piruvat deshidrogenasa en pacients amb sepsi (Fink, 2001),
I'increment de I'amoni (Kala and Hertz, 2005) i la hiperlactacidemia en la

disfuncié hepdatica aguda (Tofteng and Larsen, 2002).

Causes del desacoblament entre el FSC i el metabolisme cerebral

Descens de I'aport de substrats

. Hipoxia arterial

. Hipotensid sistemica
o FSC reduit (isquemia)
. Edema cerebral

Increment en la demanda metabdlica

. Alteracions idniques

. Alliberacié de neurotransmisors excitatoris
. Crisis comicials

. Hipermetabolisme

Disfuncié6 mitocondrial

Taula 3. Causes del desacoblament entre el FSC i el metabolisme cerebral.
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2.1.3.3. index lactat/piruvat (L/P)

L'index L/P és un marcador dels canvis energetics a les cellules originats
per la isquemia. El piruvat es forma a partir de la glucosa a la part anaerobica
de la glucolisi, generant 2 mollécules d'ATP per cada mollecula de glucosa. A
continuacio, el piruvat entra en el cicle de I'cid citric si existeix Oz disponible.
El cicle de I'acid citric (cicle de Krebs) és el productor majoritari d'ATP. Si el
teixit esta en situacid de isquémia es redueix la produccié d'ATP pel cicle de
I'acid citric produint-se un increment del lactat i una disminucié del piruvat,
rad per la qual I'index L/P augmenta. A la figura é es troba esquematitzat el
metabolisme de la glucosa al cervell, aixi com els processos que tenen lloc

durant la isquémia.

0,
Glucosa Glucosa GIqusa
G-6-P
Piruvat
/» NAD
S NAD
| 4
Lactat » Lactat Lactat
CO, < CO, < co, Mitocondri
Plasma Espai extracel.lular Cel.lula

Figura 6. Esquema del metabolisme de la glucosa al cervell. Durant la isquémia (X), la falta d'O2
a nivell mitocondrial condueix a una alteracié de I'estat redox de la cél{ula, amb acumulacié
de NADH i I'activacié de la lactat deshidrogenasa amb la consequent produccié de lactat i
I'increment del cocient L/P. La falta d'aport de glucosa produeix una concentracié intersticial
disminuida d'aquest metabolit. GLUT: tfransportador de glucosa; MCT: transportador
monocarboxilic. Modificat de Hillered i col. (Hillered et al., 2005)
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La utilitzacié de I'index L/P té I'avantatge d’eliminar les fluctuacions en
la recuperacié del catéter. En els Ultims anys, la majoria d’estudis realitzats en el
pacient amb TCE greu utilitzen I'index L/P per detectar la hipoxia isquémica
(Enblad et al., 1996; Engstrom et al., 2005; Hutchinson et al., 2000; Magnoni et
al., 2003). Recentment han aparegut publicats un parell d'estudis on es
detecten valors elevats del cocient L/P que no es corresponen amb situacions
de hipoxia tisular (Hlatky et al., 2004; Vespa et al., 2005). En I'estudi de Vespa i
col. (Vespa et al., 2005) van utilitzar el PET i la microdidlisi cerebral
simultaniament, frobant una incidencia de crisi metabodlica del 25% (cocient
L/P>40) en la serie de 19 pacients estudiats, que només es corresponia en un

2,4% amb processos isquemics diagnosticats per PET.

2.1.3.4. Glicerol

El glicerol és un component integral de la membrana celdular. Una
perdua d’energia comporta una dlliberacié de glutamat, el qual estimula
I'entrada de Ca?* a I'interior celular i la posterior activacié de fosfolipases. Les
fosfolipases degradaran els fosfolipids que formen la bicapa de les membranes
celulars, alliberant-se d'aquesta forma el glicerol a I'espai extraceldular
(Hillered et al., 1998).

2.1.3.5. Glutamat

Durant els episodis cerebrals isquemics es produeix una adlliberacio
massiva de glutamat, el qual activa I'obertura de canals de Ca?* neuronals,
provocant una entrada massiva de Ca?* a l'interior celular i el posterior dany
celdular per una série de cascades bioquimiques anomales calci-depenents
(Katayama et al., 1990). S'"han frobat elevacions en els nivells de glutamat en
pacients amb una isquemia perllongada i en lesions focals després d’'un TCE
(Zauner et al., 1996). El glutamat és un marcador indirecte del dany celular,
de vegades dificil d’interpretar perque el glutamat alliberat per les neurones es

barreja amb un pool ampli de glutamat a la fenedura sindptica.
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Una altra accid del glutamat seria la d’activar la glucolisi astrocitica,
augmentant els nivells de lactat, el substrat preferit per les neurones (Alessandri
et al., 1999).

2.1.3.6. Urea

L'urea pot utilitzar-se com a compost de referencia endogen, ja que en
passar de forma quasi instantania per la BHE la seva distribucié és homogenia
en tots els fluids corporals (Hillered, 1999), com es mostra a la figura 7. El cocient
entfre els nivells d'urea cerebral i sistemic ens permet coneéixer el correcte
funcionament dels cateters de microdidlisi cerebral. Aixi, si el cocient es manté

constant, les fluctuacions en els metabolits analitzats per la microdidlisi seran

deguts a canvis biologics (Ronne-Engstrom et al., 2001).

0,

N2
H,0
Urea
Glicerol

Figura 7. Difusié simple de I'urea a favor de gradient a través Glucosa
Sacarosa ;
i

"y,

d'una bicapa lipidica (Alberts B et al., 1994). e N
+, a+
HCO, K*
ChMg;_FF
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2.1.4. Aplicacio de la microdialisi al raumatisme cranial

L'aplicacié de la técnica de microdidlisi es remunta a la decada dels
seixanta. Bito i col. (Bito et al., 1966) van ser els primers en aplicar-la al cervell
de gos al 1966. Aquest metode inicial consistia en un sac pordés amb una
solucié de dextra al 6% en serum sali i del qgue només s'obtenia una mostra.
Posteriorment, al 1972, Rodriguez-Delgado i col. (Delgado et al., 1972) van
dissenyar un sistema de recolleccié continua de mostres mitjancant I'Us de
dues canules connectades a una petita bossa porosa. La tecnica s'ha anat
perfeccionant fins arribar al model de catéters que s'utilitzen actualment, la

composiciod dels quals és de poliamida i poliuretad.

El fet de coneixer la composicidé del liquid intersticial cerebral és
important per entendre la funcié cerebral i el metabolisme. Als pacients que es

tfroben en una unitat de neurocritics generalment se'ls monitoritza la pressid
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arterial, la PIC, la temperatura i els nivells d'oxigenacié sanguinis. El principal
objectiu  d'aquest polimonitoratge és detectar de forma precoc la
isquémia/hipoxia, aqixi com els problemes metabdlics relacionats que
succeeixen al cervell lesionat. Durant els Ultims anys s’han incorporat nous
metodes per medir els processos metabdlics, entre els que ha destacat la
microdidlisi cerebral (Ronne-Engstrom et al., 2001). La microdidlisi cerebral és
una eina potfent d'investigacid clinica en el camp de les neurociencies, que
proporciona informacié de gran rellevancia en els processos isquemics
(Hillered, 1999), en I'epilepsia, en el TCE (Bullock et al., 1998, Goodman et al.,
1999; Robertson et al, 1998; Vespa et al., 2003) i en [I'nemorragia
subaracnoidea (HSA) (Enblad et al., 1996; Persson et al., 1984; Persson and
Hillered, 1976).

A part del monitoratge rutinari a la capcalera del pacient, comentat en
apartats anteriors, existeixen també altres marcadors bioquimics Utils pel
monitoratge de I'espai intersticial cerebral, que es presenten a la taula 4. Un
requisit per que la microdidlisi sigui Util és que els marcadors analitzats
reflecteixin de forma fiable les alteracions metabdliques que els processos
patologics cerebrals indueixen. EI 2002 un grup d'experts en microdidlisi
cerebral es va reunir a I'Institut Karolinska d'Estocolm, per establir una serie de
recomanacions sobre I'aplicacié clinica de la microdidlisi en els pacients

neurocritics (Bellander et al., 2004).

Marcadors de lesidé secondaria cerebral

al liquid intersticial cerebral (Hillered, 1999)

Glucosa, lactat, piruvat, cocient

Isquémia lactat/piruvat, cocient lactat/glucosa,
pPH, potassi, adenosing, inosing,
hipoxantina

Excitotoxicitat Glutamat, aspartat

Alliberacié de transmisors GABA, taurina, catecolamines

. , Hipoxantina, xantina, acid Uric,

Radicals d'O: productes d'oxidacié de I'acid Uric,
ascorbat, glutation

Degradacio membrana Glicerol

Taula 4. Llistat de diferents marcadors de lesié cerebral secondaria al liquid intersticial cerebral.
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2.1.4.1. Microdialisi “d’alta resolucio”

La limitacié més important de la microdidilisi fradicional, és el no poder
recuperar proteines amb un tamany superior al tamany del porus de la
membrana dialitzant (20kDa). Aixi, practicament tots els estudis en humans que
s'han realitzat han estudiat de forma quasi exclusiva els perfils metabolics amb
analits de baix PM (glucosa, lactat, piruvat, etc) i, en casos aillats, la
recuperacio de proteines de baix PM. Tanmateix, la majoria de proteines que
infervenen a la cascada inflamatoria queden excloses del seu estudi per les
membranes de 20kDa. Alguns investigadors han intentat defugir aquesta
limitacio mitjancant sistemes que utilitzen membranes de fins a 3000kDa. Amb
aguestes tecniques han recuperat IL-1 i IL-6 en concentracions suficients per ser
quantificades (Winter et al., 2002). Fassbender, va observar un rapid increment
de IL-1B (Fassbender et al., 2000) utilitzant cateters de microdidlisi, en un model
experimental de TCE en rates. El problema fonamental d'aquest tipus de
cateters és que el seu disseny i fiabilitat no estan validats i no poden aplicar-se

a la clinica.

Recentment, aquesta limitacié ha desaparegut amb la disponibilitat de
membranes de tfamany de porus de 100kDa, amb caracteristiques identiques
als cateters de 20kDa i autoritzades per la seva utilitzacié clinica per la
Comunitat Europea. Les noves membranes de 100kDa han expandit el
potencial per estudiar el protfeoma de I'espai intersticial cerebral normal i el del
pacient amb una lesié cerebral traumatica. Aquest tipus de microdidlisi *d’alta
resolucié” ha canviat les possibilitats de la investigacid traslacional en
neurociencies, i permet ja actualment estudiar tots els mediadors implicats en

la resposta inflamatoria dels pacients amb un TCE.

2.2. Monitoratge de la PtiO;

2.2.1. Aspectes técnics

La PtiO2 és una mesura de la tensid d’'O2 disolt a I'espai extracel {ular, i

reflecteix el balanc entre I'aport i la demanda ftissular d’'O2. En un fteixit

31


avilalta
Línea



INTRODUCCIO

metabolicament actiu existeix un gradient de concentracié d'O2 desde el
capillar arterial al vends fins la céellula, que és el resultat de I'extraccid d'O2
pel teixit. Encara que el registre continu de la PtiO2 és una tecnica de
monitoratge local, els valors obtinguts poden reflectir un estat d'oxigenacid
global si el catéter es localitza en una zona de cervell no lesionada. D'altra
banda, existeixen controversies sobre si el cateter s’hauria de situar a la zona
de penombra del teixit lesionat o en teixit cerebral sa (Haitsma and Maas,
2002).

Per medir la PtiO2 actualment només existeix un model al mercat, el
sistema Licox® (Integra Neurocare, Plainsboro, New Jersey, USA). El sistema
Licox® permet medir localment la PtiO2 i la temperatura cerebral, indicant aixi
I'estat d’oxigenacié del teixit cerebral on estd situat el sensor. La PtiO2 es
medeix a través del Revoxode, una microcel 1a que registra el valor absolut de
la PtiO2 continuament. Les dades operacionals del Revoxode™
s'emmagatzemen en una targeta amb una banda magnetica que es
subministra amb cada sensor. Quan s'infrodueix aquesta targeta al monitor

Licox®, el sistema es calibra automaticament.

El sistema Revoxode™ consta d'un electrode modificat de tipus Clark,
amb un diadmetre de 0.6mm i un drea de sensibilitat a la pressid d'Oo,
localitzada a la punta, que medeix 4,5mm de longitud i & un area de mostreig
de 13 mm? (Gelabert-Gonzalez and Villa, 2003; Valadka et al., 2003), com es
pot observar a la figura 8. Com en qualsevol electrode polarografic del tipus
Clark, I'O2 difon desde el teixit a través de la paret de polietile del tub del
cateter fins la cdmara interna del sensor, que conté una solucid electrolitica
amb un pH de 7,4, en la que estan immersos un catode d'or i un dnode de
plata. A la figura 8 es troba I'esquema del Revoxode™ amb tots els seus

components.

En aquesta camara electrolitica, I'O2 es transforma al cdtode en ions

OH-, segons lareaccié seguent:  O2 + 2H20 + 40 —» 40H

32


avilalta
Línea



INTRODUCCIO

La reduccié de I'O2 genera una corrent electrica que es fransmet al
monitor, que és proporcional a la pressid parcial d'O2, i on el valor de PtiO2

apareix digitalment i expressat en mmHg.

Figura 8. Area sensible del sensor de P1iO2 i esquema del Revoxode. A: Area sensible del sensor
de P1iO2 (Licox CMP, 2004); B: Esquema del Revoxode: 1) membrana de polietile; 2) catode d’or;
3) dnode de plata; 4) solucid electrolitica; 5) espai extracel {ular.

2.2.2. Fiabilitat, seguretat i estabilitat dels sensors de PtiO,

La implantacio local influeix en els valors mitjos de la PtiO2. Es considera
que el sensor friga aproximadament de 30 a 45 minuts en estabilitzar-se,
moment a partir del qual les lectures son estables i representatives del teixit
(Hoffman et al., 1996; Valadka et al., 2003; van Santbrink et al., 1996).

Es recomanable que la localitzacié del catéter es comprovi amb un TC
cerebral per detectar possibles hemorragies, que podrien interferir en els valors
de P1iO2. També es pot testar la resposta del sensor a increments de la FiO2
(Haitsma and Maas, 2002), per comprovar el funcionament correcte del
sensor. A més, també és recomanable calibrar el sensor quan es retira del
pacient, per determinar possibles desviacions del mateix, si es tenen sospites

de mal funcionament.

Quan es retira de forma progresiva un cateter de POz i es realitzen
determinacions de la PtiO2 a diferents nivells anatomics, s'observa
habitualment un increment progressiu en les xifres de PtiO2 desde la substancia
blanca fins al cortex cerebral. Aixd és degut a que I'activitat metabolica i el
fluxe cerebral cortical sébn majors a la substancia gris que a la blanca (Dings et
al., 1998).
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Les possibles complicacions del monitoratge de la PtiO2 séon la
produccid d'un hematoma intraparenquimatds derivat de la puncid cerebral,
la infeccid i la ruptura del cateter, tot i que totes elles es presenten en un
percentatge molt baix. La fiabilitat, seguretat i estabilitat del sensor de PtiO2
tipus Licox s’ha estudiat extensament tant a la clinica com al laboratori. A
I'any 2000, van den Brink i col. (van den Brink et al., 2000) van descriure en 101
pacients una desviacié del zero de 0,42+0,85 mmHg i un percentatge de
desviacid respecte als valors atmosferics de 0+6%. No es van observar
complicacions clinicament rellevants. Dings i col. (Dings et al., 1998), en un
estudi anterior realitzat al 1998 amb 101 pacients i 118 sensors de PtiO2 tipus
Licox, van descriure petits hematomes iatrogenics en dos pacients (1,7%), cap
cas d’infeccid, una desviacio del zero de 0,4+1,3 mmHg i un percentatge de
desviacio de 6,9£13,2% respecte a la POz atmosférica. Tanmateix, pels Ultims 34

sensors de I'estudi la mitja de desviacié va ser de 1,1 £ 0,9 mmHg.

2.2.3. Valors de normalitat

Alguns estudis han determinat els valors normals de la P1iO2, tot i que no
es tenen estudis valids en humans sobre els valors de normalitat ni al cortex ni a
la substancia blanca (Gelabert-Gonzalez and Villa, 2003). A la clinica
s'accepten com a xifres normals de substdncia blanca els valors compresos
entre 15 i 30 mmHg, tot i que alguns autors consideren que el limit superior
hauria de ser més elevat. A la taula 5 es mostren els diferents treballs realitzats

per obtenir els valors de normalitat, i els detectats en una situacié patologica.

Leniger-Follert i col. (Leniger-Follert et al., 1975) van estudiar la pressio
arterial d’oxigen (PaO2) cerebral en gats variant les pressions d’'O2 i utlitzant
diferents electrodes de superficie o de profunditat. En condicions de normoxia
I'oxigenacid cerebral tissular presentava uns valors de 30 a 45mmHg i existia
una reduccid uniforme en la PaO2 cerebral en situacions de reduccié d'aport
d'Oq2. D'altra banda, en situacions d'increment d'administracié d'O2 la PaO2
cerebral es mantenia constant o fins i tot disminuia lleugerament en algunes
zones del cervell, mentre que en alires existia un increment proporcional a

I'increment d’O2. Maas i col. (Maas et al., 1993), amb el sistema Licox, van

34


avilalta
Línea



INTRODUCCIO

obtenir valors de 28-29 mmHg en el [obul frontal de gossos. Meixensberger i col.
(Meixensberger et al., 1993), també amb el mateix sistema, en 26 cirurgies
programades, la majoria d’elles per tumors cerebrals, van obtenir xifres mitjes
de 47,9 mmHg al cortex cerebral. Zauner i col. (Zauner et al., 1995) van estudiar
els valors de la PtiO2 cerebral en set gats normals i van obtenir xifres de 42+9
mmHg, mentre que en sis gats sotmesos a una oclusidé de I'arteria cerebral
mitja esquerra amb la finalitat de provocar una isquemia cerebral focal, van
obtenir valors de 19+6 mmHg. Hoffman i col. (Hoffman et al., 1996), amb el
sistemna Neurotrend™, obsolet actualment, van obtenir valors mitjos de 37
mmHg en pacients sense afectacié de la circulacié cerebral. Van Santbrink i
col. (van Santbrink et al., 1996) van reportar els valors de PtiO2 trobats en 22
pacients amb un TCE, utilizant el sistema Licox. Aquests autors van trobar valors
per sota de 20 mmHg en diverses situacions dins de les primeres 24 hores
després del tfraumatisme. Aixi mateix, els pacients que presentaven valors de
PtiO2 inferiors a 5 mmHg presentaven un mal pronostic. Zauner i col. (Zauner et
al., 1997) van utilitzar el sistema Paratrend, també obsolet actualment, que
permetia mesurar simultaniament la pressié del dioxid de carboni (PCO2), el pH
i la PtiO2 cerebral, i van observar que els pacients amb P1iO2 inferiors a 15

mmHg eren exitus en les seguents 36 hores.

Espacie Valors Situacié
P Tipus d’estudi normals patologica
animal
(mmHg) (mmHg)

Leniger-Follert i col. . 17 £ 07
(Leniger-Follert et al., 1975) Gl BEpEme) (eee] Alx 14
I]Vg;g; | &l (e e @l Go0ss0s Descens de PPC 28 £ 07 /=2
Meixenberger i col. Tumors 34 %20
(Meixensberger et al., 1993) SUATEINE cerebrals A 18
Zauneri col. L. 196
(Zauner et al., 1995) Gats Isquemia focal 42 £ 09
Hoffman i col. . 10+5
(Hoffman et al., 1994) Humans Isquemia 3712
Van Santbrink i col. <5
(van Santbrink et al., 1996) S s SOEIE
etz el Humans TCEG 36 £ 06 =8

(Zauner et al., 1997)

Taula 5. Valors normals i patologics de la PtiO2 en diferents estudis en models experimentals
animals i en humans.
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2.2 4. Factors que afecten els valors de PtiO:

Existeixen diferents factors que influeixen en els valors de la PtiO2:

\/
0.0

5

S

Pressié de perfusié cerebral (PPC). Després d'un TCE existeixen periodes
de reduccid de la PPC. Els descensos en la tensid arterial mitja i/o els
augments de la PIC provogquen un descens en els valors de la PtiOa2.
Aquest fet, s'Tha observat en pacients amb un TCE greu amb increments
de la PIC. Els lindars de PPC que condicionen una caiguda de la PtiO2
oscilden entre 60 i 70 mmHg (Kety and Schmidt, 1948).

Hipoxia. La hipoxia es defineix com una reduccidé del nivell de PtiO2, que
és insuficient per mantenir la funcid i el metabolisme celular. La causa
més freqlent de la caiguda de la PtiO2 és la hipdxia arterial
(hipoxémia). Diversos estudis han demostrat que els episodis de
hipoxemia confribueixen a reduccions en els valors de la PtiO2 (Kiening
et al., 1996; van Santbrink et al., 1996).

Hiperoxia. La hiperoxia augmenta els valors mesurats de PtiO2 en els

pacients amb lesions cerebrals.

Hipocapnia. La hiperventilacié intensa que s'utilitza en algunes
sitfuacions pel tractament de la hipertensid intracranial, en pacients
amb un TCE greu, indueix la caiguda sistematica dels valors de PtiOo.
Gupta i col. (Gupta et al.,, 2002) van observar que la hipocdpnia
provocava una reduccid en la PtiO2 en 16 dels 19 pacients. Aquestes
troballes recolzen la idea que la hiperventilacidé indueix una reduccid
considerable de I'oxigenacié cerebral i que pot ser nociva en els TCE
(Zauner et al., 1997).

FSC. Existeixen controversies respecte a la relacié entre el FSC i la PtiOa.
Menzel i col. (Menzel et al., 1999b) van estudiar la PtiO2 en 40 pacients
amb TCE greu en els que determinaven el FSC amb xend estable i els

mantenien amb una FiO2 del 35%. El fluxe regional el determinaven en
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una area de 20-30mm? al voltant de la punta del sensor. Les xifres de
FSC per sota de 18ml/100g/min es correlacionaven bé amb els valors de
PtiO2 per sota de 26 mmHg. Contrariament, Gupta i col. (Gupta et al.,
2002) no van trobar una correlacio significativa entre el FSC i els valors
de PtiO2, possiblement degut al monitoratge d'un comparitment tissular
diferent pel sensor de PtiO2, que en aquest cas va ser del fipus

Neurotrend.

< Area de medicié. Els factors que influeixen en la zona de captacié del
sensor inclouen la densitat local de la xarxa capil lar, el seu diametre i la
distribucié espacial de la microcirculacié local. L'oxigenacio tissular és
el resultat de la difusi6 de I'O2 desde el capillar al mitocondri. En
presencia d'un shunt anatomic o funcional cap a les venules per
diferents mecanismes (Ince and Sinaasappel, 1999), existeix una
contribucié addicional d'O2 a partir de la difusid desde venules. Aixi, els
valors de PtiO2 estan influits pel diadmetre vascular i pel grau de shunt
funcional o anatdomic existent. A més, els valors obtinguts poden estar
influits per la diferent contribucié de la substancia gris i la blanca en la
zona de captacid del sensor i per la proximitat de la zona del teixit
lesionat (conftundit o infartat), a més de la possibilitat de
microhemorrdgies al voltant de la punta del sensor (Dings et al., 1998;
van den Brink et al., 2000).

2.2.5. Principis d’alliberacié d’O; al teixit cerebral

El transport d'O2 al teixit cerebral depen del sistema circulatori,
respiratori, i de factors vasculars locals. L'O2 es transporta desde I'atmosfera al
alvéol, de I'alveol a la sang, de la sang als teixits periferics i finalment fins el
mitocondri. L'Oz2 es transporta majoritariament associat a I'Hb, per la qual cosa
la capacitat de transport de I'O2 depen en gran mesura de la concentracio
d'Hb, mentre que la quantitat d'O2 dissolt és minima i en condicions normals
inferior al 0,3% (0.0031*PaO2). En condicions normals es transporta 65 cops més
O2 associat a I'Hb que dissolt al plasma. L'O2 s'allibera al teixit d’acord amb

I'estat de I'Hb en la corva de dissociacié. La forma d'aquesta corva és Unica
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en el sentit que afavoreix la unié de I'O2 a I'Hb als pulmons i I'alliberacié del
mateix a la periferia (Alves et al., 2004). En la microcirculacio, la difusié d'O2
depen fonamentalment del gradient de pressid existent entre els capil lars, el
teixit i el mitocondri. A més, la difusié és inversament proporcional a la distancia
de difusidé (primera llei de Fick de la difusid). El mitocondri necessita una pressid

d'Oz intracel fular de només 0,5-1,5mmHg pel seu metabolisme oxidatiu.

L'alliberacié d'O:2 al teixit cerebral és també depenent de la regulacio
del FSC. Per mantenir una adequada oxigenacid cerebral, el cervell regula el
FSC a uns nivells relativament constants per un rang de pressions arterials
bastant ampli (de 60 a 150mmHg), un procés conegut com autorregulacié
cerebral. De la mateixa forma, el cervell regula el FSC per mantenir la
demanda metabdlica del teixit en el procés conegut com regulacié

metabodlica.

L'oxigenacio tissular es pot potenciar augmentant el FSC o la capacitat
de fransport d'O2 de la sang, que es pot aconseguir incrementant I'O2 dissolt o

augmentant I'alliberacié d'O2 desde I'Hb, com la taula 6 explica.

Modalitats per millorar I'oxigenacié cerebral

Increment del FSC

o Terdpia del control de la PPC
. Vasodilatadors cerebrals
. Reduccié de la PIC

Increment del transport i alliberacié d’O:2

. O2 hiperbaric (1- 3 atmosferes)

. FiO2 al 100% (hiperdxia normobadrical)

o Increment de I'O2 dissolt (perfluorocarbons)

) Modificadors al lostérics de I'nemoglobina (SRS-13)

Taula 6. Estratégies per millorar I'oxigenacié cerebral.
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2.2.6. Aplicacions cliniques del monitoratge de la PtiO>

La hipoxia tissular cerebral d’origen isquemic o no isquemic és una de
les causes més importants de lesid secondadria en pacients amb alteracions
cerebrals agudes, com en el cas del TCE i de I'hemorragia subaracnoidea
(HSA). La hipoxia isquemica és el resultat de mecanismes fisiopatologics
cerebrals i de complicacions sistemiques com I'hipotensid, la hipoxia i I'anemia
(Haitsma and Maas, 2002). La medicié de la PtiO2 permet el monitoratge
continu de I'oxigenacié cerebral i la rapida deteccidé de la hipoxia tissular
isquémica o no isquémica. La isquémia és una troballa quasi constant en els
pacients que moren per un TCE (Graham and Adams, 1971). Per aquest motiu
I'objectiu principal en el tractament d'aquests pacients consisteix en
proporcionar al cervell una quantitat d’Oz2 suficient i en consonancia amb les
demandes de les célules cerebrals (Sahuquillo et al., 2002a). Es també una
tecnica molt Util per monitoritzar el nivell d'oxigenacié en cirurgies de
malformacions arteriovenoses i aneurismes cerebrals (Arikan et al., 2008; Ibanez
et al., 2003).

Existeixen numerosos estudis a la literatura que correlacionen els valors
obtinguts de la PtiO2 amb el resultat clinic dels pacients (Doppenberg et al.,
1998; Menzel et al., 1999b; Valadka et al., 1998; van den Brink et al., 2000; van
Santbrink et al., 1996; Zauner et al., 1997; Zauner et al., 1998), permetent
determinar el lindar de isquemia. El lindar de isquemia també es pot
determinar correlacionant els valors de PtiO2 amb els valors lindars coneguts
de FSC (Doppenberg et al., 1998; Menzel et al., 1999b), aixi com relacionant els

valors de PtiO2amb els llindars de SjO2 (Kiening et al., 1996).

Els llindars de hipoxia en funcié dels valors de la PtiO2 encara no s'han
establert d’'una forma consistent. En general, s’accepten tres situacions de
hipoxia tissular cerebral en funcid dels valors de PtiO2 obtinguts. Van den Brink i
col. (van den Brink et al., 2000) van classificar la hipoxia tissular cerebral com a
severa (PtiO2 menor de 5 mmHg), moderada (PtiO2 de 5 a 10 mmHg) i lleu
(PtiO2 de 10 a 15 mmHg). També van trobar que una PtiO2 inferior o igual a 5

mmHg dins de les primeres 24 hores després del TCE es correlacionava de
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forma sistematica amb un mal pronodstic. Els mateixos autors, en un altre estudi,
van trobar dos tipus de patrons de canvi de la PtiO2 en funcidé del temps (van
Santbrink et al., 1996). El primer patré es caracteritzava per uns valors estables i
normals en les primeres 24 hores després del TCE, i el segon per uns valors

lleugerament elevats durant el segon i el tercer dia.

2.2.6.1. PtiO2 i SjO2

Per la determinacié de isquemia en pacients amb un TCE greu es
poden utilitzar dos tipus de monitoratge, I'oximetria jugular i la PtiO2. Ambdues
técniques no sempre es troben correlacionades perd aporten informacid
diferent i complementaria, i per tant haurien d'utilitzar-se de forma simultania
per detectar les complicacions seconddries i prevenir el dany cerebral afegit
(Haitsma and Maas, 2002). Gupta i col. (Gupta et al., 1999) van trobar una
bona correlacié entre la SjO2 i la PtiO2 en zones sense una patologia focal,
mentre que en drees amb una patologia focal no trobaren aquesta
correlacio. D’alfra banda, Kiening i col. (Kiening et al., 1996) van observar una
bona correlacié entre els valors de P1iO2 i de SjO2 en pacients que presentaven

descensos pronunciats de la PPC.

L'oximetria del bulo de la jugular permet monitoritzar I'oxigenacid
cerebral global, mentre que la PtiO2 monitoritza I'oxigenacié en una zona
concreta i limitada del cervell. Les complicacions multifocals o difuses séon
faciiment detectables mitjancant mesures de tipus global, perd els canvis a la
penombra de les lesions focals poden passar desaparcebuts. A més, si una
zona significativa del cervell esta infartada i no existeix drenatge sanguini
desde la zona, la saturacié d'O2 al bulb de la jugular no disminuird. Valors de
saturacié de SjO2 baixos sén indicatius d'una extraccid d'O2 major i per tant

de isquemia.

La interpretacié dels valors relatius de la SjO2 i de la PtiO2 requereix una
comprensid amplia dels possibles mecanismes de hipoxia tissular (Haitsma and
Maas, 2002). Siggaard-Andersen i col. (Siggaard-Andersen et al., 1995) van

descriure 9 classes de hipoxia, que es troben a la taula 7, en funcid de la seva
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causa. Aquesta classificacid pot ser Util per entendre els resultats contradictoris
obtinguts a partir d’aquests dos sistemes de monitoratge. A la taula 7 es pot
observar que amb el monitoratge exclusiu de la SjO2 no es poden explicar tots
els tipus de hipoxia, ja que els valors esperats en I'extraccid arteriovenosa d'O2
no sempre sén els mateixos. Sahuquillo i col. (Sahuquillo et al., 2002a) van
analitzar diferents episodis de hipoxia regional cerebral monitoritzant la PtiOz,
on la fraccié d’extraccid arteriovenosa d'O2 suggeria un cervell correctament
perfds o fins i tot hiperémic. En aquest estudi es va utilitzar la classificaciéd de
hipoxia proposada per Siggaard-Andersen del 1995 (Siggaard-Andersen et al.,

1995), per classificar els diferents episodis en un tipus concret de hipoxia.

CANVI ESPERAT EN

TIPUS DE HIPOXIA CAUSA L'EXTRACCIO D,’Oz
ARTERIOVENOS
Hipoxia isquémica Descens en el fluxe Augment

Hipoxia per baixa Sense canvis

extractivitat

- PaO2 arterial baixa (hipoxia

hipoxémica)
- Concentracid
d’hemoglobina

(Hb) baixa (hipoxia anémica)
- p50 baixa (hipoxia per
elevada

afinitat)

Hipoxia per “shunt”

“Shunt" arteriovends

Descens

Hipoxia per
disperfusio

Longitud mitja de difusi®é major
desde els eritrocits al
mitocondri, provocada per
I'’edema intersticial o celular

Descens

Hipoxia histotoxica

Agents toxics

Descens

Hipoxia per
desacoblament

- Agents que interfereixen amb
la sintesi d’ATP
- Disfuncié mitocondrial

Sense canvis

Hipoxia
hipermetabdlica

Demanda metabolica
incrementada

Augment

Taula 7. Classificacié de la hipoxia segons la causa, d'acord amb la classificacié de Siggaard-
Andersen(Siggaard-Andersen et al., 1995).

2.2.6.2. Hiperoxia normobarica

Una altra aplicacié del monitoratge de la PtiO2 és avaluar els efectes de
la hiperoxia normobdrica en 'oxigenacidé cerebral i el metabolisme en

combinacidé amb la microdidlisi cerebral.
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Existeixen dos tipus de hiperoxia, la hiperbdrica i la normobdrica, que
serd la que es descriurd més detalladament en ser I'utilitzada en un dels
treballs de la tesi. La hiperdxia hiperbdrica consisteix en I'administracié d'O2 a
una pressid major que la pressid atmosférica a nivell del mar (1atm), per
aconseguir un increment en la PaO2 en sang i als teixits (Rockswold et al., 1992;
Rockswold et al., 2001; Sukoff, 2001).

Existeixen pocs estudis que mesurin els efectes de la hiperoxia
normobdrica en el TCE. Les raons teoriques per les quals es podria aplicar
aguesta maniobra es recolzen en el fet que després del TCE I'alliberacié d'O2
es troba disminuida, aixi com el gradient de pressié d'O2, la demanda
metabolica augmenta, existeixen drees de perfusid isquemiques o fins i tot
amb fluxe zero, I'edema cerebral obstaculitza la difusid d'O2 i la hipdxia tissular
cerebral es correlaciona amb un mal resultat. Aixi, amb I'aplicacid de la
hiperoxia normobdrica podriem incrementar I'oxigenacid cerebral i de forma

secondaria millorar el metabolisme cerebral aerobic.

En el TCE, el fluxe d'O2 desde els capil lars a la céelula i posteriorment al
mitocondri pot veure's afectat per alteracions en la difusid, com I'augment de
la distancia de difusid per edema i per shunts funcionals o anatomics
arteriovenosos. La distancia de difusid de les molilecules d'O2 desde els
capilars a les céellules és d'aproximadament 60 um, perdo agquesta distancia
és major després del TCE degut a I'edema cerebral infra i extracel lular, causat
per la lesid ftissular. Es per aixd, que en aquests casos pugui ser necessari
obtenir unes pressions d'O2 majors per, augmentant el gradient, proporcionar
un correcte aport d'O2 al cervell. Una hipotesi introduida en els darrers anys és
que amb I'edema cerebral, si s'incrementen les tensions d'O: fins uns valors
superiors als requerits per saturar I'Hb arterial, es podria obtenir un gradient de
pressions optim per millorar I'oxigenacid mitocondrial (Alves et al., 2004). Un
cop I'Hb estd completament saturada, increments majors en la PaO2 només

augmenten I'O2 dissolt en el plasma, perd no el contingut total arterial d'O-.

Diversos investigadors en I'ambit clinic i experimental han detectat un

increment en la PtiO2 cerebral després de I'augment de la FiO2 al 100% (Longhi
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et al., 2002; Magnoni et al., 2003; Menzel et al., 1999b; Menzel et al., 1999q;
Reinert et al., 2003; Rossi et al., 2001). Sembla raonable pensar que I'increment
de PtiO2 no és degut a la proximitat anatomica del sensor a un capillar, on la
PaO2 és major, ja que l'increment de PtiO2 s'observa en la majoria dels
pacients sotmesos a una FiO2 del 100%. De totes formes, existeix una elevada
variablilitat interindividual en els valors obtinguts de PtiO2 després de I'induccid
de la hiperoxia, que s'explica pels canvis de patrons del FSC, pel tipus de lesid i
per la magnitud de I'edema cerebral (Alves et al., 2004). Longhi i col.(Longhi et
al., 2002) van trobar que els pacients amb nivells basals baixos de PtiO2 (19,7+
13.1 mmHg) presentaven un increment 10 cops inferior de PtiO2 que el subgrup
de pacients amb nivells de PtiO2 basals superiors (31,7 £ 14,3 mmHg). Per
aqguests autors, aquests resultats s’explicaven per un increment en la distancia
de difusié i en la reduccid de la densitat capil iar en les lesions focals. Menzel i
col. (Menzel et al., 1999a) també van confirmar que el rang de la resposta de
la PtiO2 a la hiperoxia no era uniforme. Curiosament, els pacients que
presentaven una reactivitat de PtiO2 major (percentatge de canvi en la PtiO2
dividit pel canvi en la PaOz2) presentaven un pitjor resultat. Rossi i col. (Rossi et
al., 2001) van investigar els efectes de la hiperoxia en nivells de FSC normals o
reduits en porcs, utilitzant un model de infusid salina intraventricular per
augmentar la PIC, que no replica necessariament la fisiopatologia del TCE en
humans. L'increment en la PtiO2 era menor quan la hiperoxia s'aplicava durant
la isquemia progressiva, el que podria indicar que els efectes beneficiosos de

la hiperoxia sén depenents del FSC.

Alguns autors proposen que la hiperoxia protegeix dels efectes deleteris
de la hiperventilacio. Thiagarajan i col. (Thiagarajan et al., 1998) van frobar que
la hiperoxia provocava un increment en els valors de AVDO2 de pacients
sotmesos a hiperventilacié. L'increment de la Oz per sobre dels valors normals
compensava, aparentment, els efectes deleteris de la hiperventilacid reflectits
en la §jOzila AVDO:o.

Menzel i col. (Menzel et al., 1999b; Menzel et al., 1999a) van reportar que
la hiperdxia arterial induida disminuia el lactat cerebral en un 40%, considerant
qgue aguest descens indicava una millora en el metabolisme aerobic. La critica

a aquest descens seria que el lactat per si mateix no és un indicador suficient
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per valorar el metabolisme oxidatiu, ja que pot ser també utilitzat per les
neurones en determinades situacions per produir energia aerobicament (Chih
and Roberts Jr, 2003; Pellerin and Magistretti, 2003; Schurr et al., 1997b; Schurr
and Rigor, 1998; Tsacopoulos and Magistretti, 1996). Magnoni i col. (Magnoni et
al., 2003) també van confirmar la reduccid extracelfular del lactat cerebral
perd en una proporcid menor (10% respecte el basal) després de la hiperoxia.
Aquests Ultims autors van observar una disminucid en els nivells de piruvat, amb
la qual cosa el cocient L/P romania constant. Malgrat aixd, aquesta tendencia
no era uniforme. En 3 dels 18 tests el cocient L/P va disminuir i en els alfres 4
tests, el percentatge de descens del lactat era superior que el percentatge de
descens del piruvat. També van detectar que la AVDO:2 es reduia un 4% durant
el procés hiperoxic, perd no de forma estadisticament significativa.
L'explicacié que van donar els autors per aguesta observacidé va ser que existia
un descens significatiu del CMRO2, donat que la hiperdxia s'associa amb un
descens del FSC (AVDO2 = CMRO2/FSC). A partir d’aquestes froballes van
concloure que la hiperoxia no millorava el metabolisme oxidatiu. Reinert i col.
(Reinert et al., 2003) van trobar també que el lactat cerebral disminuia després
del fractament hiperoxic. Reinert i col. (Reinert et al., 2004) en un estudi recent
en rates sotmeses a un TCE van trobar que els nivells de glucosa augmentaven
significativament i el lactat cerebral disminuia, després de la hiperoxia

normobadrica.

Resposta cerebral a la hiperoxia

Diversos autors han estudiat els efectes cerebrovasculars de la hiperoxia
observant una disminucié en el FSC. Johnston i col. (Johnston et al., 2003) van
detectar una reduccid del FSC del 9% al 27%. Menzel i col. (Menzel et al.,
1999b) van estudiar la vasoreactivitat cerebral d'O2 en é pacients amb un TCE
greu, utilitzant el TC amb xend estable. Aquests autors van observar una
reduccié mitja del FSC del 19% en regions de interes corresponents a teixit
aparentment normal. El grau de la resposta va ser proporcional al valor
regional basal del FSC. Aquesta reduccid del 19% del FSC és major que la
detectada en condicions fisiologiques normals i per tant es podria suggerir que

el TCE per si mateix amplifica I'efecte vasoconstrictor de la hiperoxia (Alves et
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al.,, 2004). A més, van demostrar també que el percentatge de descens del
FSC amb una FiO2 del 60% es correlacionava significativament i inversament
amb els nivells basals de FSC. Tot i que la hiperoxia i la hipoxémia s'associen
amb un descens i un augment del FSC respectivament, el CMRO2 es manté

constant.

La hiperoxia s'acompanya d'un augment en els valors de la SjO2
(McLeod et al., 2003) i d'un descens en les AVDO2 (Magnoni et al., 2003),
suggerint que el cocient entfre la demanda d'O2 i I'aport es decanten cap a
un consum metabolic d'O2 menor o una millor alliberacié d'O.. De totes
formes, en un model experimental animal de isquemia cerebral global en
porcs, quan el FSC es reduia el 30%, el valor de AVDO2 no canviava per la
hiperoxia. D'aquests resultats es podia deduir que l'increment de PaO2 no

sempre influeix en I'aport d’'O2 al cervell (Rossi et al., 2001).

En pacients amb lesions cerebrals s’ha trobat que la PtiO2 té una relacid
lineal amb la PaO2 i després de la hiperdxia augmenten els seus valors. Els
nivells basals de PtiO2 i la resposta a la hiperoxia son majors quan el sensor de
PtiO2 es colloca en un teixit aparentment sa visualitzat en el TC que quan es
coldoca al voltant d'una contusid cerebral. Aquests descobriments
suggereixen que la difusié d'O2 desde els vasos al teixit es redueix, com a
resultat de certs canvis patologics com I'edema cerebral o shunts

arteriovenosos (Longhi et al., 2002).

Els riscs potencials de la hiperoxia en el TCE comprenen la toxicitat
pulmonar i I'augment en la produccid de radicals lliures. Els pulmons, la reting,
la cornia i el sistema nervids central sén els organs més perjudicats per les
exposicions perllongades de hiperoxia. Els canvis funcionals deguts a la
toxicitat de I'O2 en el pulmé comprenen el desacoblament entre la difusid i la
flexibilitat pulmonar i petites alteracions als bronquiols. La toxicitat pulmonar en
I'nome es caracteritza inicialment per I'aparicidé d’edema pulmonar, seguit de
fibrosi i hipertensid pulmonar. La quantitat requerida de hiperoxia per produir
dany cellular i el temps d'aparicid dels canvis varia d'unes especies a unes

altres, i entre diferents individus de la mateixa (Alves et al., 2004).
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3. Neuroinflamacio en el fraumatisme cranioencefalic

Les dades obtingudes d'estudis en models experimentals i clinics han
demostrat de forma inequivoca que la resposta inflamatoria cerebral juga un
paper predominant en la lesid seconddria postraumatica, facilitant I'alteracid
de la permeabilitat de la BHE, I'edema cerebral i seconddrioment la
tumefaccié cerebral i I'augment de la PIC. L'alteracié de la BHE permet el pas
de substancies neurotoxiques al SNC, el reclutament de polimorfonuclears i el
pas de proteases que degraden la matriu extracel fular, perpetuant el cicle

inflamatori i incrementant la lesié cerebral (Morganti-Kossmann et al., 2001).

El SNC ha estat considerat tradicionalment un organ immunologicament
privilegiat degut a I'estricte control que la BHE exerceix entre la sang periferica
i el parenquima cerebral, protegint-lo per tant d’interaccions externes i de
I'activitat de citocines proinflamatories que tenen, en general, un elevat pes
mollecular. No obstant aixd, alguns estudis experimentals recents refuten
aguest concepte demostrant que el SNC conté els mateixos mediadors de
resposta inflamatoria innata que altres organs. Els astrocits, les céldules
microglials i les mateixes neurones sén capaces d'expressar tots els mediadors
tradicionalment involucrats en la resposta inflamatoria sistemica: proteines
activadores del complement, citocines i quimiocines (Morganti-Kossmann et
al., 2002). Aquests mediadors alteren la permeabilitat de la BHE permetent un
reclutament massiu de mediadors periferics i I'expressid dels receptors

d’'aquests mediadors (Barnum, 2002; Ransohoff, 2002).

Actualment s’accepta que existeix una resposta fisiologica immune al
SNC i que es pot induir una resposta inflamatoria potent en el teixit lesionat. El
concepte controvertit sobre el “rol dual” de la neuroinflamacié s’ha anat
utlitzant recentment. Segons estudis experimentals s’'ha demostrat que els
mediadors inflamatoris poden ser neurotoxics i neuroprotectors, depenent de
la cinética de la regulacidé i de I'expressid temporal després del tfraumatisme
(Asensio and Campbell, 1999; Lenzlinger et al., 2001; Merrill and Benveniste,
1996).
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3.1. Neuroinflamacio en el TCE

En el TCE greu es desencadenen una serie de fenomens neuroquimics
inicials no inflamatoris entre els que destaquen [I'alliberaci®é massiva
d’'aminodcids excitatoris. A més, la lesi® mecdnica i les complicacions intra o
extracranials (hipoxia, hipotensid, anemia, etc) provoquen una activacié de la
resposta inflamatoria sistemica i de la propia del SNC. Les lesions primdries més
freqUents (lesid axonal difusa i contusions cerebrals) generen una resposta
inflamatoria enérgica intrinsica que esta condicionada per mediadors
endogens. Aquesta cascada inflamatoria té com a principal diana la BHE,
alterant-se la seva permeabilitat i facilitant aixi el reclutament de leucocits de
la sang periferica al teixit cerebral danyat. El reclutament de leucdcits
procedents de la sang periferica i de mediadors plasmatics proinflamatoris
potencia i facilita el desenvolupament de lesions cerebrals seconddries i més
especificament de I'edema cerebral. L'edema cerebral a la vegada,
exacerba i perpetua la resposta inflamatoria cerebral mediada per

substancies neurotoxiques i proteases alliberades pels neutrofils.

En la resposta neuroinflamatoria postraumatica poden distingir-se tres

vies:

1) Activacié del complement a través de les vies classiques o alternatives.
2) Activacié de quimocitocines.

3) Activacié de citocines proinflamatories (Schmidt et al., 2005).

L'activacié del sistema del complement és la primera resposta intrinseca
induida al SNC lesionat. Totes les celdules del SNC, incloses les neurones, son
capaces d'expressar els components primordials del complement (Schmidt et
al., 2005). L'activacié del complement altera la permeabilitat de la BHE i
permet el reclutament preco¢c de neutrofils, monodcits i macrofags, que
potencien els mecanismes neuroinflamatoris mitjancant I'alliberacié de
radicals lliures d'Oa2, proteases i per I'induccié de citocines proinflamatories
com el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL) IL-1B i la IL-6
(Schmidt et al., 2005).
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Les quimiocines son els majors inductors de reclutament leucocitari en
I'drea cerebral lesionada mecdnicament. El pas de leucocits a través de la
BHE potencia I'alliberacié de proteases que alteren encara més la seva
permeabilitat perpetrant i magnificant la cascada inflamatoria induida pel
tfraumatisme. Tant les neurones com la glia sén productores de quimiocines. No
obstant, igual que en la resposta inflamatoria sistemica, el paper més important
en la neuroinflamacié el tenen les citocines proinflamatories. Els estudis
experimentals i clinics més recents apunten com a candidats més rellevants al

TNF-a i les interleucines IL-1, IL-6 i IL-18.

Tant el TNF-a com I'IL-1B sén capaces d'induir una potent resposta
inflamatoria en el SNC, alterant la permeabilitat de la BHE i reclutant leucocits
de la sang circulant (Ramilo et al., 1990; Schmidt et al.,, 2005). El TNF-a es
sobreexpressa rapidament després del fraumatisme tant en models
experimentals com en el serum i en el LCR de pacients amb un TCE, on ja es
troba elevat dins les primeres 24 hores, existint una relacié directa entre els
nivells de TNF-a i el resultat neurologic final (Ross et al., 1994). Les céldules
microglials s'activen rapidament en la lesid6 axonal difusa alliberant
predominantment IL-1 (Basu et al., 2004). Les celdules microglials, a més,
expressen caspasa-1, un enzim responsable d'activar al precursor de I'lL-1, sent

aquestes celules la font més important d’'IL-1 en el SNC (Basu et al., 2004).

Dins de la familia de les IL-1 existeixen tres formes ben definides que han
demostrat la seva potencia proinflamatoria: IL-1a, IL-18 i la IL-18 (Patel et al.,
2003). Tots els lligands i receptors de la familia de les IL-1 estan presents a nivells
molt baixos en I'encéfal normal. En models experimentals de lesidé tfraumadtica
del SNC, totes les variants d’IL-1 s’eleven durant les primeres hores després del
traumatisme i actuen de forma sinérgica amb el TNF-a, potenciant el seu
efecte proinflamatori i afavorint I'expressid de metal loproteinases de matriru
(MMPs) (Schmidt et al., 2005). Un altire membre de la familia de I'lL-1, I'lL-18, ha
demostrat ser un potent agent proinflamatori en models experimentals de lesid
axonal traumatica, ja que la proteina mielinica bdsica (PMB) és un potent

inductor d'aquesta citocina (Menge et al., 2001; Yatsiv et al., 2002). L'IL-18 es
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froba elevada al LCR de pacients amb un TCE greu. L'IL-1 estimula a la vegada
la produccié microglial d'altres mediadors inflamatoris com el TNF-a, I'lL-6, la
Cox-2, quimiocines, prostaglandines, radicals lliures i proteases (Basu et al.,
2004). L'IL-1 perd, no té per se propietats neurotoxiques, per tant la lesié

celular del SNC s’indueix per altres mol lecules.

L'IL-6 juga un paper dual (proinflamatori i neuroprotector) en I'nome, i és
la citocina més estudiada en la resposta inflamatoria sistémica
desencadenada al xoc, la sepsi i el politraumatisme (Vila and Salaices, 2005).
Quan es sobreexpressa al cervell, I'lL-6 passa al torrent sanguini gracies a
I'alteracié en la permeabilitat de la BHE causada per la resposta
neuroinflamatoria (Kossmann et al., 1995). Els nivells d'IL-6 es troben elevats en
pacients amb un TCE greu, existint una bona correlacié entre els nivells d’IL-6 i

I'evolucié clinica (Minambres et al., 2003).

Les metalloproteinases de matriu (MMPs) sdn enzims proteolitics
responsables de remodelar la matriu extraceldular. La preséncia de nivells
elevats de MMPs s'associa a una destruccid del teixit neural. En estudis
experimentals de TCE s'ha demostrat una molt bona relacié entre el
desenvolupament de lesions cerebrals seconddries i la sobreexpressio d'una
subfamiliac de MMPs, les denominades gelatinases (MMP-2 i MMP-9), unes
proteases que degraden tots els components de la membrana basal de

I'endoteli cerebral i que s’explicaran detalladament en els segUents apartats.

3.2. La matriv extracel {ular

Els teixits no estan formats Unicament per cellules, una part important
del seu volum el constitueix I'espai extracelfular, que estd ocupat per una
xarxa densa de macromol lecules denominada matriu extracel lular (MEC). En
els feixits, la MEC presenta un important desenvolupament, envoltant
completament les céliules, i determinant les seves propietats fisiques. La
participacio relativa de les diferents macromollécules de la matriu, aixi com els
seus models d’organitzacioé a la MEC, donen lloc a una sorprenent diversitat de
formes, altament adaptades als requeriments funcionals de cada tipus de teixit

en particular.
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La idea d’'una MEC dinamica és relativament nova. Un quart de segle
abans es pensava que era inanimada, no reactiva i purament estructural, la
funcid principal de la qual era I'estabilitzacid fisica dels teixits. Una série de
descobriments varen canviar aquesta visidé(Piez, 1997), recalcant el fet que la
MEC té un paper complexe i actiu en la regulacié del comportament de les
céliules que es tfroben en contacte directe amb ella, afectant el seu
desenvolupament, la seva migracid, la seva proliferacio, la seva forma i les

seves funcions metaboliques.

La MEC, que es troba esquematitzada a la figura 9, esta formada per

diferents tipus de mollécules, entre les que destaquen:

- Polisacarids del tipus glucosaminglicans (principalment dcid
hialuronic (Lo et al., 2002)), que normalment es froben units a
proteines, formant els proteoglicans. Els proteoglicans son
macromol lecules d’elevat PM, molt abondants en determinats teixits
esqueletics del nostre organisme i que es localitzen fonamentalment

al cartilag de ftipus hiali.

- Proteines fibroses que pertanyen a dos tipus funcionals:
% Proteines amb funcié estuctural. En aquest grup trobem I'elastina i
el collagen.
% Proteines amb funci® adhesiva. En aquest grup trobem la

fibronectinaila laminina.
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Figura 9. Esquema de la matriu extracel lular amb els seus components.

Els glucosaminglicans i els proteoglicans formen el que es denomina “la
substancia fonamental” de la MEC, un component molt hidratat amb
propietats de gel i en el que s'integren les proteines fibroses. La fase aquosa
del gel permet la difusid de nutrients, metabolits i hormones entre la sang i les
celdules que formen els teixits (Aloerts B et al., 1994). A part de la seva
estructura funcional, la MEC també serveix com a reservori de factors que
promouen la proliferacio, la diferenciacio i la migracié celular. Entre aquests
factors els més versatils son els activadors del plasminogen i les
metal loproteinases de matriu, ja que degraden tots els components de la

MEC, incloent els proteoglicans, la laminina i la fibronectina (Lo et al., 2002).

3.2.1. La matriu extracel-lular al sistema nerviés central

Fins fa poc temps, es consideraba que la MEC era practicament
inexistent en el SNC i poc abondant en el sistema nervids periferic. Per la seva
localitzacio, la MEC es relaciona directament amb els elements que
constitueixen el sistema nervids (neurones i celdules glials) i estableix amb elles

interaccions especifiques, servint a més, de vehicle a numeroses mol lecules
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que difonen pels seus intersticis (Crespo, 2004). La MEC del SNC, a excepcid
dels contactes sinaptics, €s molt semblant a la MEC de la resta de feixits del
cos huma. No obstant aixo, I'encefal disposa d'una estructura que I'dilla i el
protegeix de les influencies sistemiques, la BHE, en la que la MEC presenta unes

caracteristiques especifiques.

3.3. La barrera hematoencefalica (BHE)

A l'encefal, la BHE exerceix un conftrol estricte en l'intercanvi de
substancies entre el teixit nervids i la sang. Una de les funcions principals
d'aquesta estructura és la de protegir el SNC d'agents invasius com poden ser
les céllules inflamatories sistemiques, bacteris i agents quimics (Romanic et al.,
1998). La BHE esta formada per les celules endotelials dels capil 1ars sanguinis
que arriben a I'encéfal, els peus dels astrocits, que envolten els capillars, i la

MEC que uneix ambdds tipus de cellules (Rubin and Staddon, 1999).

Les cellules endotelials dels capil lars cerebrals s'uneixen entre elles per
unions de fipus estret: tight junctions (Romanic et al, 1998). Com a
conseqUéencia d'aquestes unions, les membranes plasmatiques de les céelfules
endotelials estan molt poc fenestrades, a diferencia d'altres endotelis com el
pulmoé i el fetge, i formen una barrera continua que separa el compartiment
hematic de l'interstici cerebral (Pardridge and Oldendorf, 1977), evitant
d'aquesta manera I'entrada de quasi totes les moliécules provinents de la
sang a excepcio de les que séon de petit tfamany i altament lipofiliques. A la

figura 10 es mostra I'estructura de la BHE.
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Figura 10. Estructura de la BHE. 1: unions estretes; 2: la naturalesa lipidica de les membranes de
la paret capillar, que impedeix el pas de molecules solubles en aigua; 3, 4 i 5: alguns dels
fransportadors i canals idnics; 6: barrera enzimatica que elimina mollécules de la sang; 7:
bombes d'efluxe que exporten mol{&cules solubles grasses que han penetrat a les cellules.

Degut a les caracteristiques comentades, certes alteracions de la BHE,
com la protedlisi de components de la MEC, provoguen augments en la
permeabilitat vascular, permeten I'entrada de fluids, proteines i I'extravasacid
de neutrdfils al teixit cerebral, la qual cosa pot afavorir I'aparicid
d’hemorragies, edema cerebral i mort cellular (Mun-Bryce and Rosenberg,
1998; Romanic et al., 1998) .

3.4. Metal {oproteinases de matriv (MMPs)

Les MMPs sén una familia de proteases zinc-depenents responsables de
la degradacié i modificacid de diferents components de la MEC. Estan
presents en molts teixits humans i es troben implicades en diferents processos
fisiologics com mantenir la infegritat de la MEC, modular la interaccid entre
céldules durant el desenvolupament, la remodelacié tissular, participar
directament en I'angiogéenesi i facilitar la migracié cel{ular. No obstant qixo, a
part d’aquestes funcions també estan implicades en numerosos processos
patologics com I'aterosclerosis (Liu et al., 2006; Rouis, 2005), la inflamacié (Lo et

al., 2002), els tumors (Kunishio et al., 2003; Levicar et al., 2003), les metastasis
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(Jung et al., 2006; Mendes et al., 2005), I'ictus isquemic (Montaner et al., 2003;
Romanic et al., 1998) i la transformacié hemorragica cerebral (Abilleira et al.,
2003; Montaner et al., 2003), entre d’altres.

En el moment actual, la familia de les MMPs es considera formada per
18 membres que es divideixen en 4 subfamilies, segons la seva estructura i els

substrats que degraden, com es mostra a la taula 8 (Yong et al., 1998).

GRUP NOM NOM MMP  SUBSTRAT PRINCIPAL
.COl ~Io.g.enoso MMP-1 Col1agens fibril 1ars
infersticial
Col lagenases clel ~Io‘g.enoso el MMP-8 Col lagens fibril 1ars
neutrofil
Col1agenasa-3 MMP-13 Col 1agens fibril 1ars
Col lagenasa-4 MMP-¢2 Desconegut
Gelatinasa A MMP-2 Qelohno,. col ~|og.er'w fipus ViV,
q fibronectina, laminina
Gelatinases ol | R e Wy
Gelatinasa B MMP-9 >elating, coriagen Tipus IVy V.
fibronectina, laminina
Estromelising-1 MMP-3 |_.C|thIHCI., collagens no fibrilars,
fibronectina
i Estromelising-2 MMP-10 I__omlnlno: collagens no fibrilars ,
Estromelisines fioronectina
Matrilising MMP-7 I_'ommmo', collagens no fibrilars ,
fibronectina
Estromelisina-3 MMP-11 Inhibidor proteasa al
MT1-MMP MMP-14 Pro-MMP-2, collagens, gelatina
MT-MMPs MT2-MMP MMP-15 Pro-MMP-2, col ~Ic‘1gens, gelo‘r!no
MT3-MMP MMP-16 Pro-MMP-2, collagens, gelatina
MT4-MMP MMP-17 Pro-MMP-2, collagens, gelatina
Metaloelastasa MMP-12 Elastina
Altres Enamelina MMP-20 Proteines de |'esmalt dental (2)
Xenopus MMP MMP-21 (2) Desconegut

MMP-19 Agreca

Taula 8. Membres de la familia de les MMPs (Yong et al., 1998).

Degut a la seva importancia en el manteniment de la MEC, I'expressid
de les MMPs es froba estrictament regulada a ftres nivells: a nivell
transcripcional, mitjancant I'activacié de la proforma i a partir d'inhibidors
tissulars (TIMPs) (Cunningham et al., 2005; Jaworski, 2000).
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Malgrat aquest sistema regulador tant complex, la regulacié de les

MMPs es pot alterar, produint una sobreexpressié d'aquests enzims proteolitics,

arribant inclds a alterar I'estructura fissular i provocant de vegades una

destruccid del teixit, com s'ha observat en patologies neurologiques tals com

I'esclerosi multiple, la formacié d'aneurismes i la isquéemia cerebral (Montaner
et al., 2003; Romanic et al., 1998).

3.4.2. Les gelatinases

Dins del grup de les MMPs trobem el grup de les gelatinases, proteines

que son capaces de degradar quasi tots els components de la lamina basal

de I'endoteli cerebral. La subfamilia de les gelatinases estd formada per dos

enzims:

Gelatinasa A o MMP-2. Gelatinasa amb un PM de 72 kDa en la
forma inactiva o proforma i, un PM de 66 kDa en la forma activa.
Els seus substrats sén els collagens tipus I, IV V, VI, X, Xl,
fioronectina, tenascina, fibrilina, osteonectina, laminina, efc.
(Chakraborti et al., 2003; Rosenberg, 2002). A la figura 11 es pot

observar I'estructura cristal litzada de la MMP-2.

Gelatinasa B o MMP-9. Gelatinasa amb un PM de 92 kDa en la
forma inactiva o proforma i de 83 kDa en la forma activa.
Aquesta proteasa degrada especificament el colldgen de tipus
IV, la fibronectina, la laminina (components principals de la
ldmina basal dels capil lars encefdlics) i la PMB. La MMP-9 és en el
moment actual la MMP millor estudiada i de la que es disposa de
meés informacid. A la figura 11 es pot observar I'estructura

cristallitzada de la MMP-9.
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Figura 11. Estructura cristal litzada de les gelatinases MMP-2 i MMP-9.

3.4.2.1. Estructura de les gelatinases

Totes les MMPs comparteixen tres dominis en la seva estructura:

- Un propeptid N-terminal amb un peptid senyal (80 aminodcids;
(Nagase and Woessner, Jr., 1999)).
- Un domini catalitic (100 aminodcids).

- Un domini hemopexina C-terminal (excepte la matrilisina MMP-7).

A aquesta estructura bdsica, cada familia de MMPs afegeix altres
dominis, com per exemple el domini transmembrana només present a les
MMPs d'unid a membrana (MT-MMPs). Les gelatinases i les MT-MMPs, a part

d’'aquestes estructures comuns, contenen llocs d'unié a la fibronectina.

El domini catalitic conté tota la maquindria catalitica responsable de
I'activitat enzimdtica i proteolitica sobre els substrats diana, una mollécula de
zinc (Zn), una metionina i ions Ca?*, responsables de I'estructura tridimensional
de la moliécula (Chakraborti et al., 2003). Al mig del domini catdalitic, les
gelatinases disposen de tres dominis addicionals d'unié a la fibronectina.
Aquests elements sén imprescindibles en la interaccid de I'enzim amb els
diferents tipus de coliagens i amb la gelatina (Nagase and Woessner, Jr.,
1999). A la regié C-terminal de les gelatinases es troba un domini d'unié a

I'nemopexina d'uns 210 aminodcids (Nagase and Woessner, Jr., 1999), amb el
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que la mol{ecula adquireix la capacitat d’activar altres proteases (Rosenberg,
2002);(Chakraborti et al., 2003). També presenten una regio rica en prolina, de
funcié desconeguda fins el moment actual, que connecta el domini catalitic
amb el domini d'unié a I'hemopexina, que és la regid frontissa. A la figura 12 es

troba esquematitzada I'estructura bdsica de les gelatinases.

N-terminal F N C-terminal
Ca?* Ca?*
@ PROPEPTID m In 2* HP —
- ~ _J
Domini catalitic Domini
hemopexina

Figura 12. Estructura bdsica de les gelatinases. PS: péptid senyal; FN: domini d'unié a la
fiboronectina; HP: hemopexina; Zn: zinc.

D'altra banda, en la regid del propeptid existeix una seqUencia molt
ben conservada i formada per una seqUéncia especifica d'aminodcids:
(PRCG[V/N]PD). La cisteina d’aquesta regié s'uneix al Zn del domini catalitic i
és la responsable de mantenir I'estat de laténcia de I'enzim (Nagase and
Woessner, Jr., 1999). La MMP-9, a més, té entre els domini catalitic i el de
I'nemopexina, un domini addicional d'unié al collagen tipus V (Chakraborti et
al., 2003).

3.4.2.2. Regulacié i activacié de les gelatinases

En condicions normals la degradacié de la MEC és un procés molt
controlat. La plasmina (una serin proteasa), I'activador del plasminogen tipus
urocinasa (UPA) i I'activador del plasmindgen tissular (tPA) sén alguns dels
activadors fisologics de les MMPs. Les gelatinases (com la resta de MMPs) sén
secretades a I'espai extracel lular com a zimdgens o proenzims. Per activar-les
és necessari que el centre actiu amb I'atom de Zn, el qual esta preservat dins
I'estructura quaterndria en les formes no actives, quedi lliure i exposat al medi.
Aquest procés es pot produir per la proteolisi del domini propeptid (Cysteine
Switch Mechanism) (Chakraborti et al., 2003; Rosenberg, 2002) o bé per una

modificacié de I'estructura, per un procés quimic, com és el cas de la S-
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nitrosilacio, que ocorre en situacions d’estrés oxidatiu i no requereix I'eliminacid
del propeptid (Okamoto et al., 2001). No obstant qixo, existeixen molts altres
casos en els que proteases de la mateixa familia de MMPs activen altres
proteases de la mateixa familia, per mecanismes de feed-back positiu. Per
exemple la MMP-2 activa a la MMP-9, la MMP-3 activa la MMP-1, -7, -8, -9 y -13,
etc. (Chakraborti et al.,, 2003). La regulacié de I'expressid i activitat de les
MMPs és un procés molt complex. Un bon exemple és el cas de la MMP-9
(Dzwonek et al., 2004), on els diferents pasos es poden esquematitzar a la

figura
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Figura 13. Representacié esquemdtica de I'activacié de la MMP-9 (Dzwonek et al., 2004). RE:
reticle endoplasmatic; NO:oxid nitric; MMP:metal.loproteinasa de matriu; TIMP:inhibidor tissular de
MMPs; MT-MMP: metal.loproteinases de membrana; LRP: receptor de la lipoproteina I.
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Els inhibidors tissulars de les metal ioproteinases (TIMPs)

Els TIMPs sén una familia de 4 proteines (TIMP-1, -2,-3,-4) de baix PM (20-
29kDa), secretades per diferents tipus celulars i que presenten una elevada
afinitat per les MMPs. S'uneixen en una relacié 1:1, bloquejant la capacitat
proteolitica de les MMPs (Chakraborti et al., 2003; Cunningham et al., 2005;
Dzwonek et al., 2004). Tot i que en general poden bloquejar diferents MMPs
presenten certa especificitat  sellectiva. Aixi, el TIMP-1 bloquejaria
preferentment la MMP-9 i el TIMP-2 i el TIMP-3 la MMP-2.

A part de la seva accié directa bloquejant les diferents MMPs, els TIMPs
també sembla que estarien implicats de forma directa en processos
apoptotics post-isquemics (Dzwonek et al., 2004; Wallace et al., 2002) i en molts
d'altres com la diferenciacio i proliferacié celular, la inhibicid del creixement
tumoral, les metatasis i I'angiogénesi (Cunningham et al., 2005; Mannello and
Gazzanelli, 2001).

3.5. Les MMPs en els processos de isquémia cerebral

Existeix evidencia de que les MMPs estan implicades en els canvis
patologics associats amb la isquemia cerebral, concretament en les
alteracions que es produeixen als vasos sanguinis cerebrals. En un accident
isquemic s'activa la tfranscripcid de gens de resposta immediata com el c-jun,
c-fos, p53, P38, etc. Els productes d'aquests gens promouen |'alliberacié de
citocines, quimocines i radicals lliures, que a la vegada promouen la migracio
dels leucocits desde la sang al parenquima cerebral. La produccié de MMPs
per aquests leucocits produeix alteracions estructurals a la BHE (edema i/o
hemorragia) i mort celular (Muir et al., 2002), com es troba esquematitzat a la

figura 14.
A I'encefal, durant I'estrés celdular produit per la isquemia tissular, les

macromollecules de la Iadmina basal es degraden, degut a I'accid de les

MMPs secretades per les mateixes céellules cerebrals i per limfocits que arriben
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a través de la sang. Aquesta pérdua de material de la MEC incrementa la

possibilitat d’aparicié d’'hemorragies tissulars.

D’altra banda, la protedlisi de la MEC pot contribuir també a la lesié del

teixit cerebral a tfravés d'altres mecanismes lesius:

- Lesionant directament els vasos sanguinis i incrementant la seva
permeabilitat.

- Provocant una péerdua de connexions interceldulars, degut a la
interrupcid dels canals de comunicacié utilitzats per la senyalitzacid
del pas de mollecules i nutrients.

- Provocant la mort cel fular.

Hipoxia / Isquémia

Sobreexpressid génica
/ (c-jun,c-fos, P53, P38, HIF, efc) \

Quimiocitocines Citocines Radicals lliures
TNF-a, IL-1B, etc NO, radicals d'O,, peroxinitrat

Infiltracié: / l
Leucocits

Microgia —— > ( MMPs
Macrofags caspases Apoptosi / Necrosi

Ruptura BHE

|

Edema cerebral Hemorragies Mort cel.lular

Figura 14. Representacié esquematica de les multiples vies activades per la hipoxia/isquemia,
que desenvoquen en I'edema cerebral. Adaptat de Rosenberg GA i col.(Rosenberg, 2002).

Diversos estudis realitzats en pacients amb ictus greus han objectivat
nivells elevats de MMP-9. Aquestes alteracions apareixen a l'inici dels

simptomes i durant les 48 hores posteriors. També s’han olbservat troballes
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similars quan ocorre una transformacié hemorragica en una zona de l'infart o
en pacients que han presentat hematomes cerebrals espontanis (Montaner et
al., 2001b; Montaner et al., 2001c; Montaner et al., 2001a; Montaner et al.,
2003).

3.6. Les metal {oproteinases de matriv a la lesié neurotraumatica

El paper que les MMPs tenen a la fisiopatologia de les lesions
neurotraumatiques és encara poc conegut. Existeixen alguns estudis
experimentals que relacionen les alteracions encefdliques produides després
d'una lesid traumatica amb increments en les concentracions de diverses
MMPs, especialment la MMP-9 (Kawai et al., 2003; Mori et al., 2002; Morita-
Fujimura et al., 2000; Shibayama et al., 1997; Vecil et al., 2000; von Gertten et
al., 2003; Wang et al., 2000; Wang et al., 2002). La informacié que tenim en el
moment actual sobre el paper de les MMPs a les lesions neurotraumatiques
procedeix fonamentalment d’'estudis experimentals in vitro, d'estudis in vivo i
de només tres articles en humans (Suehiro et al., 2004; Vilalta et al., 2008a;
Vilalta et al., 2008b). En els seglents apartats s’explicaran de forma resumida
els diferents estudis in vitro, in vivo i en humans centrats en les gelatinases, les

proteases que s'estudien a la present tesi.

3.6.1. Estudis in vitro

A diferencia del que passa en cultius de neurones de rata, s'ha
demostrat que en cultius de céldules astrocitaries de rata, humanes o en cultius
mixtes d'astrocits i neurones de rata es poden detectar nivells basals de MMP-9
(Vecil et al., 2000; Wang et al., 2002).

En cultius d'astrocits de rata, I'administracid de lipopolisacarid (LPS), IL-
1B, TINF-a (Gottschall and Yu, 1995) o del fragment amiloide AB estimulen la
secrecid de proMMP-9 (Rosenberg, 2002). La citocina TGF-B, en canvi, indueix

una disminucié dels nivells de MMP-9 en el medi cellular (Vecil et al., 2000).
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Aquestes troballes suggereixen que les molilecules que originen la
resposta inflamatoria tenen un paper important en la regulacié de la MMP-9, i
que moliecules com les citocines IL-1B (Gottschall and Yu, 1995; Muir et al.,
2002; Vecil et al., 2000; Wang et al., 2002), TNF-a (Gottschall and Yu, 1995; Muir
et al., 2002; Vecil et al., 2000; Wang et al., 2002), IL.-1a (Gottschall and Yu, 1995) i
LPS (Gottschall and Yu, 1995; Rosenberg, 2002) sén capaces d'activar
I'expressid de la MMP-9 (Muir et al., 2002; Vecil et al., 2000). D'altra banda,
altres estudis han demostrat que si es produeix una lesi® mecanica en un cultiu
de céliules corticals de rata s’observa un augment de I'expressid de la MMP-9,

que és depenent de la gravetat de la lesid (Wang et al., 2002).

Diversos estudis experimentals han demostrat que els astrocits i les
neurones de cultius cel{ulars de rata i humans secreten MMP-2 de forma basal
(Gottschall and Yu, 1995; Muir et al., 2002; Vecil et al., 2000; Wang et al., 2002).
També s'ha demostrat que a les 24 hores d'una lesi® mecdnica en cultiu
celdular, els nivells de MMP-2 al medi de cultiu augmenten significativament
(Wang et al., 2002). Altres estudis observen que I'estimulacié cel{ular amb IL-18
(Gottschall and Yu, 1995; Muir et al., 2002), TNF-a (Gottschall and Yu, 1995) i LPS
incrementa la secrecid de MMP-2 en cultius d’astrocits de rata (Gottschall and
Yu, 1995). En canvi, s’ha demostrat que les vies inflamatories com les MAP
cinases no afecten a la secrecié de MMP-2 (Wang et al., 2002). Només algunes
citocines com la IL-1B regulen els nivells de MMP-2. El TIMP-2 no és capag
d'inactivar la MMP-2 in vitro (Muir et al., 2002).

3.6.2. Estudis in vivo

Els estudis experimentals in vivo s'han realitzat exclusivament en el model
de rata i ratoli. Aquests treballs han demostrat que la utilitzacid d'inhibidors de
les MMPs disminueix I'drea de lesié i el contigut d’'aigua al cervell a les 24 hores
de produir-se la lesid crioinduida (Jaworski, 2000). En models animals s’ha
objectivat que després d'un tfraumatisme cranial es produeix un augment de la
concentracié de MMP-9 a I'nemisferi lesionat, perd també, tot i que en menor
mesura, a I'hemisferi contralateral. Investigacions recents amb ratolins knock

out pel gen de la MMP-2 han demostrat que després d'un TCE el dany cerebral
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€s menor en ratolins knock out que en ratolins salvatges, tant en tamany de la
lesio cerebral com en les seqUeles funcionals (Wang et al., 2000). Alires estudis
han detectat nivells de mRNA de la MMP-9 al parénquima cerebral, de forma
constitutiva, i un augment a partir de les 12 hores de produir la lesid tfraumatica
(Jaworski, 2000).

En cervells normals de rates s’ha localitzat MMP-2 en astrocits propers a
la paret ventricular, a la superficie pial, i als vasos sanguinis. La localitzacio de
la MMP-2 als peus dels astrocits, aprop de les superficies controladores de
I'intercanvi de fluids al cervell, suggereix que la MMP-2 intervé en el balanc
normal de fluids o en la regulacié de la BHE (Rosenberg, 2002). No obstant aixo,
tot i que in vivo s’han detectat nivells basals de MMP-2 al parengquima cerebral,
no s'ha demostrat que existeixi un augment en la concentracié d'aquesta
proteasa després d'un TCE (Vecil et al., 2000), a excepcidé d'un estudi en rates
en el que es va detectar un augment discret de la MMP-2 entre les 6 i les 12

hores després del TCE (Morita-Fujimura et al., 2000).

3.6.2. Estudis en pacients amb TCE

Només existeixen fins I'actualitat tres treballs realitzats en pacients amb
un TCE, dos dels quals sén del nostre grup i formen part de la present tesi. En
I'estudi de Suehiro i col. (Suehiro et al., 2004) es va observar un augment de
MMP-9 a la fase aguda del TCE, amb una posterior disminucié dels nivells, que
ells van atribuir a I'efecte neuroprotector de la hipotermia moderada, la qual
va ser aplicada a tots els pacients de I'estudi. També van analitzar els nivells
d’'IL-6 i van frobar una correlacio significativa entre els nivells d'IL-6 i MMP-2 a la

sang venosa provinent del bulb de la jugular.
Una hipotési seria doncs que existiria una resposta combinada, tant

cerebral com sistéemica, que actuaria de forma simultdnia en el malalt que ha

sofert un TCE, tali com es representa a la figura 15.
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Figura 15. Esquema adaptat de Rosenberg GA i col.(Rosenberg, 2002) on es pot observar la
resposta inflamatoria sistémica (esquerra de I'imatge) i la resposta inflamatoria cerebral (dreta
de I'imatge) que actuarien simultdniament al TCE. Per una banda I'alliberacié de MMPs per part
de leucocits (principalment neutrofils) permetria el seu pas a través del capil lar i un cop al teixit
cerebral estimularia altres MMPs que amplificarien el dany fissular. En situacions de
hipoxia/isquémia les mateixes céllules cerebrals també produiien MMPs i citocines que
alterarien la permeabilitat de la BHE i alliberarien MMPs al torrent sanguini, facilitant el
reclutament de leucocits desde el component hematic.
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L'estudi in vivo del metabolisme cerebral mitjancant tecniques de
microdidlisi permet detectar precocment situacions de hipoxia tissular, validar
una serie de méetodes rutinaris utilitzats a la practica clinica diaria y conéixer la
resposta metabodlica a certs procediments terapeutics. Aquesta tecnica
permet a més, estudiar la resposta inflamatoria desencadenada pel TCE.
Aquesta resposta és probablement precoc i influeix de forma decisiva en les
cascades neuroquimiques anomales desencadenades per la lesid cerebral

fraumatica.

OBJECTIUS

Els objectius principals d’aquesta tesi son:

1. Determinar la sensibilitat, especificitat i el valor predictiu de les AVDLs
i el LOl com indicadors de I'increment de la produccié de lactat
cerebral en pacients amb un TCE moderat i greu, mitjancant I'Us
comparatiu del valor del lactat cerebral obtingut per microdidlisi

cerebral.

2. Andlitzar els efectes de la hiperoxia normobdrica en I'oxigenacid
cerebral i el metabolisme energetic a la fase aguda del TCE

moderat i greu.
3. Andlitzar el perfil temporal dels nivells plasmatics de gelatinases
(MMP-2 i MMP-9) a la fase aguda del TCE moderat i greu, aixi com el

seu perfil temporal a I'espai extacel lular cerebral.

4. Estudiar els nivells de gelatinases (MMP-2 i MMP-9) a les contusions

cerebrals.

65



66



PACIENTS | METODES

1. Pacients

1.1. Tractament meédic general

Tots els pacients inclosos en els diferents estudis van ser monitoritzats i
tractats d’acord amb les guies de prdactica clinica pel tfractament del pacient
amb TCE greu, publicades per la Brain Trauma Foundation i adaptades al
nostre medi (2000; Bullock et al., 2000; Sahuquillo et al., 2002b).

L'objectiu principal en el tractament dels pacients amb un TCE és
mantenir la PPC per sobre de 60 mmHg i la PIC inferior a 20 mmHg. Els pacients
normalment s'incorporen amb el cap elevat 20°. Per assolir una TAM d'almenys
90 mmHg, s'utilitzen farmacs vasoactius quan el volum de reposicid és suficent
per mantenir una situacidé de normovolemia. En tots els pacients s'indueix la
sedacid i analgesia, que es manté amb la infusid continua de midazolam i
morfics. El tractament complementari pel control de la PIC inclou la pardlisi
muscular mitjancant vecuroni, una hiperventilacié optimitzada (mitjancant el
monitoratge discontinu de la SjO2) i bolus intermitents de manitol i/o serum sali
hipertonic al 7.2%. La concentracié d'Hb s'infenta mantenir a 11g/dl o a nivells
superiors. Les complicacions sistémiques extracranials com I'anémia, la

hipotensid arterial i la hipoxia son rapidament tractades.

Els pacients amb PICs elevades (per sobre de 20 mmHg) son tractats
inicialment amb manitol i hiperventilacié moderada (3,5-4,5Kpa). Quan la PIC
és refractaria a aguestes mesures de primer nivell s'utilitzen els barbiturics, la
hipotéermia moderada i/o la craniectomia descompressiva com a terapies de
segon nivell, depenent de la situacié clinica del malalt i del fipus de lesid

visualitzada a la TC.
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1.2. Protocols de recollida i processament de mostres biologiques

1.2.1. Mostres sanguinies

Les mostres plasmatiques utilitzades per valorar els nivells de MMPs es
van obtenir de sang periferica, i es van recollir en tubs que contenien EDTA
com anticoagulant. El plasma va ser obtingut després de centrifugar la sang a
3500rom durant 15 minuts a 4°C. Aquest fou emmagatzemat a -80°C fins el
moment de I'andlisi. Les mostres sanguinies utilitzades per realitzar les
gasometries van ser obtfingudes de sang arterial periferica per I'estudi de la
hiperoxia normobadrica. Per I'estudi de les AVDLs es va obtenir sang venosa

provinent del cateter situat al bulb de la jugular dominant.

1.2.2. Mostres de teixit cerebral

Les mostres de teixit cerebral control es van obtenir de lobectomies
realitzades per accedir i extreure tumors extra-axials, que no van presentar cap
abnormalitat a la resonancia magnetica en sequencies potenciades en T1 i T2.
Les mostres de feixit procedent de contusions es van obtfenir en
contusectomies realitzades en diferents moments de I'evolucié després del
TCE.

Els teixits cerebrals es van processar de dues maneres diferents. Una
porcié del teixit es va sotmetre a congelacié rapida en nitrogen liquid i va ésser
emmagatzemada fins el seu Us a -80°C, i I'altra porcidé de teixit es va fixar per
immersid en paraformaldehid al 4% seguint posteriorment un protocol especific
(Asahi et al., 2000). Les mostres de teixit a partir de les quals es van realitzar les

zimografies in situ i en gel de gelatina van ser les congelades en nitrogen liquid.

Les mostres de teixit congelades van ser homogenitzades préeviament a
la realitzacié de la zimografia en gel de gelatina. El teixit cerebral (0,2g) es va
barrejar amb 0,7ml de tampd de lisi (50mmol/I Tris-HCL, pH=7,6,150mM NaCl,
Smmol/l CaClz, 0,05% Brij-35, 0,02% NaNs i 1% Trité X-100), que contenia

inhibidors de proteases (PMSF i aprotinina). Posteriorment I"'homogenitzat del
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teixit cerebral es va cenfrifugar a 4°C i a 12000g durant 10 minuts. El
sobrenadant es va aliquotar i emmagatzemar a -80°C fins al moment de la

realitzacié de la zimografia en gel de gelatina.

1.2.3. Mostres de microdialitzat cerebral i subcutani

Les mostres obtingudes de microdialitzat cerebral i subcutani son
recollides horariament en microvials especifics. Després de I'andlisi rutinari de
quatre metabolits (glucosa, lactat, piruvat, glicerol/glutamat/urea) amb
I'analitzador CMA600 (CMA microdialysis, Stockholm, Sweden), els microvials es
coldoguen en gradetes especifiques amb capacitat per 12 microvials i
posteriorment s’emmagatzemen a -80°C fins la realitzacié de futurs andlisis. A
la figura 17 es pot observar un detall de I'analitzador CMA600 i les gradetes

amb els microvials.

|

b

Figura 16. A: detall de I'analitzador CMA600; B: gradetes amb microvials.

1.3. Sel leccid de pacients: criteris d'inclusié i d’exclusio

Els pacients inclosos als diferents estudis foren traumatismes
cranioencefdlics greus o moderats, amb una puntuacié en el GCS (annexe
2.1) entre 3 i 13. Els criteris de inclusio i d'exclusid per cada estudi es troben

especificats a les publicacions corresponents.
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1.4. Variables cliniques i radiologiques

Les variables cliniques i radiologiques registrades per cada estudi estan
especificades a cada publicacidé i les diferents escales utilitzades en els estudis
es troben als annexes. El resultat funcional dels pacients el va avaluar una
neuropsicologa, mitjancant el GOSE als 6 mesos desde el fraumatisme cranial

(annexe 4) .

2. Neuromonitoratge avancgat: PtiO2 i microdialisi cerebral

2.1. Monitoratge de la PtiO;

Els sensors que es van implantar als pacients per mesurar la PtiO2 van ser
del tipus CCI1.SB (Integra, Plainsboro, NJ, USA). El sistema de monitoratge
utilitzat fou el Licox® CMP, que permet registrar les dades obtingudes pel sensor
de forma continua. Les dades registrades durant tot el periode de monitoratge
es van registrar en un ordinador portatil (IBM, ThinkPad) i es van
emmagafzemar al disc dur fins el seu andlisi posterior. Cada sensor fé
assignada una targeta amb un microxip, que conté totes les dades de
calibracidé i per tant no és necessari calibrar-lo abans de la insercid. El monitor
també disposa, a part del canal d’oxigen, d'un altre canal per la temperatura
cerebral. En el cas que no es vulgui monitoritzar la temperatura cerebral, el
monitor disposa d’'un panell on es pot infroduir la temperatura del pacient, i
d'aguesta manera, el monitor corregeix els valors de PtiO2 en funcié de la

temperatura del pacient. El detall ampliat del panell es troba a la figura 17.

Figura 17. Imatge on s'observa I'infroductor i el cable del sensor de PtiO2, cixi com un detalll
ampliat del monitor LicoxCMP amb els diferents components (dreta de I'imatge).
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2.1.1. Implantacié del sensor de PtiO;

Els sensors de PtiO2 es van implantar a la substancia blanca del lobul
frontal, a uns 25 mm per sota de la duramater, al territori frontera entre I'arteria
cerebral mitja i I'artéria cerebral anterior. La collocacié del sensor és similar al
de la collocacid d'un sensor de PIC intraparenquimatds. A través d'una petita
craniostomia (a uns 10.5 cm del nasion i a uns 2,5 cm de la linia mitja) es fixa un
cargol amb rosca a la callota cranial i es perfora la duramater. El cargol
subjecta I'infroductor del sensor, el qual té la finalitat de realitzar un pre-
trajecte al parenquima encefdlic, de manera que facilita el pas del cateter

d’oximetria i permet mantenir-lo en una posiciod correcta.

2.2. Microdialisi cerebral

2.2.1. Cateters cerebrals i subcutanis

El cateter de microdidlisi cerebral utilitzat va ser el model CMA 70 per
I'estudi de les AVDLs i per alguns pacients del de la hiperoxia normobadrica i el
CMA 71 per alguns pacients de I'estudi de la hiperoxia normobarica i el de les
MMPs a I'espai extracelular cerebral. El catéter de microdidlisi subcutani
utilitzat va ser el CMA 60. L'Unica diferencia entre els catéters és el tamany del
porus. Els models CMA 70 i CMA 60 permeten el pas de moliecules fins a

20kDa, mentre que en el CMA71 es permet el pas de mol{ecules fins a 100kDa.

Figura 18. TC cerebral i pacient polimonitoritzat. A: TC cerebral on es mostra la punta del catéter
de microdidlisi (groc) i el sensor de PtiO2 (vermell). B: pacient monitoritzat on s'observa un catéter
de microdidlisi i un sensor de PtiOa.
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Els primers cateters utilitzats a I'estudi de les AVDL eren radiotransparents.
Per confirmar la correcta posicid del cateter s'infonia aire durant una hora
mitjancant la microbomba i es realitzava un TC cerebral. Els segUents cateters
cerebrals CMA 70 i CMA 71, disposen d'una peca d'or a I'extrem distal, que és

visualitzada als controls radiologics, com es pot comprovar a la figura 18.

La longitud de les membranes utilitzades va ser diferent en funcid del
cateter, éssent de 30 mm la del catéter subcutani i de 10mm la dels diferents
cateters cerebrals. A la figura 19 es mostra un catéter cerebral i el material

necessari per la insercio.

-

Pinces de
subjeccid

tunelitzadora

Figura 19. Catéeter CMA 70 i material de implantacid. A: Catéter CMA 70 (cerebral). B: material
necessari per la collocacié del catéter cerebral: agulla tunelitzadora utilitzada per la
tunelitzacié del catéter sota la pell, i pinces de subjeccié que serviran per introduir el catéter per
la petita craniostomia.

2.2.2. Liquid de perfusio

La solucid isotonica i estéril perfosa a través de la membrana de didlisi
consta de diferent composicid quimica, depenent de si el cateter és cerebral

o subcutani.

Cateter cerebral: NaCl 147 mM, KCI 2,7 mM, CaCl2 1.2 mM, MgClz, 0,85 mM.
Cateter subcutani: Na* 147 mM, K* 4 mM, Ca?+ 2,3 mM, CI- 156 mM.

Les microbombes de perfusid utilitzades per ambdds tipus de cateters

(cerebral, subcutani) van ser del model CMA106, amb una velocitat de

perfusid de 0,30 pl/min (figura 20).
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Figura 20. Bomba de perfusid CMA 106 i ampolles de perfusid. A: bomba de perfusi®6 CMA106. B:
caixa amb ampolles de liquid de perfusié.

Les mostres dialitzades contingudes als microvials es van analitzar
mitjancant I'analitzador CMA600 per tecniques enzimdatiques i posteriorment es

van emmagatzemar a -80°C.

2.2.3. Implantacio dels cateters de microdialisi

El catéter cerebral es va tunelitzar per sota de la pell del crani
mitjancant una agulla especialment dissenyada per aquesta funcio.
Posteriorment, el cateter es va implantar al parénquima cerebral a través
d'una craniostomia d'un didmetre de 3mm (Poca et al., 2006). Els catéters
implantats pels diferents estudis es van localitzar a la part del cervell menys
lesionada, d’acord amb les troballes de la TC cerebral. El cateter subcutani es
va implantar en el teixit adipds de la meitat inferior de I'abddmen, com es veu
a la figura 21. La insercié del cateter es va realitzar amb I'ajuda d'una guia
incorporada al catéeter, que permet la retirada de la guia i el correcte

posicionament del cateter al teixit cel ular subcutani de I'abdomen.

Figura 21. Catéter subcutani i implantacié. A: catéter subcutani CMA60 amb els seus
components. A la dreta de I'imatge un esquema de la insercié del catéter subcutani. B:
collocacié de la canula al teixit subcutani. C: retirada de la cdnula; el catéter queda a I'interior
del teixit.
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2.3. Protocol de hiperoxia normobarica

El protocol de hiperoxia normobdrica va ser aprovat pel comité d’etica
de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron (PR-TR-137/98), el qual va considerar que
No era necessari obtenir el consentiment informat per realitzar aquest estudi, en
ser aquesta maniobra inoqua i rutindria en qualsevol unitat de cures intensives.
El test de hiperoxia es va realitzar a la fase aguda del TCE, un cop els valors de
microdidlisi i de PtiO2 van ser estables. El principal objectiu era realitzar el test
en les condicions més estables possibles, per evitar al minim les fluctuacions en
les variables que es volien analitzar. Els pacients que reunien els requisits per
entrar a I'estudi (veure criteris de inclusid/exclusié a I'article corresponent) van
ser monitoritzats amb microdidlisi cerebral i un sensor de PtiO2. En comencar el
test de hiperoxia es van extreure mostres basals de sang arterial. Si la PaO2
basal estava per sota de 170mmHg es comencava el test i es registraven les
diferents constants, aixi com els valors obtinguts del catéeter de microdidlisi
cerebral i subcutani. Si la PaO2 basal era superior a 170mmHg, es disminuia la
FiO2 i es comencava el test una hora més tard després de reduir els valors de
PaO2 en sang arterial dins del rang de 100-170 mmHg. La FiO2 es va
incrementar al 100% durant dues hores. Un cop transcorregudes les dues hores
es disminuia de nou la FiO2 al seu valor basal. A part de les variables basals
registrades abans d'augmentar la FiO2, de forma horaria es van registrar les
constants i els valors obtinguts dels cateters de microdidlisis fins dues hores
després de la finalitzacid de la hiperoxia. Les mostres sanguinies arterials es van
exitreure en tres temps: basal, a les dos hores de hiperoxia i a les dues hores de
la finalitzacid del tractament hiperoxic. A la figura 22 veiem un exemple de

test.
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Figura 22. Exemple d'un test de 140 1
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3. Tecniques de laboratori

3.1. Zimogrdfia en gelatina

La zimografia en gelatina es tracta d'una tecnica especifica per
detectar les MMPs amb capacitat gelatinolitica (MMP-2 i MMP-9). Gracies a la
digestid enzimatica de la gelatina, continguda en el gel d’acrilamida, per part
de les MMPs, s'observen unes bandes que seran proporcionals en intensitat i

granddria a la quantitat de gelatinases confingudes a la mostra.

En el cas concret dels treballs realitzats per la present tesi, la zimografia
en gel de gelatina es va utilitzar per determinar els nivells plasmatics i cerebrals
de MMP-2 i MMP-9. Préviament es va determinar mitjancant el test BCA (Pierce,
Rockford, IL) el contingut de proteina total per cada mostra. Les mostres
plasmatiques es van ajustar al mateix contingut de proteina total (20pg) en un
volum final de 10ul. Cada mostra es va barrejar 1:1 amb el tampd de mostra
Tris-Glicina SDS (2x) de Novex® (LC2676). Les proteines es van separar
mitjancant I'electroforesi en gels prefabricats per zimografia de Novex®
(EC6175BOX) a 100V, durant dues hores i mitja a temperatura ambient. A cada
carril de cada gel es va carregar proteina recombinant MMP2-9 (Chemicon
International, Inc) com a control positiu. Un cop transcorreguda I'electroforesi,
els gels van ser rentats per eliminar I'SDS amb un tampd renaturalitzant 1x (Tritd
x-100 al 2,5%) de Novex® (LC2670) durant 45 minuts dues vegades. Els gels es
van incubar a 37°C durante 18 hores en el cas de les mostres plasmatiques i 47
hores en el cas de les mostres de microdialitzat cerebral, en un tampd
d’incubacidé 1x de Novex® (LC2671). Les bandes d'activitat enzimdatica es van
visualitzar després de la fincid dels gels en Amido Black al 0.1% (amb acetic i
metanol), en un total d’'una hora, i de la destincié mitjancant una solucié de
metanol al 30% (v/v) i d'acid acétic glacial al 10% (v/v). Les bandes d'intensitat
dels zimogrames es van llegir amb el sistema d'imatge Kodak gel logistic 440 i
I'andlisi es va realitzar amb el programa Kodak 1D. Les intensitats de les bandes
es van expressar com cocients i cada mostra es va comparar amb el control

positiu.
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3.1. Zimogrdfia in situ

La zimografia in situ permet la deteccié d'activitat gelatinolitica en una
seccid de teixit. Es una té&cnica molt Util per valorar el grau d’activitat en un
teixit i és complementdria a alfres tecniques com el Western Blot (WB), la

zimografia en gelatina i la immunohistoquimica.

Per realitzar aquesta técnica vam utilitzar els teixits cerebrals congelats
en nitfrogen liquid i conservats a —-80°C, ja que és important no haver realitzat
cap tipus de fixacié previa. Es van tallar en un criostat seccions de 14um de
gruix, que es van muntar sobre un porta-objectes i es van cobrir amb una
solucid que contenia gelatina unida a un fluorocrom FITC (Molecular Probes,
USA). Seguidament es van incubar tota la nit en una cambra humida i
protegida de la llum. Posteriorment es van cobrir les mostres en un medi aquds
que les protegia de la perdua de fluorescencia i que contenia DAPI (Vector
Laboratories, Inc. Burlingame, CA 924010, USA), el qual tenyeix els nuclis cel lulars
(marcatge de I’ADN). L'andlisi de la reactivitat es va realitzar mitjancant un
microscopi de fluorescencia (Olympus IX71, Center Valley, Pennsylvania, USA).

A la figura 23 es pot observar un exemple de zimografia en gelatina i in situ.

E.

Figura 23. Zimografia en gel de gelatina i in situ. A: exemple de zimografia en gel de gelatina. Al
carril de I'esquerra (+) estd carregat el control positiu.9: bandes corresponents a la proforma de
la MMP-9; 2: bandes corresponents a la proforma de la MMP-2. B: zimografia in situ d'un feixit
confrol. C: zimografia in situ d’'un teixit de contusid, on s’observa major intensitat de senyal que
en el teixit control.

4. Analisi estadistic

L'andlisi estadistic de les dades obtingudes en els diferents estudis es va
realitzar amb els programes SigmaStat versid 3.1 de Windows i I'SPSS 12.0 (SPSS,
Chicago, IL; USA). A cadascun dels treballs s'especifica a la seccié de

metodologia, els tests estadistics realitzats per I'andlisi de les dades.
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Capitule 5

Microdialisis cerebral: fundamentos
e indicaciones en el paciente neurocritico
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practica clinica. La nworporacion mitinaria de esa donive en L pacIentes revcecrit
oo SLNIILE W increnente imperiants de Jos costes derivadus de L neuromimaloniza-
ciom muhnuodal que aplicamos a esec tipo e pacientes Sinoabargo, ol incomvenivite
econdamice quuedaba stperado nucialimente por ana serie de dudas v conlroversias me-
todmégicas que drlbian eesolverse: resolver las dificuliades en 1a codocacion de los cate-
1eres on regiones verehrales especilicas, voncet fa sinacion exavta del condrer eicek cere-
bro. seleccionar adesadanente La solucion que se debia infoudic, conocer Iy velocdad
aptima de mlusicn y las dimensones sdoneas de Jawembrana de didise. dispuoner de
valores de rederencia de los diversos paratneros medidos y de informacsdn especiiicn
sobre la sensibilidad v fiabilidad <o 1a (Fcasea. Por orra parte, 4 estos aspecins inetoduld
givos también se atadian dificulades miciade sobie 1o cormeota meetpreiacion de los re-
sidtaden abnenidos,

En ol momeno actual. [ inayar parte de estos inconvenicntes o dificuliades inicia-
Tos v se ha restelie, Los cacdreres de snicrodialisis pueden bnplanarese enla unadad e
eridados incensives., nulzando una eiord percutines casi wWintica a [a que s emplea
paTa Coskouar un SeNSOF i presicn ncracraneal (PICY ancrapacendnimateso. Elcateler de
tryieTedidhsis puede adaptarse 4 wn toillo Toscade de dos o mes Inees o culocayse de $or-
wa individual a través de una peeuena cragearommia, tnnelicando s centinetess ¢l
VA CT YA ASCRUTAR su TklCIA ¥ redsier el riesgode infecciones (fig 5-10. Las clicul
1ades inivales para conacer Ja posicion vxacla de Ja membrana didlizanw sedebian 2 gue
lns catiteres eran Tadintransparentes Esto suponia que debia iminese la posicitae del va-
phler en und determinada cogicn cerebral B otra parte, dado el pegueiie duimesro dol
catéter v s falia de eigidez. en oeaswmes €] cagler coreheal podia dohlarse y guedar si-

Figura 5-1. Ezqucma de dos cateteres de miorodiahss imprantados e un pacienic con ungd
[esion cerebral traumatca El catéber pueds introducitse a raves de un tormlio
roscado aeguierdal © a cielo abierto (devecka). En este segunda caso, el catetar
e tunehiza para fjgr su smuacion y reducir @l nesgo de infeciongs
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Figura 5-2.  Repercusian metabolca en el cerebra de una parada cardiaca que, a posar de las
rredrlas de reanracin, acana sendo wrewer sible. LA IMAZEN mMugstra pfect-
vidad parcial de [3s manicaras de reanimacion cardiaca sobse la presoan tiselar de
oxigena (Phd), yva que de forma inmcdiata al masaje cardiaco la PO, se cleva de
tarrma trangitaria, Finalmente, [a reanirmacnn r) es efectiva y 1a PHO, Cag defini-
tivamerte hasta 0 mm Hg. La informacion obkenida a partir del catéter de micro-
chalses ruestra Céma, wa deste el irmdig Je 25tas manghras, @ Rotatd cerebral
aumenta de forma importante v el piruvato gisminwye, mestranda un patrén de
1SQUBRTA Cergbral ilraversible.
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centracion de hemoglobina, hiperventilacion y caidas en la presion arterial o en la pre-
sion de pefusion cercbral (34-36).

Onra aportacién de la microdidlisis cerebral en el contexto de los pacientes neuro-
traumiticos es el estudio de la repercusion de ciertas medidas terapéuticas como la eva-
cuacion de lesiones (fig. 5-4), la hipervemilacién, la administracion de soluciones hi-
perosmolares, el coma barbitiirico o la hipotermia en el metabolismo cerebral de los pa-
cientes con hipertension intracraneal. La hiperventilacion intensa puede repercutir de
forma muy negativa en el metabolismo tisular cerebral, especialmente en las regiones
pericontusionales o adyacentes a un hematoma subdural evacuado. Hutchinson y cols.
han observado que cuando el catérer cerebral se ubica en una region apareniemente no
lesionada, la hiperventilacién grave condiciona un incremento significativo en la fraccién
de extraccion de oxigeno (estudios de PET), fendmeno que se asocia a una reduccion de
la glucosa tisular, sin que se produzea un incremento significativo del indice lactato/
piruvato o del glutamato (37). En cambio, en regiones tisulares de riesgo especial, epi-
sodios breves de hiperventilacion pueden condicionar importantes repercusiones nega-
tivas en el metabolismo celular, en especial durante las primeras 24-36 horas tras el trau-
matismo [35).

Un aspecto que ha suscitado cierta polémica en la literatura médica ha sido el be-
neficio que podia ofrecer el aumento de la fraccion inspirada de oxigeno sobre la PO,
y sobre el metabolismo celular del encéfalo. Diversos estudios han demostrado que el
aumento en la fraccion inspirada de oxigeno produce un incremento paralelo de la PiO,
(38-40). El incremento en la disponibilidad tisular de oxigeno disuelio se ha acompa-
fiado de una reduccion en los niveles de lactato tisular (38-40]), por lo que algunos
autores han sugerido que ¢l aumento de oxigeno condiciona una desviacion hacia el
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Figura 5-4. Repercusion de la evacuacion de una contusion cerebral sobre el metabolismo
cerebral 8 un paciente con un traumatismo cranepencefalico grave. Después de
la evacuacion de la lesion el glicerol desciende de forma importante, sugiriendo
LN menor «sufrimiento tisular: después de la cirugla y del descenso de la presion
intracraneal,
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Lack of utility of arteriojugular venous differences of lactate
as a reliable indicator of increased brain anaerobic
metabolism in traumatic brain injury

MARIA A. PocA, M.D., PH.D.,!? JUAN SAHUQUILLO, M.D., PH.D.,"* ANNA VILALTA,?
AND ANGEL GARNACHO, M.D.??

'Department of Neurosurgery, *Neurotraumatology Research Unit, and ’Neurotraumatology
Intensive Care Unit, Vall d’Hebron University Hospital and Vall d’Hebron Research Institute,
Autonomous University of Barcelona, Spain

Object. Ischemic lesions are highly prevalent in patients with traumatic brain injuries (TBIs) and are the single most
important cause of secondary brain damage. The prevention and early treatment of these lesions is the primary aim in
the modern treatment of these patients. One of the most widely used monitoring techniques at the bedside is quantifi-
cation of brain extracellular level of lactate by using arteriojugular venous differences of lactate (AVDL). The purpose
of this study was to determine the sensitivity, specificity, and predictive value of AVDL as an indicator of increases in
brain lactate production in patients with TBIs.

Methods. Arteriojugular venous differences of lactate were calculated every 6 hours using samples obtained though
a catheter placed in the jugular bulb in 45 patients with diffuse head injuries (57.8%) or evacuated brain lesions (42.2%).
Cerebral lactate concentration obtained with a 20-kD microdialysis catheter implanted in undamaged tissue was used
as the de facto gold standard.

Six hundred seventy-three AVDL determinations and cerebral microdialysis samples were obtained simultaneously;
543 microdialysis samples (81%) showed lactate values greater than 2 mmol/L, but only 21 AVDL determinations
(3.1%) showed an increase in brain lactate. No correlation was found between AVDL and cerebral lactate concentra-
tion (p = 0.014, p = 0.719). Arteriojugular venous differences of lactate had a sensitivity and specificity of 3.3 and
97.7%, respectively, with a false-negative rate of 96.7% and a false-positive rate of 2.3%.

Conclusions. Arteriojugular venous differences of lactate do not reliably reflect increased cerebral lactate production
and consequently are not reliable in ruling out brain ischemia in patients with TBIs. The clinical use of this monitoring
method in neurocritical care should be reconsidered.
ischemia e+ brain metabolism <« lactate -

Key WORDS ¢ traumatic brain injury e

microdialysis

continuous monitoring of ICP combined with col-

lection of additional information on CBF and me-
tabolism."”'® According to the Fick principle, CBF can be
estimated at the bedside by using AVDO,.!* Brain me-
tabolism can be monitored by using cerebral microdialysis
techniques to measure cerebral lactate and pyruvate pro-
duction, glucose levels, and brain tissue PO, levels to de-
termine O, availability."*#2% Brain lactate production has
also been measured in clinical practice by using AVDL,
which can easily be determined by placing the tip of a ret-
rograde jugular catheter in the jugular bulb.

T HE optimal treatment of patients with a TBI requires

Abbreviations used in this paper: AVDL = arteriojugular venous
differences of lactate; AVDO, = AVD of O,; BBB = blood-brain
barrier; CBF = cerebral blood flow; CI = confidence interval; CT =
computed tomography; GCS = Glasgow Coma Scale; ICP = intra-
cranial pressure; ICU = intensive care unit; LOI = lactate-O, index;
Sa0, = arterial O, saturation; SjO, = jugular O, saturation; TBI =
traumatic brain injury.

530

In the normoxic mammalian brain, more than 95% of
adenosine 5’-triphosphate is derived from aerobic glucose
oxidation, and lactate production accounts for less than 4%
of metabolized glucose.?’ According to traditional think-
ing, excessive production of lactate in the brain has been
considered to indicate failing energy metabolism and con-
sequently ischemic or nonischemic brain tissue hypoxia.
Subsequently, in the presence of anaerobic brain metabo-
lism, lactate and the lactate/pyruvate ratio are among the
first metabolic markers to increase. Increases in cerebral
lactate levels have also been related to neurological out-
comes both in experimental models of brain injury and in
clinical studies.

In classic thinking it has also been accepted that cerebral
anaerobic metabolism can be studied at the bedside using
AVDL and LOIL##4 The LOI is obtained from the ratio
between AVDL and AVDO, (both measured in pmol/ml)
according to the equation: LOI = —[AVDL]/ AVDO,. Rob-
ertson and colleagues® have considered LOI values of at
least 0.08 as indicative of an ischemia/infarction pattern. In
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Monitoring cerebral lactate production in TBI using AVDL

a retrospective analysis of AVDL and LOI in 43 patients
with a TBI or spontaneous subarachnoid hemorrhage,
Artru and associates® have found that AVDL above the
threshold of 0.300 mmol/L. was correlated with areas of
hypodense lesions seen on the CT scan.

However, because lactate is transported across the BBB
and across the neuron and astrocytic membranes by a
monocarboxylate transporter,®® the reliability of using
AVDL and LOI to monitor brain anaerobic metabolism is
highly questionable. There are theoretical reasons as well
as experimental and clinical evidence to suggest that the
quantities of lactate reaching the jugular blood are probably
not representative of levels in the brain and are therefore
unreliable for use in the diagnosis of brain tissue hypox-
ia and, consequently, as a guide to patient treatment at the
bedside.!

The purpose of this study was to determine the sensitiv-
ity, specificity, and predictive values of AVDL and LOI in
detecting increases in brain lactate production, by corre-
lating AVDL values with extracellular lactate concentra-
tions obtained by microdialysis, considered the de facto
gold standard. This method was chosen because currently
it provides the most accurate and reliable information on
cerebral production of lactate. Our main hypothesis was
that because of the kinetics of lactate transport through the
BBB and brain membranes, the reliability of AVDL and
LOI values in monitoring anaerobic metabolism should be
very low.

Clinical Material and Methods

The protocol of the study was approved by the Insti-
tutional Ethical Committee on Human Research of Vall
d’Hebron University Hospitals (PR [HG] 25/98). Consent
was obtained from the patient’s next of kin after the nature
of the procedure had been fully explained.

Patient Population

Between September 1999 and January 2002, a prospec-
tive study was conducted involving 45 patients, 31 with a
severe head injury (postresuscitation GCS score = 8) and
14 with a moderate head injury. Moderate head injury was
defined as a postresuscitation GCS score between 9 and 13.
All patients were admitted to a 10-bed neurotrauma ICU.

General Medical Treatment and Monitoring Protocol

The general treatment of head-injured patients followed
a collaborative multicenter protocol* and was based on the
guidelines for the management of severe head injuries pro-
posed by the Brain Trauma Foundation.? This protocol em-
phasizes prompt evacuation of intracranial mass lesions
and prevention of secondary ischemic events. In all pa-
tients, continuous sedation and analgesia were induced and
maintained by continuous infusion of midazolam and mor-
phine. Further treatment to control high ICP included mus-
cular paralysis using vecuronium, optimized hyperventila-
tion (with continuous monitoring of SjO,), and intermittent
boluses of mannitol and/or 7.2% hypertonic saline.?® Bar-
biturates, decompressive craniotomy, and/or hypothermia
(32-33°C) were used only if all previous therapeutic ma-
neuvers failed to control high ICP.

In addition to routine systemic monitoring, an intrapar-

J. Neurosurg. / Volume 106 / April, 2007

enchymal ICP sensor (Model 110-4B, Camino Laborato-
ries) was implanted in the most severely damaged hemi-
sphere in all patients.*® A probe for continuous monitor-
ing of brain tissue PO, (GMS) and a microdialysis catheter
to measure extracellular lactate concentrations (CMA-70,
CMA Microdialysis) were inserted in the less damaged
hemisphere without contact with any hemorrhagic or hypo-
dense lesions (confirmed by the control CT scans). In all
patients, a 30-mm control microdialysis catheter (CMA-60,
CMA Microdialysis) was inserted in the periumbilical sub-
cutaneous adipose tissue to help in interpretation of intra-
cerebral microdialysis data.” Cerebral microdialysis and
brain tissue PO, monitoring were started on admission to
the ICU and, when possible, were continued for at least 5
days.

Arteriojugular venous differences of O,, AVDL, and LOI
were calculated every 6 hours using the values measured
through a retrograde jugular catheter inserted in the pre-
dominant jugular vein, which was identified by com-
pressing both jugular veins and observing the induced in-
crease in ICP. This maneuver was performed with the
patient relaxed and sedated, and compression was applied
for a short time. The correct position of the catheter tip in
the jugular bulb was verified daily by using imaging.

Microdialysis Procedure

The cerebral microdialysis catheter was inserted in the
frontal subcortical white matter using a percutaneous tech-
nique (catheter inserted 10 cm from the nasion and 3 cm
from the midline) with the catheter tunneled subcutaneous-
ly.* In patients who underwent surgery, the catheter was
inserted by the surgeon under direct vision. The CMA-70
probe has a 10-cm flexible shaft and a 10-mm membrane
length with a 20,000-D cutoff. For microdialysis in the cen-
tral nervous system, isotonic and sterile perfusion fluid
containing 147 mmol/L Na*, 1.2 mmol/L CaCl,, 2.7 mmol/
L KCl, and 0.85 mmol/L. MgCl, was perfused at a flow rate
of 0.30 pl/minute by using a microdialysis pump (CMA-
106, CMA Microdialysis). The subcutaneous CMA-60 ab-
dominal catheter was perfused at the same rate and with
sterile perfusion fluid containing 147 mmol/L Na*, 2.3
mmol/L Ca**, 4 mmol/L K*, and 156 mmol/L Cl-. Mi-
crodialysis samples from both the brain and subcutaneous
tissue were analyzed hourly at the bedside by the nurse in
charge of the patient by using a microdialysis analyzer
(CMA-600, CMA Microdialysis). A research fellow was in
charge of collecting data from the microdialysis analyzer
by using commercially available software (ICUpilot, CMA
Microdialysis) and was also responsible for quality control
for the microdialysates that were obtained. Microdialysates
from the first 2 hours of monitoring were discarded and
were not used for analysis because the first 2 hours of mon-
itoring were used for stabilization of the monitoring sys-
tem.

The position of the microdialysis catheter was checked
using a control CT scan. In most patients we used first-gen-
eration radiotransparent catheters. To check the position of
the cerebral catheter, air was infused for 1 hour with the mi-
cropump before catheter removal, and a CT scan was ob-
tained shortly after finishing infusion (Fig. 1). In the most
recently enrolled patients and when catheters with gold tips
became commercially available, we checked their position
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Fic. 1. Computed tomography scans obtained in a patient with
an evacuated left frontal contusion. An intraparenchymatous ICP
sensor was inserted into the left hemisphere; brain tissue PO, and
microdialysis catheters were inserted in the right hemisphere. The
arrows show the location of the microdialysis catheter, into which
a small quantity of air was injected before removal.

by using a standard CT scan before catheter removal. Be-
cause the recovery rate of these catheters perfused at 0.30
wl/minute is approximately 70%,'* cerebral lactate values
higher than 2 mmol/L. were considered indicative of in-
creased lactate production.!*¥3

Monitoring of AVDO,, AVDL, and LOI

Arteriojugular venous differences of O, were calculated
by using the following equation: AVDO, = 1.34 X Hb
[(Sa0O, — Sj0O,)/100], where Hb is arterial hemoglobin and
Sa0, and SjO, are the percentages of saturated oxyhemo-
globin in the arterial and jugular bulb blood, respectively.
Saturated oxyhemoglobin in the arterial blood and SjO,
were measured by using a CO oximeter (Model 865, Chi-
ron Diagnostics Corp.). In the first seven patients enrolled
in this study, hemoglobin concentration was determined
daily in the laboratory using flow cytometry. In the remain-
ing patients, total hemoglobin concentration was simulta-
neously determined with the SaO, in the arterial sample
using a CO oximeter module (800 series, Chiron Diagnos-
tics Corp.). Arteriojugular venous differences of O, were
expressed in micromoles per milliliter uncorrected for the
patient’s arterial PaCO,.

Arteriojugular venous differences of lactate were calcu-
lated by subtracting the venous content from the arterial
content of lactate. The arterial and jugular concentrations
of lactate were obtained with the same analyzer, using a
complementary biosensor that incorporates amperomet-
ric technology to measure lactate concentrations in very
small samples. These differences were also expressed in
micromoles per milliliter.

The normal range for AVDL was calculated by using da-
ta from the pivotal study by Gibbs and associates'” and was
converted to micromoles per milliliter (Fig. 2).*° The range
of normality was defined as the 2.5 and 97.5 percentiles.
According to this definition, the normal range of AVDL
was considered to be between —0.42 and —0.03 pmol/ml.
An AVDL of less than —0.420 pmol/ml was considered
indicative of increased brain anaerobic metabolism. Lac-
tate-O, index was calculated as the —[AVDL]/AVDO, ra-
tio. According to the method described by Robertson et
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FiG. 2. Box-and-whisker plot showing the distribution of normal
values of AVDL (values obtained from Gibbs et al.).

al.,# values of LOI greater than or equal to 0.08 are in-
dicative of increased anaerobic metabolism (Robertson’s
ischemia/infarction pattern), and values less than 0.08 are
considered nonischemic. Arteriojugular venous differences
of lactate and LOI values were calculated every 6 hours us-
ing arterial and jugular blood samples; these samples were
then matched with the microdialysate obtained for the same
hour, which contained the lactate recovered from the brain
parenchyma for the previous hour. Consequently for each
day of monitoring there was a maximum of four matched
samples per patient.

Statistical Analysis

Unless stated otherwise, data are expressed as means =
standard deviations. Normal and nonnormal distribution of
the quantitative variables was determined by the Kolmo-
gorov—Smirnov test, using commercially available statisti-
cal software (SigmaStat version 3.0 for Windows, SPSS
Inc.). To determine whether a linear relationship existed be-
tween quantitative variables, the Pearson product-moment
correlation coefficient was used with normally distributed
variables and the Spearman rank coefficient (p) was used
with nonnormally distributed variables. Probability values
less than or equal to 0.05 indicated statistical significance.

The validity of AVDL and LOI in determining an in-
crease in lactate in the extracellular compartment of the
brain was analyzed by comparing this diagnostic method
with extracellular lactate concentrations obtained by mi-
crodialysis, considered the de facto gold standard, and by
establishing the sensitivity, specificity, and positive and
negative predictive values of AVDL and LOI, with their re-
spective 95% Cls. Sensitivity, specificity, and predictive
values were calculated by using commercially available
statistical software (StatsDirect version 2.3.3, StatsDirect
Ltd.).

Results

Of the 45 patients, there were nine female and 36 male
patients. The mean age of the entire group was 33 *= 15
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years (range 16—67 years). According to the classification
of the Traumatic Coma Data Bank,** 58% of the patients
had a diffuse brain injury Type II (31%), III (20%), or IV
(7%), and 42% had an evacuated intracranial mass lesion.
Table 1 shows additional clinical information.

Sensitivity and Specificity of AVDL and LOI

Six hundred seventy-three matched AVDL determina-
tions and cerebral microdialysis samples were obtained in
the 45 patients. Of the 673 brain microdialysis samples,
543 (81%) showed an extracellular lactate concentration
higher than 2 mmol/L, whereas only 21 of the 673 AVDL
determinations (3%) showed an increase in brain lactate
(Table 2). When the cerebral lactate threshold was in-
creased to 3 mmol/L, 328 of the 673 samples (49%) had
an extracellular brain lactate level above this threshold.
No correlation was found between AVDL measurements
and extracellular lactate concentrations measured by ce-
rebral microdialysis (p = 0.014, p = 0.719; Fig. 3). Of
the 543 readings in which an increase in extracellular lac-
tate was found by microdialysis (> 2 mmol/L), only 18
(3.3%) showed an increase in AVDL in the jugular bulb.
Consequently AVDL readings were not useful in detect-
ing increases in extracellular lactate in 96.7% of the read-
ings (false negatives). The sensitivity (true-positive rate)
of AVDL was only 3.3% (95% CI 1.98-5.19%), and
the specificity (true-negative ratio) was 97.7% (95% CI
93.4-99.52%), with a false-negative rate of 96.7% and a
false-positive rate of 2.3% (Table 2).

Six hundred seventy-three simultaneous LOI determina-
tions and cerebral microdialysis samples were also ana-

TABLE 1

Clinical characteristics of 45 patients with TBI in
whom the relationship between AVDL and brain
lactate production was studied

Characteristic No. of Patients (%)

initial GCS score

3-8 31 (69)
9-12 14 (31)
cause of injury
car accident 13 (29)
motorcycle accident 17 (38)
fall 13 (29)
suicide attempt 1(2)
unknown 1(2)
associated systemic lesions
yes 21 (47)
no 24 (53)
preadmission insults
hypoxia 14 (31)
hypotension 16 (36)
aspiration 6 (13)
cardiopulmonary arrest 0(0)
extended Glasgow Outcome Scale category
dead 15 (33)
vegetative state 0 (0)
lower severe disability 9 (20)
upper severe disability 2(4)
lower moderate disability 5(11)
upper moderate disability 6 (13)
lower good recovery 1(2)
upper good recovery 7 (16)
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TABLE 2

Determinations of AVDL and cerebral lactate
concentrations obtained by cerebral microdialysis
in 673 samples from 45 patients with TBIs*

No. of Samples

Cerebral Microdialysis Cerebral Microdialysis

Lactate Lactate
AVDL > 2 mmol/L = 2 mmol/L Total
<—0.420 pmol/ml 18 3 21
=—0.420 pmol/ml 525 127 652
total 543 130 673

* The sensitivity of AVDL was 3.3% (95% CI 1.98-5.19%) and the spe-
cificity was 97.7% (95% CI 93.4-99.52%), with a false-negative rate of
96.7% and a false-positive rate of 2.3%.

lyzed. Of the 673 intracerebral microdialysis samples, 543
(81%) showed a lactate value of greater than 2 mmol/L,
whereas 329 of the 673 LOI determinations (49%) corre-
sponded to an ischemic pattern (Table 3). No correlation
was found between LOI values and lactate values deter-
mined by cerebral microdialysis (p = —0.009, p = 0.806,
Fig. 4). The sensitivity of LOI was 50.6% (95% CI
46.4-55.0%), and the specificity was 58.5% (95% CI
49.5-67.0%), with a false-negative rate of 49.4% and a
false-positive rate of 41.5% (Table 3).

Predictive Value of AVDL and LOI

The positive predictive value of AVDL was 85.7% (95%
CI 63.7-96.9%), and the negative predictive value was
19.5% (95% CI 16.5-22.7%). Consequently 85.7% of the
readings that showed increased AVDL (= —0.420 pmol/
ml) had increased extracellular levels of lactate in the mi-
crodialysates, while 19.5% of the AVDL readings with-
in the normal range did not have increased lactate levels
determined by microdialysis. Most (80.5%) of the AVDL
readings within the normal range had increased extracellu-
lar levels of lactate detected by microdialysis. The positive
predictive value of LOI was 83.6% (95% CI 79.0-87.3%),
and its negative predictive value was 22.1% (95% CI
17.9-26.9%).

Discussion

Ischemic or nonischemic brain tissue hypoxia is highly
prevalent in patients with severe head injuries and is the
single most important cause of secondary brain damage."»
The prevention and early treatment of this condition is the
primary aim in the modern management of these patients.*
In the last few years, several bedside techniques for esti-
mating CBF and brain metabolism have been developed.
The most widely used monitoring techniques are jugular
venous oximetry, near-infrared spectroscopy, transcranial
Doppler ultrasonography, AVDL, monitoring of brain tis-
sue PO,, and, more recently, the clinical application of cere-
bral microdialysis.'”!® Currently, measuring extracellular
levels of lactate by microdialysis is considered the de facto
gold standard for determining brain lactate. Experimental
and clinical studies using cerebral microdialysis have dem-
onstrated that ischemia is associated with a metabolic pro-
file characterized by increased anaerobic glycolysis with
decreased glucose and elevated lactate concentrations, as
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FiG. 3. Scatterplot demonstrating a nonsignificant correlation
between AVDL values and brain lactate values obtained by cerebral
microdialysis.

well as by an elevated lactate/pyruvate ratio in the extra-
cellular fluid.!341:48

In both experimental and clinical studies, lactate has also
been found to be increased in the jugular bulb and CSF af-
ter head injury.”?’78 In a study of 21 patients with severe
head trauma, different AVDL profiles were found in pa-
tients with high ICP; a correlation between AVDL and out-
come was also found.?” However, a close look at the data
reveals that these authors did not define a normal AVDL
threshold. In both the high ICP and low ICP groups, most
AVDL readings were below 0.300, a normal range accord-
ing to the range of normality reported by Gibbs et al.!’ In
addition, AVDL has been reported as failing to detect ev-
en large cerebral infarctions,® which raises serious doubts
about the ability of AVDL to detect excess lactate produc-
tion in the brain.

The results of our study show that AVDL, and conse-
quently AVDL-derived indices such as LOI, are not reliable
indicators of increased extracellular lactate and therefore
should be disregarded as monitoring tools at the bedside in
the neurocritical patient. Our results are in agreement with
those in the study performed by Vespa and associates.®

TABLE 3

Determinations of LOI and cerebral lactate
concentrations obtained by cerebral microdialysis
in 673 samples from 45 patients with TBIs*

No. of Samples

Cerebral Microdialysis Cerebral Microdialysis

Lactate Lactate
LOI > 2 mmol/L = 2 mmol/L Total
=-0.08 275 54 329
<-0.08 268 76 344
total 543 130 673

* The sensitivity of LOI was 50.6% (95% CI 46.4-55.0%) and the spec-
ificity was 58.5% (95% CI 49.5-67.0%), with a false-negative rate of
49.4% and a false-positive rate of 41.5%.
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FIG. 4. Scatterplot showing a nonsignficant correlation between
LOI values and brain lactate values obtained by cerebral microdial-
ysis.

These authors have found no correlation between levels of
extracellular brain lactate measured by a CMA-70 probe in
the white matter and levels of jugular lactate (r = 0.02 in
181 matched samples). In a study performed by our group,
LOI was used to detect an apparent increase in anaerobic
metabolism within the acute phase after TBI in half of the
28 patients studied.* In view of the results of the present
study, our previous results should be considered unreliable
and should be disregarded.

An interesting finding of the present study is that brain
lactate is almost systematically increased within the first 72
hours of head injury. When a cerebral microdialysis cathe-
ter was inserted in the macroscopically noninjured hemi-
sphere, lactate levels were higher than the normal limits
established for the brain (2 mmol/L) in 81% of the samples.
This was true even when we increased the lactate threshold
to 3 mmol/L. However, simultaneous AVDL determina-
tions revealed increased brain lactate concentrations in only
3% of the samples. The most plausible explanation for
these discrepancies is that AVDL does not fulfill the main
requirements for the Fick principle to be applied. There are
several additional reasons to explain the exceptionally wide
discrepancies between the two methods, including the in-
trinsic characteristics of each of the two methods (regional
versus global monitoring systems), the possibility that the
lactate produced in some cells is consumed in other cells
rather than being eluted in the venous blood,' and the fact
that patients with high arterial lactate levels can present a
potential secondary transfer of lactates into the brain.>¢>!

Metabolic Role of Lactate in the Brain

There are several classic and new metabolic concepts
that could be useful for interpreting the results of our study.
Glucose is the principal metabolic substrate of the mamma-
lian brain. Aerobic glucose oxidation produces only a small
quantity of lactate that can detected in the extracellular
space. Under physiological redox conditions, lactate can be
converted to pyruvate in the cytoplasm through the action
of lactate dehydrogenase; in the presence of active mito-
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chondrial oxidative phosphorylation, pyruvate is then fully
oxidized to CO, and H,O, a process yielding 36 adeno-
sine 5'-triphosphate molecules per molecule of glucose.”
However, the brain can use lactate as a substrate, as demon-
strated by studies that have shown that the brain uses lac-
tate during hypoglycemia or periods of elevated blood lac-
tate.!*?® Other authors have introduced the hypothesis that
under specific conditions a substantial part of the brain’s
energy comes from lactate oxidation. According to this hy-
pothesis, lactate is produced by astrocytes and is then trans-
ferred to and used by active neurons.*

An increasing amount of experimental and clinical data
suggest that the metabolism of some glial cells is primarily
glycolytic and that the lactate generated by these cells is
transferred to the adjacent neurons as a substrate for their
oxidative metabolism by what has been called the astro-
cyte-neuron lactate shuttle.’>** Experimental and clinical
evidence indicates that lactate may be a useful substrate for
neurons. Moreover, in vitro studies have demonstrated that
lactate can adequately maintain synaptic activity in the
absence of glucose and sufficient O, supply.”’ In vivo, or
when applied to in vitro preparations, lactate may be pref-
erentially consumed aerobically, compared to glucose, par-
ticularly during periods of intense activity.?**

Microdialysis studies in rats’ and magnetic resonance
imaging studies in humans*’ have indicated that physiolog-
ical stimulation markedly increases lactate concentration,
suggesting transient glycolytic processing of glucose dur-
ing activation.”® Consequently, lactate may play an addi-
tional metabolic role in the normally oxygenated brain, and
increased brain extracellular lactate is not always indicative
of brain tissue hypoxia. For an optimal diagnosis of an in-
crease in anaerobic metabolism and of the redox state of the
cell, ideally simultaneous information on pyruvate levels
would be obtained and the lactate/pyruvate ratio calculated.
Hillered and Persson'> have already proposed that the lac-
tate/pyruvate ratio might be a more reliable indicator of
ischemia than lactate alone. However, the lactate/pyruvate
ratio cannot be calculated from AVDL.

More recent findings from Vespa and colleagues® have
introduced new data that can be used to further elucidate
the significance of an increased lactate/pyruvate ratio. By
simultaneously using cerebral microdialysis and positron
emission tomography to study glucose and O, metabo-
lism, these authors have found frequent episodes of an
abnormally high lactate/pyruvate ratio (> 40) that did not
correspond to ischemia shown on the positron emission
tomography scan. These authors have also found a low in-
cidence of posttraumatic regional and global ischemia.
However, they have suggested that even in the absence of
true ischemia, the brain is in metabolic crisis.>® These find-
ings complicate the significance of increased cerebral lac-
tate production and lend support to the view that use of lac-
tate alone, without pyruvate being taken into account, may
be misleading in the diagnosis of anaerobic cerebral metab-
olism.

The Fick Principle and Transport of Lactate Across the
BBB

For the Fick principle to be applied to any substance, the
transfer of the substance across the BBB must be instanta-
neous, constant, and homogeneous.”” When applied to the
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brain, calculation of ADVQ, is a reliable method for esti-
mating CBF. The Fick principle can still be applied to CO,
or to any other diffusible substance that acts as a tracer
when added to the inflowing blood.” This principle re-
quires that this tracer cross the barrier by simple diffusion.
This is not the case with lactate, which needs the help of a
transport system and consequently crosses the BBB not by
simple diffusion but by facilitated diffusion. Consequently,
the Fick principle cannot be applied to lactate as it is ap-
plied to O, or to CO,.»-3236

Since the 1950s lactate has been assumed to cross cell
membranes via free diffusion of the unionized acid.*? In-
deed, lactate and pyruvate can move across phospholipid
membranes by free diffusion of the undissociated acid, but
only if they are present at high concentrations or if the pH
of the medium is low.* However, at physiological concen-
trations, rates of lactate transfer are very slow.* This is be-
cause lactate uses a specific carrier-mediated mechanism
for lactate/H™" cotransport.*

Studies performed in the BBB have confirmed the pres-
ence of a specific transport mechanism for lactate, pyru-
vate, and B3-hydroxybutyrate with mutual competition be-
tween different monocarboxylates.* The use of a saturable
transporter explains why measurements of lactate released
into jugular blood are not a reliable estimate of the quanti-
ty of lactate produced by the brain.

Controversies Surrounding Normal Values

Normal values of AVDL can be obtained from the clas-
sic study of Gibbs and associates,'® which included 50
healthy awake young male medical students aged 18 to 29
years. However, the definition of normal values of specific
substances from the extracellular fluid is more contro-
versial. Normal values for human extracellular brain lactate
have been extrapolated from animal models, studies of
patients with epilepsy or subarachnoid hemorrhage, and
studies of patients who were undergoing neurosurgical in-
terventions. In the latter, a microdialysis catheter was in-
serted in normal or minimally disturbed brain tissue.!**
Although further studies are required, according to the re-
search performed to date, the estimated normal levels of
lactate in anesthetized human brain are 2 mmol/L or less,
when using a 10-mm dialysis membrane and 0.30-p.l/min-
ute flow.!***> However, as previously mentioned, values
obtained by the microdialysis catheter may underestimate
the true interstitial concentrations.®

Controversies Surrounding Comparison of Global and
Regional Monitoring Methods

One of the most important possible criticisms of our
results is that catheters placed in the jugular bulb differ fun-
damentally from cerebral microdialysis catheters in the
type of data provided. Arteriojugular venous differences of
lactate—a global monitoring technique—may not reveal
regions of increased lactate production if the increase in
brain lactates generated by such areas is diluted and
masked by the lactate concentrations coming from other
relatively normal areas of the brain. In addition, with the
use of a microdialysis catheter as a regional monitoring
technique, it is possible to analyze the extracellular fluid
of only a small amount of tissue. Thus, considerable, and
possibly undetected, disturbances could occur far from the
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catheter position. Equally, if the catheter is inserted near a
contused area, the data provided may reflect the metabolic
status of the abnormal area only, which may be very differ-
ent from that found in most of the brain. However, in pa-
tients with diffuse brain injuries, without relevant contu-
sions or other sizeable lesions, the metabolic information
obtained by regional monitoring systems can be interpreted
as indicative of the status of global metabolism if the meth-
od is correctly used and the catheter is placed in a mac-
roscopically normal region.** In the present study, because
all the patients had a diffuse brain injury or evacuated mass
lesion, and the brain microdialysis catheter was inserted
into macroscopically noninjured tissue, the discrepancies in
the results observed between AVDL and microdialysis can-
not be attributed to methodological problems, but instead
reflect the inability of AVDL to indicate increased brain
lactate production.

Conclusions

Arteriojugular venous differences of lactate values do
not reliably reflect increased cerebral lactate production in
brain-injured patients, and consequently LOI cannot be
considered a reliable method for ruling out brain ischemia.
In our study, AVDL values were evaluated by matching
readings against microdialysates obtained hourly in a pop-
ulation of head-injured patients representative of those who
are monitored in a neurotrauma center. Therefore, a micro-
dialysis catheter should to be inserted in the brain when lac-
tate measurements are needed at the bedside for the man-
agement of these patients or for clinical research.
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Effects of normobaric hyperoxia on brain metabolism in

the injured brain
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Objective: to investigate the effects of 2 hours of normobaric hyperoxia on brain oxygenation and
glucose metabolism in the early phase of severe and moderate traumatic brain injury (GCS < 14).

Design: Prospective study.

Setting: Neurotraumatology intensive care unit of a tertiary university hospital.

Patients: 31 severe or moderate traumatic brain injury (TBI) patients were monitored with a brain
microdialysis catheter and a brain tissue oxygen sensor in non-injured brain tissue.

Interventions: Increase in fraction of inspired oxygen to 100% for two hours. 32 hyperoxia tests were
performed. Blood samples were extracted prior to hyperoxia treatment and at the end of the hyperoxia.
Measurements and Main Results: The effects on several variables, which were obtained after two hours
of normobaric hyperoxia, were later analyzed: glucose, lactate, Lactate/Pyruvate (L/P) ratio, brain tissue
oxygen pressure (PtiO,), arterial oxygen pressure (PaO,), intracranial pressure, mean arterial blood
pressure, cerebral perfusion pressure and pCO,, each compared with those of baseline levels.

After hyperoxia treatment a significant increase in PtiO, and PaO, was found but it was not accompanied
by a decrease in brain lactate or L/P ratio. We observed different patterns of lactate and L/P ratio response
to hyperoxia with different frequencies. Only 4 patients were hypoxic at baseline and presented a
decrease in lactate levels after hyperoxic challenge, although it was not significant. However in this
subgroup of patients L/P ratio did not decrease after hyperoxia treatment.

Conclusion: Our results suggest that normobaric hyperoxia effects are not equal in all TBI patients and
perhaps it might be only effective improving brain metabolism in a subgroup of patients, which should be
better depicted in future studies.

INTRODUCTION

In the last decade, significant insight has been
The management of severe severe traumatic acquired in the underlying pathophysiology of
brain injury (TBI) is based on the basic TBI, the secondary Ilesions and the
assumption that in patients who arrive to the neurochemical cascades that acute injury puts in
hospital alive, most damage is delayed in time motion. Ischemic and non-ischemic tissue
(secondary injuries) and that interventions hypoxia are highly prevalent after severe TBI.
directed to preventing and early treating Direct assessment of brain tissue oxygen
secondary injuries can make a difference in oxygen partial pressure (PtiO,) with the use of
survival and functional outcome'. However, polarographic Clark-type electrodes directly
despite the many clinical trials that have placed within the brain tissue is a widely used
targeted patients with a moderate or severe TBI, method of neuromonitoring. At the bedside,
at present, there is no effective therapy in the these devices allow the clinician to closely
treatment of these patients. The heterogeneity of monitor PtiO,, a good indicator of the balance
TBI population has been proposed as one of the between oxygen supply and consumption and
most important causes of the systematic failure therefore are useful to monitor the integrity of
of phase III clinical trials to show the brain tissue metabolism.
effectiveness of many  drugs with In TBI, the oxygen flux from capillaries to the
neuroprotective  properties when tested in cell and later to the mitochondria can be altered
preclinical studies”. by diffusion alterations an many different stages
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of the oxygen delivery to the mithocondria*. The
diffusion distance of the oxygen molecules from
the capillaries to the cell is about 60 um, but this
distance is greater after TBI as a result of the
intra- and extracellular edema induced by the
tissular lesion’. Therefore theoretically, it may
be beneficial for some patients to obtain greater
oxygen pressures to increase the pressure drive
and to provide a correct supply of oxygen to the
brain.

Some authors have introduced the hypothesis
whereby following brain edema, if the oxygen
pressures are increased to levels higher than
necessary to saturate arterial hemoglobin, an
optimal  gradient could be  obtained,
ameliorating mitochondrial oxygenation. Recent
studies suggest that normobaric hyperoxia,
which is easily achieved in mechanically
ventilated patients, could be used as a potential
treatment to improve brain oxygenation and
consequently the metabolic disorders that follow
TBI. Nevertheless, much controversy has been
raised due to contradictory results obtained by
different studies™'’. This variability in the
results might be due to methodological
differences in evaluating the response to the
oxygen challenge. It is obvious that an increase
in PtiO, does not neccesarily imply a better
brain oxygenation and that hyperoxic tissue
improves the redox state of the cell. Moreover,
improvement is not always demonstrated by
using robust metabolic parameters such as the
lactyate-pyruvate ratio (LP ratio) after the
hyperoxic challenge®'°.

Another issue to clarify is whether it could exist
a subgroup of patients, identified by metabolic
parameters, in whom normobaric hyperoxia can
be a therapeutic option. The aim of this study
was to study the metabolic response of the
injured brain to normobaric hyperoxia. Our goal
was to show whether oxygen challenge could
improve brain oxidative metabolism by
analysing the data obtained from brain
microdialysis and brain tissue oxygen pressure
(PtiO;) monitoring techniques. A second aim
was to try to identify whether a subgroup of
patients could benefit for being treated with
normobaric hyperoxia.

MATERIAL AND METHODS

Patients

A prospective study was conducted on patients
aged 18 to 65 years, with a moderate or severe
TBI as defined by an admission Glasgow Coma
Scale (GCS)"" score below or equal to 13 and an
abnormal CT scan. The Traumatic Coma
Databank (TCDB) classification'? was used to
describe brain lesions in the TBI patients. All
patients required ICP monitoring and were
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monitored and treated following the Brain
Trauma Foundation guidelines for the TBI
patient, which were adapted to our
protocols'*'*. These guidelines give priority to
ICP control, CPP control as well as the
prevention of avoidable factors that could
promote the appearance of secondary brain
lesions.

This study received institutional approval
(protocol  number, PR-TR-137/98). The
Institutional Review Board waived the need for
informed consent, as hyperoxic challenge was
considered harmless and routinely performed in
any Intensive Care Unit. Outcome was
evaluated by an independent evaluator at six
months of injury by the Extended Glasgow
Outcome Scale (GOSE). Scores obtained were
dichotomized in bad outcome (GOSE:1-4) and
good outcome (GOSE:5-8).

Brain microdialysis monitoring

A cerebral microdialysis catheter CMA-70
(CMA Microdialysis Stockholm, Sweden), with
a 20 kDa cut-off membrane was used in 15
patients and a CMA-71 catheter (CMA
Microdialysis Stockholm, Sweden) with a 100
kDa cut-off membrane in 16 patients. Brain
microdialysis catheters were inserted in non-
injured brain tissue following a method
previously described elsewhere'’. The position
of the catheter was checked using a control CT
scan in which the catheter is seen because it has
a gold-tip. In addition, all patients were
monitored with a subcutaneous microdialysis
catheter (CMA-60, CMA  Microdialysis
Stockholm, Sweden) as a systemic reference,
which was inserted in the subcutaneous adipose
tissue of the abdominal region. Sterile isotonic
fluid containing 147 mmol/L Na®, 1.2 mmol/L
CaCl,, 2.7 mmol/L KCIl, and 0.85 mmol/L
MgCl, was perfused at a flow rate of 0.30
pl/minute using a CMA-106 pump (CMA
Microdialysis Stockholm, Sweden). The first
microdialysate sample was discarded and
microvials were collected hourly by the nurse
in charge of the patient. Bedside analysis for
glucose, lactate, pyruvate and either glutamate,
urea or glycerol was routinely performed using
the CMAG600 microdialysis analyser (CMA
microdialysis, Stockholm, Sweden).

Brain tissue and
hyperoxic test

Patients were monitored by the Licox® CMP
system using licox CC1.SB sensors (Integra,
Plainsboro, NJ, USA). The brain tissue oxygen
sensor for PtiO, measurement was implanted
near the brain microdialysis catheter also in the
non-injured brain tissue. Data obtained during

oxygen monitoring
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the entire monitoring period was exported to a
laptop and stored in the hard disk until analysis.

Hyperoxia test

The hyperoxic challenge was performed within
the first hours post-TBI when patients already
had both the microdialysis catheter and the brain
tissue oxygen sensor implanted. Patients had to
be hemodynamically stable and correctly
sedated at the beginning of the hyperoxia test.
As a first step, we extracted arterial baseline
blood samples. If PaO, was above 170,
ventilator and/or FiO, settings were modifed to
obtain a PaO, between 100-170 mmHg and at
least one hour was allowed before conducting
the test. Before hyperoxic challenge, different
vital signs as well as microdialysis and brain
PtiO, values were recorded and blood samples
withdrawn. After stable readings FiO, was
increased to 100% and maintained at this level
for two hours. At the end of the two hours
hyperoxic challenge arterial blood samples were
extracted and the same baseline variables
recorded again. Immediately after the test, FiO,
was reverted to maintain a PaO, of at least 100
mmHg. Hyperoxia test was performed twice in
one patient, with an interval period of one day
between the first and the second test. Patients
that did not present a minimum PtiO, increase of
10 mmHg after hyperoxia test were considered
as non-responders and excluded from the
metabolic analysis.

Data analysis

Our preliminary findings showed that brain
lactate and L/P ratio levels after hyperoxic
challenge varied differently. Each parameter
could increase, decrease or not change after O,
stimulus, finding 9 possible combinations of the
two parameters (lactate and L/P ratio).

A change in lactate of £ 5.7% and for pyruvate
of £ 3.4% from baseline was considered non-
significant. These are the standard deviations
provided by the manufacturer for the CMA 600
microdialysis analyser'®. Therefore, if lactate
changed within this range, it was considered
that no variation existed. Pyruvate change was
prior calculated to obtain L/P ratio changes in
relation to hyperoxia.

Statistical Analysis

Descriptive statistics were obtained for each
variable. Whether or not data followed a normal
distribution was checked using the Shapiro-
Wilks test. A paired t-test was used to compare
baseline and hyperoxia samples for each
variable when normal distribution was found.
The Wilcoxon test was used for two related
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samples to determine significant differences
between pairs of variables that did not follow a
normal distribution (baseline and post-
hyperoxia samples). The Spearman correlation
coefficient was used to correlate two scale
variables when they did not follow a normal
distribution and the Pearson linear correlation
test was used for samples that followed a
normal distribution. Comparisons were made
using SigmaStat version 3.1 for Windows and
SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL; USA). In all of
the abovementioned tests a difference of P<(.05
was considered statistically significant.

RESULTS

Thirthy one patients (9 women and 22 men)
with a median initial GCS of 6 (range: 3-12)
were included in the study. Median age of the
group was 30 (range: 17-64 years). Among the
patients included in the study, we included 19
patients with a diffuse injury type II, 6 patients
with a diffuse injury type III, 3 patients with a
diffuse injury type IV and 3 patients with an
evacuated mass lesion. The median time from
TBI until test was 46 hours (range: 15-126).
Thirty two hyperoxia tests were performed in
thirty one patients. Mortality rate at 6 months
was 23% (7 patients). Sixteen patients presented
a good outcome and 13 patients presented bad
outcome. In 2 patients who survive it was not
possible to assess the GOSE.

Systemic and intracranial parameters

Median baseline ICP was 8 mmHg and after
hyperoxia treatment a non significant increase
to 9.5 mmHg was observed. Mean arterial blood
pressure (MABP) at baseline was 86.8+14.4
mmHg which increased significantly after
hyperoxia treatment to 129.4+16.7 mmHg (P <
0.001; paired t-test). Baseline cerebral perfusion
pressure (CPP) calculated as the difference
between MABP and ICP was 77.3+15.1 mmHg
and also increased to 118.6£16.1 mmHg (P
<0.001, paired t-test).

PaO, increased from 121424.1 mmHg at
baseline to 456.1+105 mmHg at the end of the
hyperoxic challenge (P<0.001; paired t-test).
PtiO, at baseline was 26.9+£9.7 mmHg and
increased after hyperoxia to 95.5+43.2 mmHg
(P<0.001; paired t-test). Only four patients were
hypoxic at baseline (PtiO, <15mmHg).

Microdialysis data

One patient was considered as non-responder
and excluded from the metabolic analysis.
Baseline and hyperoxia values for each
metabolite, as well as statistical significance, are
shown in Table 1. To analyse whether systemic
and brain metabolites were related we tested if
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Brain and subcutaneous microdialysis data

Microdialysis

metabolites

Baseline

Hyperoxia

p value

Brain catheter

Glucose (mmol/L)
Lactate (mmol/L)
Pyruvate (mmol/L)
Lactate/Pyruvate

Subcutaneous catheter

Glucose (mmol/L)
Lactate (mmol/L)
Pyruvate (mmol/L)
Lactate/Pyruvate

1.2 (0.02-9.16)
2.2 (0.03-10.80)
0.1 (0.00-0.36)
22.7 (4.78-115.73)

5.7(1.71-11.52)
1.6 (0.42-6.20)
0.12 (0.00-0.29)
13.3 (9.00-63.94)

1.5 (0.03-10.74)
2.8 (1.25-10.8)

0.1 (0.06-0.38)
23.4(11.31-99.89)

5.8 (1.77-10.77)
1.3 (0.34-3.57)
0.1 (0.00-0.23)
13.4 (5.76-91.00)

p=0.005*
p=0.964
p=0.136
p=0.264

p=0.173
p<0.001*
p=0.186
p=0.699

Table 1. Brain and subcutaneous microdialysis data from TBI patients included in the study. *: statistically significant. Data is

presented as median and maximum and minimum (in brackets).

there existed a correlation between metabolite
concentrations from subcutaneous and cerebral
catheter at baseline and we did not find any
relationship between them (Figure 1).

Lactate and L/P ratio did not change after the
hyperoxia challenge (Figure 2).

The subgroup of hypoxic patients presented a
decrease in lactate levels although the small
sample size precludes any definite conclusion.
Moreover L/P ratio increased in hypoxic
patients after hyperoxic challenge (Figure 3).
We found 8 types of Lactate and L/P ratio
combinations in our patients, which are shown
in Table 2, with the different frequencies and
percentages. Fourteen patients presented a
decrease in lactate (45.16%) as well as in L/P
ratio (45.16%) after hyperoxia challenge, but
only 10 patients (32.3%) presented both a
decrease in lactate and L/P ratio. On the other
hand, fifteen patients showed an increase in L/P
ratio (48.39%) and seven patients presented an
increase in lactate (22.58%) after hyperoxia
treatment. An example of different pattern
responses depending on lactate and L/P ratio
parameters for some patients is shown in Figure
4.

Table 2. Combination groups found in patients included in
the study. L:lactate; L/P: L/P ratio. Arrows show an increase
or decrease after hyperoxia treatment. Equal symbol means
no change after hyperoxia challenge.

DISCUSSION

Mammalian brain is a highly aerobic organ that
requires sufficient supply of oxygen (O,) to the
mitochondria to maintain an adequate ATP
production. The supply of O, to the brain is
multifactorial and depends on cerebral blood
flow (CBF), the ability of blood to transport O,,
hemoglobin (Hb) oxygen affinity, Hb
characteristics, diffusion conductancy from
arterial capillaries to cells and arterial oxygen
pressure (PaO,) between arterial blood and
intracellular compartment'”.

Brain and subcutaneous glucose

Brain glucose (mM)
-
[ ]
S

Subcutaneous glucose (mM)

Figure 1. Scatterplot showing the relationship between
brain and subcutaneous microdialysis at baseline (r=0.5;
p=0.165).

Neurocritical care in moderate and severe TBI
patients is addressed to restore and maintain
normal physiology which enables the anatomic
and functional recovering of nervous cells after
injury, as well as to avoid the occurrence of
intracranial and  extracranial = secondary
complications. Therefore, it is pivotal in the
treatment of these patients to correctly supply
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Lactate levels at baseline and after hyperoxia

L/P ratio levels at baseline and after hyperoxia

12 140

. 100

80

g 60

Lactate (mM)
—
4‘

Figure 2. Boxplots showing lactate and
L/P response to hyperoxia. A: boxplots for
lactate at baseline and at the end of
. »  hyperoxia treatment. B: boxplots for L/P
o ratio at baseline and at the end of
hyperoxia treatment.

- 20 \fl
0 A 0 M
Baseline Hyperoxia Baseline
metabolic  substrates, ascertain monitoring

reliable markers to control this supply and
monitoring  early alterations in  brain
metabolism, thus allowing to modify therapeutic
management when necessary.

Despite the progress in brain monitoring
techniques and treatment, the outcome of
patients suffering a TBI has not significantly
improved. The heterogenity of TBI has been the
main cause because several clinical trials have

failed to  demonstrate  neuroprotective
efectiveness to blockade secondary brain
injury*'®?'.  In this context, normobaric

hyperoxia is presented as an easy procedure that
can be performed in all critical care settings,
which is relatively safe and potentially
beneficial in improving brain oxygenation and
consequently brain metabolism. However,
several studies have analysed the effects of
normobaric hyperoxia on brain metabolism
from TBI patients with contradictory results and
controversial interpretations™'°. In addition,
methodological differences among studies make
it difficult to compare series and results.

In the present study our purpose was to analyse
the effects of two hours of normobaric
hyperoxia in the normal-appearing brain tissue
from 31 patients. Our data confirm as other
studies do®*'? that after normobaric hyperoxia
both arterial and brain tissue oxygen tension
significantly increase although their increase is
not linear. Despite few available data in
humans, several experimental studies have
demonstrated that O, is thightly regulated in the
mammalian brain. In the last decade evidence
has been accumulated to show that PtiO, is
maintained constant in mammalians
independently of marked changes in PaO,”.
These studies have shown that increases in
inspired fraction of O, and secondary in PaO,
promote a moderate increase in PtiO, quickly
followed by a plateau. This strategy has been
called the low blood PaO, strategy and it has
been considered a phylogenetic evolutive
mechanism directed to protect organs from
potential O, toxcicity”. However, even if this
increase in PtiO, was an abnormal response it
would be beneficial if it was followed by an
increase in O, consumption and by an
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improvement in brain metabolism.

Nevertheless, brain lactate as well as L/P ratio
did not change after hyperoxia in our study.
Interestingly lactate from subcutaneous adipose
tissue decreased significantly which suggests
that the two compartments are independent and
that at least in subcutaneous tissue the
supplementary oxygen could be the cause for
lactate reduction. However, L/P ratio in adipose
tissue was not changed.

Several clinical and experimental studies have
shown that severe TBI is associated with
important brain metabolism alterations® 2.
Brain lactate was identified several years ago as
one of the markers of these metabolism
alterations, specifically in the acute phase of
TBI**". However, a raised lactate does not
necessarily indicate an increased anaerobic
metabolism. An increase in lactate levels could
denote anaerobic metabolism or hyperglycolisis,
independently of aerobic  brain tissue
condition’’. It has been demonstrated that
lactate can be produced by astrocytes during
hypoxia and later aerobically consumed by
neurons as the main energy fuel, once O,
deprivation is restored®>’. Although lactate is
not reliable for detecting tissue hypoxia both
lactate and L/P ratio, in combination, have a
crucial role in detecting significant anaerobic
metabolism.

Lactate in hypoxic patients

Lactate (mM)

Baseline Hyperoxia

Figure 3. Error bars showing lactate levels at baseline and
at hyperoxia phase in the subgroup of hypoxic patients.

Because our hypothesis was that not all the
patients react in the same way to hyperoxia we
analysed data in depth finding different types of
patterns regarding lactate and L/P ratio levels.
We observed that pyruvate changed very
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Figure 4. Figure showing patients

that presented a decrease in lactate
after hyperoxia, with different L/P
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differently even though with L/P ratios that
decreased or increased. In figure 4 we can
observe that patients 2 to 4 presented a decrease
in lactate as well as a reduction in pyruvate
showing an elevated L/P ratio after hiperoxia,
showing no compatible results between the two
parameters. Although lactate accumulation
origin can be diverse as mentioned before,
elevated levels of brain lactate might be
deleterious in the injured brain. Marked cerebral
acidosis may exacerbate calcium-mediated
damage to intracellular enzyme systems and
may also interfere with ion-channel function®®.
Furthermore, high tissue lactate levels could
promote a decline in brain pH, as has been
shown in several posttraumatic animal and
clinical studies®.

We found eight different combinations of
lactate and L/P ratio within all the patients
included in the study. The combination most
frequently found was a decrease in lactate as
well as L/P ratio after hyperoxia treatment.
Therefore, a possible hypothesis is that patients
presenting a major metabolic alteration could
present a selective benefit with hyperoxia. The
responses to hyperoxia are influenced by the
interpatient heterogenity but at least in some
patients mitochondria could be sufficiently
intact to increase their function in response to
the O, stimulus. Patients that did not experience
any change in lactate or L/P ratio after O,
stimulus, maybe it was because they were
physiologically more normal and no need of
extra oxygen was necessary or mithocondrial
dysfunction was enough to prevent any
metabolic change. Finally, in other patients a
metabolic worsening is a possible explanation,
as lactate increased as well as L/P ratio after the
hyperoxic challenge. In these patients, perhaps
mithocondria were dysfunctional but with

114

|

|

|

H
[ERSTRINEN

pyruvate are also shown.

sufficient O, preventing the transformation of
lactate to pyruvate.

These findings could explain why different
results are obtained among publications, maybe
because series were composed by patients with
different responses to hyperoxia challenge.

It has been investigated that mitochondrial
function is impaired in head injured patients***'.
One experimental study showed that there are
mitochondrial populations that are different in
terms of sensitivity to injury and Ca>" loading™.
Mitochondria should be adequately intact to be
able to increase their function in response to
hyperoxic treatment. Aerobic metabolism
depends on the correct supply of substrates and
on the existence of mitochondria with
appropriate  function.  If  mitochondrial
dysfunction occurs, aerobic metabolism will
also shift toward anaerobic metabolism even
with normal oxygenation®'.

Patients included in the study were not in a
hypoxia/ischemia condition as mean baseline
PtiO, levels were above 20 mmHg, as well as in
other studies®®'’, and only four patients
presented baseline PtiO, levels below 15 mmHg.
This subgroup of hyperoxic patients presented a
decrease in lactate levels after hyperoxia
challenge, although the sample size precluded to
perform any conclusion. Moreover, L/P ratio in
this subgroup of patients increased after O,
stimulus. It has been determined that if brain
oxygen tension levels fall below approximately
20 mmHg aerobic metabolism ceases®.
However, it should be pointed that the minimum
PtiO, required to provide sufficient intracellular
oxygen is unknown® and that ischemia
definition is not fully validated. In addition, it
has been suggested that the diffusion distance
for oxygen from the microvasculature may
increase after TBI due to swelling and tissue
damage. In these situations the brain might
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require higher tissue oxygen tensions to
maintain  sufficient tissue  oxygenation®’.
Nonhemoglobin O, transport may be more
important than previously believed. Under
normal oxygen tensions the disolved oxygen in
plasma is negligible, but normobaric hyperoxia
may increase the amount of dissolved oxygen
by approximately 0.5-1 vol%™.

Our main goal was to analyse whether
hyperoxia could diminish lactate as well as L/P
ratio regardless the metabolic or oxygenation
condition at baseline. For this purpose, and
because our general protocol is like this, probes
were situated in regions that did not show
anatomic injury on CT scan. We observed that
even normal tissue presented metabolic
alterations. Furthermore, it has been ascertained
that TBI leads to a state of persistent metabolic
impairment which is not primarily a result on
persistent brain ischemia®. In this latter study
authors found a low incidence of brain ischemia
although the PET start time was after 24 hours
from TBI, which differs from previous studies
that detected an elevated persistence of brain
ischemia in the early stage of TBI'*. In
another study sustained increases in L/P ratio
occurred more frequently in pericontusional
tissue compared with normal tissue but L/P ratio
was not related to cerebral perfusion pressure®.
In future studies it will be interesting to analyse
the effects of hyperoxia only on ischemic
patients to find out whether it could be more
beneficial than in patients better oxygenated.
Unlike the lung, the rest of organs are largely
protected from elevated arterial oxygenation.
The harmful effects of hyperoxia have been
attributed mainly to free radical formation
which could then lead to lipid peroxidation®.
Additionally to toxicity from reactive oxygen
species, it has been detected that pure O, can
cause cerebral vasoconstriction thus reducing
perfusion® . It has been suggested that
cerebral vasoreactivity is a mechanism whereby
brain attempts to protect itself against high
partial pressures of oxygen, maybe to limit the
production of oxygen free radicals™.

In our study we found that MABP significantly
increased after normobaric hyperoxia and thus
calculated CPP also significantly increased,
although this finding is not clinically relevant.
One of the limitations of the present study is
that we have not been able to measure directly
the cerebral metabolic rate for oxygen (CMRO,)
with PET or brain high-energy phosphates with
MRI, as recent studies have done®*. 1In the
first study CMRO, did not change when inspired
oxygen concentration was raised from 40% to
100%*, whereas in the second one authors
found that CMRO, was increased in at-risk
tissue in the absence of significant changes on
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other parameters, implying a preferential
metabolic benefit with hyperoxia®.

CONCLUSIONS

Moderate and severe TBI induce brain
metabolic alterations even in normal-appearing
brain tissue. Normobaric hyperoxia increases
significantly PaO, and PtiO, and when brain
metabolism is analysed several response
patterns are found, suggesting that patient
heterogenity should be taken into account when
applying hyperoxia treatment. Further studies
are needed in order to better define whether a
subgroup of patients could be in clear benefit
with normobaric hyperoxia treatment, as well as
to define possible hyperoxia protocols. Future
phase III, randomized, clinical trials are also
needed in order to demonstrate whether a clear
clinical benefit exists.
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Abstract Objective: Recent ex-
perimental evidence suggests that
matrix metalloproteinases (MMPs)
are implicated in the pathophysiology
of traumatic brain injury (TBI) by
increasing blood-brain barrier perme-
ability and exacerbating posttraumatic
edema. We examined the acute profile
of MMP-2 and MMP-9 in the plasma
of patients with moderate or severe
TBI and in the brain extracellular
fluid (ECF). Design: Prospective
observational study. Setting: Neu-
rotraumatology intensive care unit

of a tertiary university hospital.
Patients: Twenty patients with mod-
erate or severe TBI were included and
three groups were used as controls:
20 patients with a mild head injury
and normal CT scan, 15 moderate
polytrauma patients without TBI, and
20 healthy volunteers. Interventions:
Plasma samples were collected within
the first 12 h and at 24 h post-injury.
Simultaneous brain microdialysate
and plasma samples were obtained
in four moderate-severe TBI patients
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at additional timepoints: 48, 72, and
96 h post-TBL. Measurements and
main results: Gelatinases (MMP-2
and MMP-9) were measured by
gelatin zymography. A significant
increase in plasma gelatinases was
observed at baseline when compared
with healthy volunteers in the study
group. This early increase was fol-
lowed by a significant decrease at
24 h post-injury. Brain microdialysis
samples presented a similar time
profile as plasma samples for both
gelatinases. Conclusions: High levels
of gelatinases were found in plasma
and brain ECF in the early phase of
TBI, indicating that both local and
systemic trauma-induced upregulation
of gelatinases in the acute phase
might play an important role in the
pathophysiology of TBI and could be
a future therapeutic target.

Keywords Blood-brain barrier -
Brain extracellular fluid - Matrix
metalloproteinases - Gelatinases -
Microdialysis - Neuroinflammation -
Traumatic brain injury
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Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is the leading cause of
death and disability worldwide among the population
under the age of 45 years. Severe TBI is an extremely
heterogeneous and dynamic process where mechanical
injury triggers vascular, metabolic, cellular, and molec-
ular processes known as secondary injuries [1]. Two of
the less understood processes activated by TBI are the
neuroinflammatory response and the increase in vascular
permeability of the blood-brain barrier (BBB). Alteration
in BBB permeability, and consequently brain edema, are
an integral part of the secondary injury process, although
the timing of this dysfunction and the exact mechanisms
involved are still highly speculative.

Matrix metalloproteinases (MMPs), also called ma-
trixins, are a family of more than 20 neutral proteases
that are able to degrade or modify almost all extracellular
matrix (ECM) components, including collagen, laminin,
and proteoglycans [2]. The MMPs and their potential
deleterious effects are tightly regulated at transcriptional
and post-transcriptional levels through proform activation
and by MMP tissue inhibitors (TIMPs) [3]. Two members
of this family have a very specific and marked activity
against gelatin and are termed gelatinases. One enzyme
of 72kDa has been called MMP-2 (gelatinase A), and
the other, a 92-kDa protein, is MMP-9 (gelatinase B).
Both gelatinases specifically degrade type-IV collagen,
laminin, and fibronectin, which are the major components
of the basal membrane of the cerebral blood vessels [4].
The MMPs are secreted as a proenzyme (proMMPs) or
latent inactive form by endothelial cells, astrocytes, and
neurons. These proforms could be activated by a variety
of molecules and its activation plays an important role
in several physiological processes, such as embryonic
development, tissue resorption, and remodeling [2, 5].

Recent evidence shows that MMPs are overexpressed
in several pathological states affecting the brain [6]
and also are involved in the pathophysiology of severe
TBI [7-12]. In vitro studies have demonstrated that
the secretion of gelatinases is significantly increased in
cortical cultures in which mechanical injury has been
simulated [12]. There is also evidence showing that
several inflammatory cytokines, such as interleukin-18
and tumor necrosis factor-a (TNF-a), induce MMP
overexpression following brain injury, both in astrocytes
and microglial cells [13]. Animal models have shown
that levels of MMP-9 messenger RNA are increased
following TBI, and that in the MMP-9 knockout mice
there is a significant reduction of brain damage after
induced TBI when compared with wild animals [14, 15].
It is currently accepted that the balance between MMP
and TIMP activity determines the net degrading potential
of the ECM. Preliminary clinical studies have shown
increased MMP-9 in the blood of TBI patients [16], and
Horstmann et al. have defined its temporal profile in

severe stroke [6]; however, in human TBI, data about
the presence of gelatinases in the brain extracellular fluid
(ECF) and their temporal profile, both in plasma and ECF,
are still lacking.

This work focuses primarily on studying the plasma
levels of gelatinases (MMP-2 and MMP-9) in the acute
phase of moderate or severe TBI, and on determining
their temporal pattern in the early phase after injury.
A secondary aim was to study the levels of both enzymes
in the ECF of the injured brain in a selected group of
patients monitored with microdialysis and a 100-kDa
cut-off membrane. To clarify whether the systemic levels
found are a consequence of either the release of gelati-
nases from the injured brain or a systemic brain-induced
inflammatory response, or the result of both mechanisms
combined, we used three different control groups. For
establishing the baseline levels, healthy volunteers,
mild TBI patients without significant polytrauma, and
a normal CT scan and moderate polytrauma patients
without TBI were used. To compare the temporal profile,
a cohort of moderate polytrauma patients without an
associated TBI and a normal CT scan were also used as
controls.

Materials and methods

A prospective study was conducted in patients with moder-
ate or severe TBI (Glasgow Coma Scale score < 13), who
required ICP monitoring and had an Injury Severity Score
(ISS) of < 25[17, 18]. Exclusion criteria included the pres-
ence of severe polytrauma (ISS > 25), any inflammatory
or malignant disease, an age of < 18 or over 65 years, pa-
tients with bilateral unreactive pupils, and patients admit-
ted to hospital more than 12 h after injury. Traumatic brain
lesions were classified according to the Marshall classifi-
cation [19]. The general management of patients with se-
vere or moderate TBI followed a protocol adapted from
the guidelines for the management of severe TBI proposed
by the Brain Trauma Foundation [20, 21]. Corticosteroids
were not used in the treatment of these patients.

Twenty consecutive patients, 5 with a moderate TBI
(GCS 9-13) and 15 with a severe TBI (GCS < 8), were
included in the study. Three groups were used as controls:
mild polytrauma patients (ISS < 25) without associated
TBI and a normal CT scan (15 patients); mild TBI patients
with a GCS of 14 or 15 and a normal CT scan (20
patients); and 20 healthy volunteers.

The study received institutional approval. The Ethics
Committee of Vall d’Hebron University Hospital waived
the requirement for informed consent because blood sam-
ples were collected at the same time as routine extraction
of blood samples were performed in the ICU, and because
of the observational nature of the study. Informed consent
was obtained from all volunteers and patients included in
control groups.
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Microdialysis technique

Brain microdialysis is used routinely in our Neuro-
traumatology Intensive Care Unit in most severe or
moderate TBI patients who require ICP monitoring. The
protocol used for implanting probes and the analytes
routinely monitored at the bedside has been published
elsewhere [22]. In four patients, three of them included
in the study group (moderate or severe TBI patients),
a high-cut-off (100kDa) cerebral microdialysis catheter
(CMA-71, CMA Microdialysis, Stockholm, Sweden) was
inserted in the less damaged hemisphere in a structurally
normal area identified by CT scan. The exact situation of
the probe was confirmed by a control CT scan. For more
detailed information the reader is referred to the electronic
supplementary material (ESM).

Extraction and processing of blood samples
and brain microdialysates

In the study group, plasma samples from peripheral arte-
rial blood were collected in EDTA-coated plastic tubes at
baseline (within the first 12 h from injury) and at 24 h from
injury. The tubes were kept at room temperature and cen-
trifuged immediately after extraction (3500 rpm for 15 min
at 4°C) and the supernatants stored at —80°C until analy-
sis. In patients monitored by brain microdialysis as well as
plasma and microdialysate samples were obtained with the
following temporal profile: < 12, 24, 48,72, and 96 h from
injury.

In polytrauma control group, samples were collected
using the same time points as in the study group. In mild
TBI and healthy volunteers control groups, only a single
plasma sample was collected for each patient at one time
point per individual and within the first 12 h after injury in
mild TBI patients. In all control groups, plasma was ob-
tained from peripheral venous blood.

Zymographic measurement of gelatinase activity

In both plasma and microdialysate samples, MMP-2 and
MMP-9 were measured by gelatin-substrate zymography
as previously described [23]. In each gel we included
a positive control both for MMP-2 and MMP-9 as an
internal control that permits the comparison of results
among all zymograms. The gelatinolytic zones were quan-
tified using the Kodak 440 imaging system and analyzed
using Kodak 1D image analysis software (Kodak, New
Haven, CT, USA). The intensity of the bands (measured
in arbitrary units) was normalized to that of recombinant
human MMP-9 proform control to allow comparisons
between gels. This assay is able to detect all gelatinase
MMP isoforms. For more detailed information the reader
is referred to the ESM.
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Statistical analysis

All variables were introduced into a database created
using Microsoft Excel 2000 (Microsoft, Redmond, WA,
USA) and data was imported to the software package
SPSS 12.0 for statistical analysis (SPSS, Chicago, IL,
USA). Normal distribution was tested using the Kol-
mogorov—Smirnov test. For testing differences in means
among groups the parametric one-way repeated-measures
ANOVA was used with the Bonferroni post-hoc test.
In not normally distributed data, a repeated measures
ANOVA on ranks was used with the Dunn’s post-hoc
test. A paired t-test was used to compare the differences
between baseline time points and 24-h sample time
points when data was normally distributed, whereas
a Mann—Whitney rank-sum test was used in not normally
distributed data. Statistical significance was established at
p <0.05.

Results

Descriptive data from the TBI study group and the three
control groups are shown in Table 1. Only values for each
gelatinase (MMP-2 and MMP-9) proforms were statisti-
cally analyzed and reported in the text.

MMP-2 and MMP-9 baseline plasma levels

The median MMP-2 baseline plasma levels in the
study group was 2.37 units (range 1.45-3.56), 1.26 for
polytrauma group (range 0.62-3.2), 1.31 for mild TBI
group (range 0.68-2.48), and 1.78 for healthy volunteers
(range 0.73-2.7; Fig. 1). The median values of MMP-2
in the study group were significantly higher than me-
dian baseline levels in all control groups (p <0.05).
No statistically significant differences were detected
in the MMP-2 baseline levels among the three control
groups.

The median for baseline MMP-9 levels in the study
group was 1.68 units (range 0.96-3.54), 1.02 in healthy
controls (range 0.58-1.48), 1.25 in patients with mild
TBI (range 0.51-2.66), and 1.42 in polytrauma pa-
tients (range 0.62-4.24; Fig.2). The median levels of
MMP-9 in the study group were significantly higher
than those in the mild TBI group and in healthy vol-
unteers (p <0.05). Although baseline MMP-9 values
in the study group were higher than in polytrauma
group, these differences were not statistically significant.
Moreover, a statistically significant increase in baseline
MMP-9 levels was found in polytrauma patients when
compared with healthy volunteers (one-way ANOVA,
p=0.017).


avilalta
Línea


RESULTATS

Table1l Descriptive data from the TBI study group (moderate-
severe) and control groups. T7CDB, Traumatic Coma Databank
classification; EMLesion, evacuated mass lesion; ISS, Injury Sever-

of sample extraction in the first 12 h after injury. Twenty-four-hour
sample: time from injury to blood extraction in samples obtained at
24 h from TBI (in hours). GCS, Glasgow Coma Score

ity Score. Baseline sample: time in hours from injury to the time

TBI patients Microdialysis Polytrauma Mild TBI Healthy
(study group; patients patients patients volunteers
n=20) (n=4)" (n=15) (n=20) (n=20)
Age (years) 33+ 15° 39+18° 38+ 14° 33+18* 39+13%
Gender
Males 16 (80%) 3 (75%) 11 (73.3%) 8 (40%) 12 (60%)
Females 4 (20%) 1 (25%) 4 (26.7%) 12 (60%) 8 (40%)
ISS 14.45+£4.412 18 £5 7.6 £6% - -
TCDB DI type II: 15 Patient 1: DI type 11
DI type III: 2 Patient 2: DI type 11
DI type IV: 1 Patient 3: DI type III - DI type I -
EMLesion: 2 Patient 4: DI type 11
GCS Patient 1: 9
Patient 2: 10
7432 Patient 3: 4 15 15 15
Patient 4: 4
Baseline sample Plasma: 7 £ 1*
6£3% Microdialysis: 9.5 £ 4.9% 7.6£3.2% 5.07 £3.68% -
24-h sample Plasma: 24
24+ 142 Microdialysis: 24.9 + 1* 25+1.6* - -
2 Data is presented as the mean + SD
b Patients 1, 3, and 4 also belong to the TBI study group
Fig.1 Box-and-whisker plots L E
for plasma MMP-2 proform
levels at baseline and at 24 h
post-injury in the TBI study ™ MMP-2
group and in the polytrauma
without TBI control group. 4 & g 4
Baseline plasma levels in the oy
mild TBI and in the healthy- =
volunteers control groups are 2 %
also shown. MMP-2 levels are E ®
expressed as ratios that were = 4 - =
calculated by dividing the E
intensity of each band by the 2 L
MMP-9 proform control in the E L
same zymogram 8
g 9 -T- = =
o
o
o
s | T3
1 - J-_ e 1
L
U T T 1 T ] Ll E
Baseline 24 hrs Baseline 24 hrs Mild TBI Healthy
e —
Severc-Moderate TBI Polytrauma
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Temporal profile of plasma MMP-2 and MMP-9

MMP-2 plasma levels showed a mild but statistically
significant decrease in the study group at 24 h after injury
compared with baseline levels (p < 0.05); however, the
levels at 24 h after injury remained higher than the levels
in all the control groups (Fig. 1). The differences found in
the levels of MMP-2 at 24 h and the median of the baseline
levels in polytrauma patients (1.61) were not statistically
significant (p =0.59).

MMP-9 plasma levels in the study group significantly
decreased at 24 h after injury from a median of 1.68 to
1.41 (paired #-test, p < 0.001; Fig. 2); however, these levels
still remained elevated at 24 h from injury when compared
with healthy volunteers. In the polytrauma group, baseline
levels also tended to decrease at 24 h (range 0.56-1.13),
but this trend was mild and not statistically significant.
Cleaved forms, when detected in plasma samples, showed
a similar pattern and time profile to those of proforms for
both gelatinases.

Brain extracellular levels of gelatinases

Table 1 summarizes clinical and demographic data of the
four patients monitored with brain microdialysis. Micro-
dialysis samples were matched with plasma samples.
Gelatinase levels in ECF samples presented a time
profile similar to that of plasma samples both for MMP-2

and MMP-9, with higher values at the first evaluation and
a spontaneous decrease over time, except for patient 2
(Figs. 3, 4). In this patient, brain ECF MMP-2 levels
at 96 h where close to those of baseline. Moreover, an
increase in plasma MMP-9 levels was observed at 48 h
post-TBI. Due to the small sample size, no definite
conclusions can be extracted from these data.

Discussion

Emerging evidence suggests that neuroinflammation,
traditionally considered a secondary factor, actually plays
a major role in the pathophysiology of TBI, and when up-
regulated it might be a secondary insult that occurs at the
very early stages after injury. There is robust evidence that
protease systems become dysregulated after stroke and
TBI. In the introduction to their seminal work on MMPs,
Parks and Meacham stated that “...aberrant regulation of
MMP production is thought to be a primary mechanism
contributing to disease progression and injury” [24].
Gelatinases target mainly the BBB, damaging its struc-
tural integrity, and altering its permeability, allowing
leukocytes to migrate from the blood to the brain tissue
and facilitating the formation of brain edema [25-27].
MMP-9 is increased in the plasma of acute stroke
patients and its levels have shown a good correlation with
neurological outcome [28, 29]; however, the role of gelati-
nases in TBI is still relatively unexplored. We observed

Fig.2 Box-and-whisker plots & E
for plasma MMP-9 proform
levels at baseline and at 24 h
post-injury in the TBI study M M P'B
group and in the polytrauma L
without TBI control group. 4 4 - 4
Baseline plasma levels in the -
mild TBI and in the healthy- = = &
volunteers control groups are e
also shown. MMP-9 levels are -] =i T
expressed as ratios that were = a ] - L =
calculated by dividing the ¥
intensity of each band by the o [
MMP-9 proform control in the E
same zymogram E -T—

:EL Z -

&

i -

=

= x

1 - [ ] Alf -l- B 1
= 4
u T T T T T T c
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Fig.3 Temporal profile of 5 5
MMP-2 (a) and MMP-9 (b)
levels in brain microdialysates in
the four patients who underwent
high-resolution microdialysis. 4 NMMP-2 L 4
Each line represents asingle )
patient. The hours from injury to 2
sample extraction are shown on ;
the x-axis 2 g [ 4
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a significant increase in plasma levels in both gelatinase
proforms (MMP-2 and MMP-9) in the very acute phase
of moderate and severe TBI. Gelatinase levels decreased
during the first 24 h after injury, suggesting a burst of early
systemic inflammatory response induced by the traumatic
event. MMP-9 levels remained elevated at 24 h post-TBI
when compared with healthy controls, although a clear
trend towards normalization was observed. Moderate
polytrauma also induced an early systemic overexpression

of gelatinases, but not so marked as in moderate and
severe TBI. A similar pattern was found in the MMP-2
proform, but our data also suggest that MMP-2 plays
a more selective role than MMP-9 in the acute phase of
TBI. MMP-9 levels decreased at 24 h from injury, both
in polytrauma patients without brain injury and in TBI
patients; however, MMP-2 levels remained elevated only
in the study group. Whether or not this overexpression
could follow a biphasic pattern, with later increases after
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Fig.4 The CT scan 24 h after
injury and the MMP-2 and
MMP-9 time profiles in both
brain microdialysates and
plasma in patient 2. Values are
shown superimposed on bands.
Molecular weights are shown on
the left side of the zymogram.
Plasma and microdialysate
extraction hours from injury are
shown at the top of the zymo-
grams. proMMP-9, MMP-9
proform form; proMMP-2,
MMP-2 proform form;
cleMMP-9, MMP-9 cleaved
form

24 hours CT Scan

the early decrease, is not known yet and will require
further studies; however, in patients in whom the plasma
levels were monitored for 96 h, this was not the general
tendency (Figs. 3, 4).

The initial increase of both gelatinase levels and the
spontaneous reduction found in our study is an intriguing
phenomenon. Suehiro et al. observed a similar pattern and
attributed it to the use of moderate hypothermia in their
patients [16]. We did not induce hypothermia in any of our
patients, but the observed temporal MMP decline was sim-
ilar to that shown by Suehiro’s group [16].

The most relevant information provided by our study
is that both gelatinases could be detected by high-cut-off
microdialysis membranes in the brain ECF, showing that
gelatinase release occurs not only systemically but also
locally in the brain. The present study also shows, for
the first time to our knowledge, an increased level of
MMP-2 and MMP-9 in brain ECF following human TBL
The time profile of the brain ECF followed a similar pat-
tern to that of plasma; thus, an increase of gelatinase levels
in the early phase of TBI was found with a spontaneous
decrease 24 h after injury. However, MMP-9 appeared to
be more overexpressed than MMP-2. This information is
important because in our study we targeted structurally
normal brain tissue. Consequently, it can be expected
that probes placed close to damaged brain (contusions,
ischemic lesions, etc.) can have a higher overexpression
of both gelatinases. This information cannot be neglected
because it shows that even macroscopically normal areas
of the brain have an inflammatory response to injury that
can contribute to the pathophysiology of both focal and
diffuse brain lesions.

We know that both intra- and extracellular edema
coexist in different phases of TBI, but the nature of the
alterations in the BBB permeability after injury and the
timing of such a disorder is still a mystery. Several exper-
imental studies have shown a close relationship between

127

Gelatin zymographies

24 48 72 9%
azkpap | 4277 o ProMMP£
T2KDap -« proMMP-2
Brain microdialysate
24 48 T2 96
92 KDa o proMMP-8
83 KDa o cleMMP-3
T2KDa o proMMP-2

high MMP levels in brain parenchyma and increased BBB
permeability in brain ischemia [30-34]. Furthermore,
this association has been found recently in experimental
TBI models. Shigemori et al. showed a strong association
among MMP-9 levels, the BBB opening, and brain edema
formation after cortical contusion in rats [35].

An additional question to answer is which cells pro-
duce gelatinases in the injured brain. Endothelial cells,
microglial cells, astrocytes, and even neurons can secrete
gelatinases after simulated mechanical injury in vitro [12].
Another potential source for MMPs are leukocytes en-
tering the brain across the BBB [36]. In tissue samples
obtained from patients who died from ischemic stroke,
Rosell et al. found that MMP-9 was mainly located around
blood vessels together with the presence of perivascular
immunoreactive neutrophils [23].

From a therapeutic perspective, emerging preliminary
results in experimental models have shown that pharmaco-
logical blockage of the extracellular regulated protein ki-
nase can reduce MMP-9 levels and attenuate brain edema
and tissue damage in mice [9]. Moreover, in a rat model
of TBI it has been shown that hyperbaric oxygen reduces
the expression of MMP-9 in the acute phase of TBI [37].
If these data were confirmed in humans, the opportunity
for pharmacological blocking of this pathway involved in
protease upregulation would exist.

Limitations of the study

There are two main limitations to our study: (a) its sample
size, and the reduced number of samples obtained by high-
resolution microdialysis; and (b) the pure observational na-
ture of the study that prevented any correlation analysis
from being conducted between the levels of plasma gelati-
nases and patient outcome. The goal of the study was not
to predict outcome, and therefore it was underpowered in
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establishing this type of correlation. A further limitation is
that our study was focused on understanding the early dys-
regulation of gelatinases after TBI. It is generally accepted
that gelatinases also have an important role in repairing
brain damage; in fact, upregulation late after injury can be
a necessary response and has a beneficial effect on the nat-
ural healing process of the injured brain [38]. In addition,
TIMPs were not evaluated. In future studies it would be
necessary to study the balance between MMPs and their in-
hibitors to establish whether the increased levels of gelati-
nases depend on gelatinase production alone or are also
influenced by the modulation of their activity by TIMPs.

Conclusion

In conclusion, high levels of MMP-2 and MMP-9 in
plasma and in brain ECF were detected in the very early
phase of TBI in the non-damaged brain. This suggests an

early upregulation of both systemic and brain gelatinases
after mechanical brain injury. Gelatinase overexpression
seems to be an unspecific reaction to injury and might
be implicated in the disruption of the BBB and in the
production of brain swelling after human TBI. If our
preliminary findings are confirmed in larger studies,
these results may open a whole new avenue for TBI
patients for whom modulation of both local and systemic
trauma-induced early upregulation of gelatinases could be
a future therapeutic target.
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Brain contusions induce a strong local overexpression
of MMP-9. Results of a pilot study
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Summary

Background Brain contusions are inflammatory evolutive
lesions that induce intracranial pressure increase and
edema, contributing to neurological outcome. Matrix metal-
loproteinases (MMPs) 2 and 9 can degrade the majority of
the extracellular matrix components, and are implicated in
blood-brain barrier disruption and edema formation. The
aim of this study was to investigate MMP-2 and MMP-9
profiles in human brain contusions using zymography.
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Methods A prospective study was conducted in 20 trau-
matic brain injury patients where contusion brain tissue was
resected. Brain tissues from lobectomies were used as
controls. Brain homogenates were analysed by gelatin
zymography and in situ zimography was performed to
confirm results, on one control and one brain contusion
tissue sample.

Findings MMP-2 and MMP-9 levels were higher in brain
contusions when compared to controls. MMP-9 was high
during the first 24 hours and at 48 to 96 hours, whereas
MMP-2 was slightly high at 24 to 96 hours. In situ
zymography confirmed gelatin zymography results. A
relation between outcome and MMP-9 levels was found;
MMP-9 levels were higher in patients with worst outcome.
Conclusions Our results indicate strong time-dependent
gelatinase expression primarily from MMP-9, suggesting
that the inflammatory response induced by focal lesions
should be considered as a new therapeutic target.

Keywords Neuroinflammation -
Matrix metalloproteinases - Traumatic brain injury -
Brain contusion - Zymography

Introduction

Brain contusions are highly dynamic and evolutive
lesions that induce cytotoxic and vasogenic edema, mass
effect, neurological deterioration and early or delayed
increase in intracranial pressure (ICP). They often
increase in size over hours to days after injury due to the
evolving events related to the interplay of hemorrhage,
vasogenic edema and ischemic necrosis [3]. An increasing
body of evidence implicates the inflammatory processes in
the evolution and maturation of contusions, in vasogenic
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edema development, and points to their influence on the
neurological outcome [15]. Vasogenic brain edema results
from blood-brain barrier (BBB) disruption and massive
infiltration of the damaged tissue by leukocytes and
extravasation of plasma proteins [17]. Several studies
have reported the role of MMPs, a family of neutral
proteases that degrade or modify almost all extracellular
matrix (ECM) components, in increasing the BBB
permeability [4, 9, 12, 13] and in the pathophysiology of
traumatic brain injury (TBI). Brain inflammatory cascades
are triggered by the production of proinflammatory
cytokines, both by intrinsic (microglia, astrocytes and
neurons) and extrinsic pathways (infiltrating macrophages,
lymphocytes and leukocytes) [18]. Thus, by opening the
structurally intact BBB, plasma molecules and inflammatory
cells enter the brain neuropil. Because gelatinases (MMP-2
and MMP-9) are the main enzymes that degrade type IV
collagen, their role as mediators in BBB opening is very
intriguing. Experimental models of TBI suggest a role for
MMPs in the pathophysiology of severe TBI [5, 10, 11, 14].
To date, two studies have assessed the changes of MMP
levels in the peripheral blood of TBI patients [16, 19] but
information regarding MMP levels in human brain contusion
tissue is still lacking.

The main goal of our study was to investigate the MMP-2
and MMP-9 profiles in surgically resected human brain
contusions, measuring their levels by using both gelatin
zymography and in situ zymography techniques.

Materials and methods

Prospective study of TBI patients who underwent surgical
treatment of brain contusions. Brain samples were obtained
from surgically resected areas of contusions. Brain tissue
samples obtained from lobectomies performed for extra-
axial tumors, that did not present MRI abnormalities in T1
and T2 weighted images, were used as controls. Depending
on time from injury to brain resection, four groups were
arbitrarily formed: A) <24 hrs, B) 24-48 hrs, C) 48-96 hrs,
D) >96 hrs. Clinical outcome was assessed at 6 months by
using the Extended Glasgow Outcome Scale (GOSE).
Scores obtained were pooled in two groups: Bad outcome:
1-4; Good outcome: 5-8.

Brain homogenates

Resected brain tissue was snap-frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C. Brain homogenates were obtained
from these tissues by adding lysis buffer and protease
inhibitors as described previously [2]. Total protein content
of supernatants was determined by bicinchoninic acid
(BCA) assay (Pierce, Rockford, IL, USA).
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Gelatin zymography

Samples were adjusted to equal protein content (20 pg) and
were mixed 1:1 with a Tris-Glycine SDS sample buffer (2x)
from Novex®. Proteins were separated by electrophoresis in
pre-cast zymogram gels from Novex® at 100 V for two and
a half hours at room temperature. A MMP2-9 recombinant
protein (Chemicon International, Inc) was loaded in one
lane of each gel as a positive control. Following
electrophoresis, gels were washed to remove SDS with a
zymogram renaturing buffer from Novex® for 45 minutes
two times. Zymograms were incubated at 37°C for 18
hours in Novex® developing buffer. Enzymatic activity
bands were visualized after staining of the gels in Amido
Black 1% for one hour and destaining for a total of 100
minutes, in alternating periods of 20 minutes, in a solution
of 30% (v/v) methanol and 10% (v/v) glacial acetic acid.
Band intensities were read with a Kodak Gel Logistic 440
imaging system and analysis was performed with a Kodak
1D image analysis software. Band’s intensities were
compared with the positive control and expressed as
ratios.

In situ zymography

Frozen cryostat brain sections (14 pm thick) from one
sample from a brain contused specimen and a control
patient were used to perform in situ zymography as
described elsewhere [6]. Nuclei were stained with 4'6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories,
Inc. Burlingame, CA 94010, USA). Reactivity was ana-
lysed with a fluorescence microscope (Olympus IX71,
Center Valley, Pennsylvania, USA).

Statistical analysis

The Mann-Whitney Rank Sum Test was used to compare
contusion levels for each target protein with controls.
Summary variables are expressed as the median and range
or mean+SD. Depending on the distribution of the variables
either One-way ANOVA (with Bonferroni post-hoc test) or
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks were used to compare
differences between several groups or phases. Statistical
significance was assumed when P<0.05.

Results

We studied twenty specimens obtained from resected
contusions in TBI patients with a mean age of 44+17 and
a mean GCS of 10+4. Median time from TBI to brain
contusion extraction was 42 hrs (range:5-205) (Table 1).
Six specimens, as described above, were used as controls.
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Table 1 Descriptive data from patients and brain specimens

Brain Specimens GCS Sex Age Hrs from TBI Contusion phase (n) GOSE
Brain contusions 10+4 M: 17 44+17 42 hrs (range:5-205) A: 6; B: 6; C:6;, D:2 442
n=20 F:3

Brain controls - M: 1 49420 - - -

n=6 F:5

Descriptive data from brain control specimens and from contused brain resected at different times from injury. GCS: Glasgow Coma Score; Hrs:
hours; Contusion phase: A: <24 hrs, B: >24—48 hrs, C: >48-96 hrs; D: >96 hrs (sample size is shown); GOSE: Extended Glasgow Outcome Scale.

M:male; F: female

Gelatinase expression

An increase of MMP-2 (P=0.026) and MMP-9 (P=0.012)
was found in brain contusion homogenates when compared
with brain control homogenates. A significant increase in
MMP-9 levels was found in the first 24 hours (P<0.05) and
at 48 to 96 hours (P<0.05) after injury (Fig. 1), with a
decrease towards normality after 96 hours from TBI. MMP-2
levels were slightly increased from 24 to 96 hours after
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Fig. 1 Box-plot graph summarizing proMMP-9 (a) and proMMP-2
(b) levels in brain contusion specimens and controls at different times
from injury. Only statistically significant differences are shown

injury (2448 hrs: P=0.065, 48-96 hrs: P=0.066) but this
increase was remarkably less pronounced than in MMP-9
(Fig. 1). Patients with bad outcome at six months had
significantly higher levels of MMP-9 (P<0.05) than
patients with good outcome when compared to controls
(Fig. 2). The differences in MMP-2 levels in both groups
did not reach statistical significance.

Mean intensities, expressed as ratios from arbitrary units,
for the tissues assayed with in sifu zymography were as
follows: brain contusion proMMP-9 tissue level was 2.11
and brain control proMMP-9 tissue level was 1.05; brain
contusion proMMP-2 tissue level was 1.27 and brain
control proMMP-2 tissue level was 0.8 (Fig. 3).

In situ gelatinase activity

In situ zymography performed on a single specimen of brain
contusion showed a strong gelatinase activity (green fluo-
rescence; grey in the figure) when compared with a control.
In this control, the signal obtained was significantly weaker
(Fig. 3). High magnification images revealed that in the
control tissue, a weak gelatinase signal was detected within
the cytoplasm of cells whereas in the contusion tissue a
strong reactivity was found primarily in the cell boundaries.
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Fig. 2 Box-plot graph showing proMMP-9 levels in patients with bad
and good outcome compared with controls. Only statistically
significant differences are shown
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Hrain control

Brain contusion

Fig. 3 In situ zymography images from a control specimen (a) and
surgically removed brain contusion tissue (b). High gelatinase activity
(green fluorescence, grey in the figure) is observed in the brain
contusion tissue. In the right-upper side of each image (inset) the
gelatin zymograms are shown for each specimen. In zymogram a
higher degradation intensity is also observed in tissue from contusion.
9: Band corresponding to proMMP-9 and 2: Band corresponding to
proMMP-2

Discussion

The progression of brain damage after trauma involves a
complex and multifactorial cascade of secondary events,
including excitotoxicity, oxidative stress, inflammation and
apoptosis [20]. Emerging evidence suggests that neuro-
inflammation plays an important role in the pathophysiol-
ogy of TBI and MMPs might be implicated in this process.
MMPs can degrade several substrates, including the
components of the basal lamina of cerebral blood vessels
and thus, they could increase BBB permeability [14]. At the
macroscopic level, brain edema, whether intra- or extracel-
lular, is still the most important cause of increased ICP after
TBI [8]. Several studies suggest that a large amount of

@ Springer

edema occurs in the core of brain contusions and that this
could contribute to the development of early massive
edema [7]. According to the pivotal studies of Katayama’s
group, the edema found in the core of contusions is not
strictly cytotoxic nor vasogenic but passive attraction of
water due to the high osmolality that necrosis of neurons,
glial cells and vessels exhibit in the contusion core [7].
However, vasogenic edema from the disrupted BBB also
facilitates an increase in brain water content.

In our study we found high levels of MMP-9 in brain
contusions compared with controls. This was also con-
firmed by in situ zymography, which showed higher
gelatinase activity in brain contusion tissue compared with
control brain tissue. These findings were in consonance
with gelatin zymography results (Fig. 3). MMPs also
presented a different temporal profile in brain contusions,
MMP-9 was highest over the whole of the period with 2
peaks at the first 24 hours and at 48-96 hours from TBI.
Although MMP-2 levels were higher in brain contusions at
24-96 hours from TBI, the small differences between
groups and the wide range of MMP-2 detected in controls,
preclude the extraction of any conclusion regarding MMP-2
levels, although perhaps with an increased sample size the
differences would be greater. Additionally, in a recent study
we found high levels of gelatinases in plasma and brain
extracellular fluid from patients with TBI [19]. Our
findings, if replicated in a larger series, would suggest an
early overexpression of MMP-9, creating new targets for a
novel approach to the pharmacological treatment of brain
contusions. Recent experimental studies have shown that
pharmacological blocking of the extracellular regulated
kinase can reduce MMP-9 levels attenuating brain edema
and tissue damage in mice [10], opening a new whole
avenue for pharmacological intervention in TBI patients.

Several studies have also demonstrated a close relation-
ship between different cytokines and the early increase in
MMPs. In these studies [1, 16] there was a significant
correlation between levels of blood MMP-9 and IL-6,
suggesting that in an incompletely understood way IL-6 is
associated with the observed increases in MMP-9. In a
preliminary study we found an increase in IL-6 and IL-1f3
levels at 24 to 48 hours from TBI, followed by an increase
in MMP-9 levels at 48 to 96 hours from injury in brain
contusion homogenates (unpublished results).

Our study was not designed to investigate the outcome
in relation to MMP levels. However, we found that
patients with a bad oucome had higher MMP-9 levels
than patients with a good outcome. Although this should
not be disregarded as a spurious finding: adequately
powered studies are necessary to verify or refute these
results.

MMPs are pathologically overexpressed in TBI but
they can also have an important role in repairing brain
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damage [21]. Further research is needed in order to determine
whether an increase of any gelatinase implicated in the
neuroinflammation cascade should be blocked or partially
blocked, depending on its repairing nature or pathological
condition and especially depending on the expression time
from TBI.

In conclusion, our preliminary results showed a signifi-
cant increase in MMP-9 levels in the acute phase of TBI
patients with brain contusions. This suggests that these
lesions induce a strong local and early infammatory response
that may play a very important role in their pathophysiology,
in their evolving mass effect and in clinical deterioration of
some patients. If this is confirmed in additional studies, the
modulation of the inflammatory response induced by focal
lesions should be considered a new therapeutic target for
improving outcome in these patients.
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DISCUSSIO

1. La microdialisi cerebral com a eina diagnostica i guia terapéutica

La PIC, la PPC, el FSC i fins i tot la PtiO2, sén només parametres que ens
ofereixen una informacié indirecta sobre les caracteristiques fisiques o sobre la
disponibilitat de certs elements al teixit cerebral. En canvi, la microdidlisi
cerebral ens mostra la repercussid de tots aquests factors sobre el metabolisme
cellular. Desde un punt de vista conceptual, la microdidlisi cerebral és una
técnica basada en el principi d'intercanvi de soluts a través d'una membrana
semipermeable, que simula el funcionament d'un capil lar. Els objectius bdsics
de la microdidlisi sén: a)monitoritzar la disponibilitat tissular de diferents
metabolits; b)monitoritzar els elements alliberats per les cellules i c) monitoritzar
les conseqUéncies celulars de la hipoxia tissular.

L'aplicacié clinica de la microdidlisi cerebral fins I'actualitat es centra
fonamentalment en el monitoratge de pacients amb lesions cerebrals
isquemiques (Coles, 2004; Robertson et al., 1998), en I'HSA (Kett-White et al.,
2002; Persson et al., 1984; Sarrafzadeh et al., 2002b) i en els pacients amb TCE
greu (Alessandri et al., 2000; Reinert et al., 2000; Salci et al., 2006). Els TCEs
consitueixen la patologia sobre la que es disposa de major experiencia en I'Us
d'aquesta tecnica. En aquests pacients la insercié d'un o varis cateters
cerebrals ha permes profunditzar en diversos aspectes fisiopatologics. Per
exemple, coneixem que un elevat percentatge de pacients neurotraumatics
presenten importants increments en la concentracié de lactat cerebral de
forma precoc després del fraumatisme (Goodman et al., 1999; Hillered et al.,
2005).

L'Us clinic de cateters de microdidlisi cerebral també ha permes
conéixer la repercussid de les situacions de hipoxia tissular sobre el
metabolisme celular (Hlatky et al., 2004). Una altra aportacié de la microdidlisi
cerebral en el context dels pacients neurotraumatics és I'estudi de la
repercussid metabolica de certes mesures terapeutiques tals com I'evacuacid
de lesions focals (Stahl et al.,, 2001), la hiperventilacid (Sarrafzadeh et al.,

2002a), I'administracié de certs farmacs, la hipotérmia moderada (Zauner et
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al., 1998) o la hiperoxia normobdrica (Bullock, 2003; Diringer et al., 2007;
Diringer, 2008; Fehlings and Baker, 2007; Magnoni et al., 2003; Menzel et al.,
1999a; Nortje et al., 2008; Reinert et al., 2003; Rockswold and Rockswold, 2007).
A més, la recent aparicié al mercat de noves membranes de microdidlisi, amb
porus de filtratge majors, ha obert la possibilitat d’estudiar proteines de major
tamany implicades en els processos neuroinflamatoris desencadenats després
d'un TCE (Maurer et al., 2003).

2. El lactat com indicador de metabolisme anaerobic

Les cures intensives dels pacients amb un TCE moderat o greu estan
dirigides al restabliment i manteniment de les condicions fisiologiques normals
que permetin la recuperacié anatomica i funcional de les céllules nervioses
després de I'impacte, aixi com evitar I'aparicié de lesions secondadries d’origen
infra o extracranial. El correcte aport de substrats metabolics al teixit és un
aspecte primordial en el fractament terapeutic d'aquests pacients, motiu pel
qual és necessari trobar indicadors fiables que ens permetin monitoritzar de

forma continua aquest aport i les seves alteracions de forma precoc.

Nombrosos estudis clinics i experimentals indiquen que els TCE greus
s'associen a alteracions importants en el metabolisme cerebral. El lactat
cerebral es va identificar fa anys com un dels marcadors d'aquestes
alteracions, especialment durant la fase aguda del TCE (Hillered et al., 1990;
Robertson et al., 1998; Sahuquillo et al., 1993; Sarrafzadeh et al.,, 2000). No
obstant aixo, l'increment de lactat després d'un TCE no implica
necessariament un metabolisme anaerobic incrementat, i probablement en el
seu augment intervenen multiples factors etiopatogenics. Un increment de
lactat podria ser un indici de metabolisme anaerobic o de hiperglucolisi,
independentment de les condicions aerobiques del teixit cerebral (Cesarini et
al., 2002). A més, s’ha demostrat que el lactat és produit pels astrocits en
situacid de hipoxia i utilitzat aerdbicament com a font principal d'energia per
les neurones, un cop restablerta la deprivacid d'O2 (Chen and Swanson, 2003;
Chih and Roberts Jr, 2003; Dringen et al., 1993; Pellerin and Magistretti, 2003;
Schurr et al., 1997a; Schurr and Rigor, 1998; Tsacopoulos and Magistretti, 1996).
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Existeixen estudis in vitro que han demostrat que el lactat pot mantenir
I'activitat sindptica en abséncia de glucosa i amb un aport suficient d'O2
(Schurr et al., 1988). Alfres estudis de microdidlisi en rates (Fellows et al., 1993) i
de resondncia magnetica en humans (Sappey-Marinier et al., 1992), han
indicat que I'estimulacid fisiologica incrementa de forma important la
concentracié de lactat, suggerint un procés glucolitic transitori de la glucosa
durant I'activacio cerebral (Magistretti and Pellerin, 1997). A més, en el periode
perinatal, el lactat és el substrat principal pel desenvolupament del cervell i
s'utilitza com a font d’energia. Les neurones, els astrocits i els oligodendrocits
utilitzen el lactat preferentment com a substrat energéetic i com a precusor de
lipids (Medina and Tabernero, 2005). Recentment s’ha suggerit que el lactat
podria ser el producte final de la glucolisi aerdbica i que seria el substrat
principal del cicle de Krebs en condicions aerobiques (Schurr, 2006a). Una de
les raons és que s’ha descobert una isoforma de la lactat deshidrogenasa all
mitocondri (Schurr, 2006b).

Tot i que I'acumulacié de lactat pot tenir origens diversos, els increments
de lactat poden ser deleteris. L'acidosi cerebral pot exacerbar el dany mediat
pel Ca?* en els sistemes enzimatics intfracel {ulars, i pot interferir en la funcié dels
canals ionics (Siesjo, 1992). A més, nivells elevats del lactat tissular poden
promoure una disminucidé en el pH cerebral, com s’ha detectat en diversos

estudis clinics i en models experimentals (Verweij et al., 2007).

Donat que el lactat per si mateix no és sempre indicatiu de hipoxia
tissular cerebral, és indispensable la determinacid dels nivells de piruvat, qixi
com el cdlcul de l'index L/P, per readlitzar un diagnostic etiologic d'un

increment del metabolisme anaerobic.
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3. Utilitat del lactat en el calcul de les AVDL i el LOI en la deteccio de la

isquemia cerebral

El principi de Fick només es pot aplicar correctament sempre i quan
s'apliqui a una substancia que atravessi la BHE instantaniament, de forma
constant i homogenia (Weibel E.R., 1984). Quan s'utilitza aquest principi al
cervell pel cdlcul de les AVDO2, és un metode fiable per estimar el FSC. El
principi de Fick també es pot aplicar al CO2 o a qualsevol altra substancia
difonible, que atravessi la BHE per difusié simple. Aquest no és el cas del lactat,
que necessita transportadors especifics per atravessar la BHE i per tant la seva
difusioé és facilitada. Com a conseqUencia d’aquest fet, el principi de Fick no es
pot aplicar al lactat de la mateixa manera que amb I'O2 0 el CO2 (Oldendorf,
1973; Pardridge et al.,, 1975; Pardridge and Oldendorf, 1977; Poole and
Halestrap, 1993). Els estudis realitzats a la BHE han confirmat la presencia d'un
mecanisme de transport especific competitiu pel lactat, piruvat i pel B-
hidroxibutirat (Oldendorf, 1973). La utilitzacié d'un transportador saturable
explica el perque els valors del lactat mesurat al bulb de la jugular no

reflecteixen de forma correcta els nivells de lactat a nivell cerebral.

En els Ultims anys s'han desenvolupat diverses técniques a la capcalera
del pacient per estimar el FSC i el metabolisme cerebral. Les tecniques més
exteses han estat I'oximetria del bulb de la jugular, el NIRS, el DTC, les AVDL, el
monitoratge de la PtiO2 i més recentment la microdidlisi cerebral (Johnston and
Gupta, 2002; Kett-White et al., 2002). Actualment, la mesura del lactat a nivell
extracellular mitjancant la microdidlisi s'Tha de considerar el patré or per

determinar el lactat cerebral.

Diversos estudis experimentals i clinics que han utilitzat la microdidilisi
cerebral han demostrat que la isquemia estd associada amb un perfil
caracteritzat per I'augment de la glucolisis anaerobica, amb el descens de la
glucosa i amb nivells elevats de la concentracié del lactat i del cocient L/P
elevat a I'espai extracellular (Hillered et al., 1990; Robertson et al., 1998;
Sarrafzadeh et al., 2001; Zauner et al., 1997). El lactat també s’ha detectat

elevat al bulb de la jugular i al LCR després del TCE (Crockard and Taylor, 1972;
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Murr et al., 1996; Prasad et al., 1994; Yang ef al., 1985). No obstant aixo, les
AVDL han demostrat la seva baixa fiabilitat per detectar importants infarts
cerebrals (Murr et al., 1996). Aix0, conjuntament amb les nostres troballes, ha
posat de manifest la baixa especificitat per detectar la produccid excessiva

de lactat cerebral.

En el nostre estudi (Poca et al.,, 2007), els valors de les AVDL es van
correlacionar amb els valors de lactat horaris obfinguts amb la microdidlisi
cerebral, en una poblacié representativa de la que rutinariament és
monitoritzada a un centre de Neurofraumatologia. No vam observar cap
correlacio significativa entre les AVDL i el lactat cerebral del microdialitzat
cerebral (rho= 0,014; p=0,719). Aquests resultats indiquen que tant les AVDL,
com els indexs derivats d’elles (LOI), no sén bons indicadors per determinar
increments de lactat extracel lular cerebral. Els nostres resultats es corresponen
també amb els de Vespa i col. (Vespa et al., 2003). Aquests autors no van
trobar una correlacié entre els nivells del lactat cerebral mesurats amb el
cateter CMA-70 a la substancia blanca i els nivells de lactat al bulb de la

jugular (r=0,02 en 181 mostres aparellades).

Una troballa interessant en el nostre estudi de les AVDL és que el lactat
cerebral es troba sistematicament elevat en les primeres 72 hores després del
traumatisme cranial. Els valors de lactat cerebral es van obtenir d'un cateter
situat en un teixit macroscopicament no lesionat, i van ser més alts que els limits
establerts com a normals (2mM), en el 81% de les mostres. No obstant qixo, les
determinacions simultanies amb les AVDL van determinar que només existia un
increment de la concentracié de lactat cerebral en el 3% de les mostres.
L'explicacid més factible per aquestes discrepdncies és que les AVDL no
compleixen els principals requeriments de la llei de Fick, com s'ha comentat
anteriorment. Altres raons addicionals poden ser les diferencies en les
caracteristiques infrinsiques dels dos metodes (monitoratge regional enfront la
global), la possibilitat que el lactat produit en algunes cellules es consumeixi
en altres cellules i no sigui transportat a la sang venosa, i el fet que els pacients
amb lactat arterial elevat poden presentar una transferencia secondaria del

lactat al cervell (Chen et al., 2000; Tofteng and Larsen, 2002).
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4. Efectes de la hiperoxia normobarica en els nivells extracel {ulars del

lactat i de I'index L/P cerebral

L'objectiu principal del nostre estudi va ser analitzar si la hiperoxia podia
disminuir el lactat o I'index L/P, independentment de I'oxigenacid i de la
situacid metabolica basal. Els cateters es van implantar en una zona del teixit
no lesionada. Per tant, es pot suggerir que fins i tot en zones de fteixit

aparentment normal existeixen alteracions metaboliques.

Al contrari que en altres publicacions (Magnoni et al., 2003; Menzel et
al., 1999b; Menzel et al., 1999a; Reinert et al., 2003; Reinert et al., 2004), en
I'estudi de la hiperoxia normobadrica (Vilalta et al.,, 2009a) no vam frobar
modificacions estadisticament significatives entre els nivells de lactat cerebral
basal i després del tractament, amb una hiperoxia mantinguda de dues hores.
Els nivells mitjos de lactat al microdialitzat cerebral no van disminuir en els
nostres pacients. Curiosament, els nivells de lactat subcutani si que van
disminuir de forma significativa, suggerint que els dos compartiments sén
independents i que almenys en el teixit subcutani I'O2 suplementari podria ser
la causa de la reduccid del lactat. De totes maneres, I'index L/P, el veritable
indicador de la situacio redox del teixit, no es va modificar. Aquestes dades es
contradiuen amb les del tfreball de Menzel i col. (Menzel et al., 1999a) realitzat
en 12 pacients amb un TCE greu. Aquesta diferéncia en els resultats podria
explicar-se, tot i que només en part, per I'existéncia de diferéncies
metodologiques respecte el nostre estudi. El sistema ufilitzat per Menzel i col.
per la recolleccidé de microdialitzats va ser diferent (CMA170), aixi com el
sistema d’andlisi (YSI 2700). Alfres diferencies respecte al nostre estudi van ser:
1) el liquid perfés (sali al 0.9%), que pot afectar la recuperaciod dels analits de
interés; 2) la velocitat de perfusié utilitzada (2ul/min) i 3) I'interval de recollida
de microdialitzat (cada 30 minuts). A més, el disseny del test hiperoxic va ser
diferent al realitzat en el nostre estudi. La duracié total del test va ser de sis
hores. Durant les primeres tres hores es va ufilitzar una FiO2 del 60% i en les
Ultimes fres hores es va utilitzar una FiO2 del 100%. Sorprenentment els valors
basals de lactat per I'estudi de Menzel i col. (Menzel et al., 1999a) eren baixos

(1,3£0,9 mM). Després del tractament hiperoxic van presentar una disminucio
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del 40% en els seus valors (0,7+0,5 mM). En aquest estudi no es va analitzar el
piruvat ni I'index L/P, amb la qual cosa es fa dificil comparar els resultats
obtinguts per aquests autors amb els nostres resultats, a més d’existir moltes

diferéncies metodoldgiques entre ambdds treballs.

Magnoni i col. (Magnoni et al., 2003) van realitzar 18 tests de hiperoxia
normobdrica en 8 pacients amb TCE greu, repetint en alguns casos els
mateixos tests en més d'un pacient, i per tant podria existir certa influencia
infraindividual en els valors obtinguts. Una altra diferencia entre el nostre estudi i
el de Magnoni i col. és el moment de la realitzacié del test, que en el nostre
estudi es va realitzar més precocment. Aquest fet podria afectar els valors
obtinguts en el seu estudi, en trobar-se els pacients en diferent situacio
metabodlica respecte el tfraumatisme, ja que el marge de diferencia de la
realitzacié del test va ser superior que en el nostre, sent els valors de lactat
basal al nostre estudi més baixos (2,2 de mediana) que els de Magnoni i col.
(3.2£2,7mM). Entre ambdds estudis no existeixen més diferencies

metodologiques.

Les diferencies metodologiques en els treballs esmentats podria justificar
les diferencies entre els resultats del nostre estudi i els demés respecte a la
disminucié del lactat després de la hiperoxia normobdrica. A més, per
comparar correctament els resultats entre els diferents estudis és necessari
disposar dels valors de piruvat i sobretot de I'index L/P i d'aquesta forma
identificar si existeix una millora real en el metabolisme cerebral d'aquests
pacients. Cal tenir en compte també, que les diferents velocitats de reaccid
dels enzims implicats en la glucolisi, com la lactat deshidrogenasa o la piruvat
deshidrogenasa, també serdn un factor limitant en els balancos obtinguts tant

de lactat com de piruvat.

Tot i que el lactat no és un indicador per ell mateix fiable de hipoxia
tissular, la combinacié dels valors del lactat, del piruvat i de I'index L/P si que té
un paper rellevant en la deteccié del metabolisme anaerobic (Magnoni et al.,
2003). El piruvat és el producte final de la glucalisi, i si existeix O suficient entra

al cicle de I'acid citric en forma d'acetil conenzima A i és posteriorment oxidat
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a CO2 i H2O mitjancant la cadena respiratoria mitocondrial (Magnoni et al.,
2003).

Al nostre estudi I'index L/P no es va modificar de forma significativa
després de la hiperoxia. La mediana per I'index L/P basal va ser de 22,7 éssent
de 23,4 després de les dues hores de tractament hiperoxic. Els nivells de lactat
van augmentar discretament de 2,2mM a 2,8mM, pero en canvi els valors de
piruvat no es van modificar després de la hiperoxia. Al freball de Magnonii col.
(Magnoni et al., 2003) els valors de lactat i de piruvat van disminuir en la
mateixa mesura i com a conseqgiéencia I'index L/P es va mantenir invariable
després del test. Els nivells basals de I'index L/P van ser de 1912 i de 1811

després del tractament hiperoxic.

Donat que una de les nostres hipotesis era que no tots els pacients
reaccionen de la mateixa manera al tractament hiperoxic, vam analitzar les
dades metaboliques dels pacients en funcidé de la seva resposta al fractament,
trobant a la nostra série 8 patrons diferents de lactat i d'index L/P dels nou
possibles. Vam observar que el piruvat canviava molt independentment de
I'augment o disminucié del lactat i de I'index L/P després de la hiperoxia.
També vam observar que els canvis de lactat i d’'index L/P en quant a

augment o disminucid posthiperoxia no sempre van en paral lel.

La combinacié més freqUent en la nostra serie va ser la d’una disminucid
tant en el lactat com en I'index L/P cerebral (32,3%). Les respostes a la
hiperoxia estan influenciades per I'heterogeneitat dels pacients, perd almenys
en alguns pacients els mitocondris es trobarien suficientment intactes per
incrementar la seva funcioé en resposta a I'estimul d’O2. La segona combinacid
en freqUencia és la de I'increment de lactat i del cocient L/P després de la
hiperoxia (19,4%). En aquests pacients es podria considerar que el metabolisme
ha empitjorat després del tractament, potser com a consqUencia d'una
disfuncié mitocondrial important. Aixd0 podria explicar el perque existeixen
diferéncies en quant a resultats en els diferents estudis que s'ha publicat sobre
el tema. Es possible que les diferents séries estiguessin formades per diferent

proporcid de pacients amb diferent resposta a la hiperoxia.
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5. Efectes de la hiperoxia normobarica en la PtiO; i la PaO:

El cervell dels mamifers és un drgan que requereix un aport d'O2 suficient
al mitocondri per mantenir una produccié d'ATP adequada. L'aport d'O2 al
cervell és multifactorial i depéen del FSC, de la capacitat de transport d'O2 per
la sang, de I'afinitat de I'O2 per I'Hb, de les caracteristiques de I'Hb, de la
conductancia en la difusid des dels capillars arterials a les céllules i dels
gradients de PaO:2 enfre la sang arterial i el compartiment intracelular
(Massabuau, 2001).

La hiperdxia normobdrica es considera una maniobra terapeutica
simple i relativament segura en pacients ventilats amb un TCE quan aquesta es
manté durant un periode limitat de temps. En els Ultims anys, diversos estudis
han observat que incrementar la FiO2 en pacients amb lesions cerebrals greus
incrementa substancialment els valors de la PtiO2. Aquesta resposta, que no es
considera fisiologica, ha estat suggerida per alguns autors com una forma
senzila de determinar la fiabilitat del sensor de PtiO2 quan existeixen dubtes
sobre els seu funcionament correcte. A més, alguns autors han proposat que
incrementar la FiO2 fins a nivells supranormals podria ser una maniobra efectiva
per millorar I'oxigenacid cerebral quan la PtiO2 es tfroba reduida, aixi com un

metode de profilaxis contra la hipdxia (Menzel et al., 1999a).

En el nostre estudi els valors de PtiO2 i PaO2 van augmentar de forma
significativa respecte als basals després de dues hores de hiperoxia
normobdrica. Aquestes froballes estdn en consondncia amb els resultafs
obtinguts en nombrosos treballs (Longhi et al., 2002; Magnoni et al., 2003;
Menzel et al., 1999b; Menzel et al., 1999a; Reinert et al., 2003; Rossi et al., 2001).
Alguns investigadors han suggerit que és I'increment de la P1iO2i no I'increment
en el contingut arterial d’O2 el que afectaria els processos que franscorren a
nivell cellular o mitocondrial, incrementant d’alguna forma la fosforilacié i/o
activitat de certs enzims del cicle de Krebs. Respecte la correlacié entre la
PtiO2 i la PaO2, no vam trobar una correlacié estadisticament significativa entre

ambdds variables (Rho=0,5, P=0,165). Alguns estudis si que han obervat que la
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PtiO2 cerebral i la PaO2 presenten una relacidé linial en les lesions cerebrals
(Menzel et al., 1999b; van Santbrink et al., 1996).

Els pacients inclosos a I'estudi de hiperdxia van presentar una mitja de
PtiO2 basal superior a 20mmHg, com en altres estudis (Magnoni et al., 2003;
Menzel et al., 1999a; Reinert et al., 2003; Tolias et al., 2004). Només 4 pacients es
van considerar hipoxics (PtiO2 < 15mmHg) de forma basal. Aquest subgrup de
pacients va presentar una disminucid en els nivells de lactat cerebral després
de la hiperoxia, tot i que el tamany mostral no permet extreure cap tipus de
conclusié ni realitzar un andilisi estadistic adient. En aquest subgrup de pacients

I'index L/P va augmentar després del fractament hiperoxic.

En un estudi de Zauner i col. (Zauner et al., 1997) es va determinar que si
la tensié d’'O2 disminuia per sota de 20mmHg aleshores el metabolisme aerdbic
s'inferrompia. De totes maneres, s'ha de puntualitzar que la PtiO2 minima
requerida per proporcionar Oz intraceldularment és del tot desconeguda
(Verweij et al., 2007) i que la definici6 de isquémia no estad plenament
validada. A meés, s’ha suggerit que la distancia de difusi6 d'O2 desde la
microcirculacio cerebral €s major després d'un TCE, degut a I'edema i al dany
tissular. En aquestes situacions el cervell requeriria tensions d'O2 superiors per
mantenir una oxigenacié cerebral suficient (Zauner et al., 2002). A més, el
transport d’'O2 sense I'Hb podria ser més important del que es pensa. Amb
tensions d'O2 normals, I'O2 dissolt al plasma és negligible, perd la hiperoxia
normobdrica incrementa la quantitat d’O2 dissolt aproximadament de 0.5 -
1vol% (Diringer, 2008).

Cal destacar que tant el catéter de microdidlisi com el sensor de PtiO-
en aquest estudi es van implantar en teixit macroscopicament no lesionat.
Idealment, seria recomanable implantar dos sensors de PtiO2 i dos de
microdidlisi cerebral, a la zona de penombra i a la zona no lesionada, perd per

raons obvies no és possible monitoritzar amb tants sensors un pacient.
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6. Metabolisme aerobic en el pacient amb una lesié cerebral

En condicions normals el metabolisme aerobic és depenent de dos
factors: 1) de la disponibilitat de substrats adequada i 2) de I'existencia de
mitocondris amb una funcié apropiada. Si qualsevol dels dos estd alterat I'altre
factor és irrellevant. Els mitocondris han d'estar suficientment intactes per

poder augmentar la seva funcid en resposta a la hiperoxia.

Un estudi experimental de Lifshitz y col. (Lifshitz et al., 2003) va determinar
que la morfologia mitocondrial i la seva funcid estan alterats després de
provocar una lesidé traumatica al cervell de rates. L'andlisi per microscopia
electronica va revelar que existia una elevada variabilitat en el tamany, la
forma i I'estructura interna dels mitocondris, depenent del grau d'afectacio. El
treball va suggerir que en la tumefaccio produida per I'entfrada massiva de
Ca?t a l'interior de mitocondris dillats del teixit lesionat, intervenia el porus de
transicidé de permeabilitat mitocondrial. Finalment, aquest estudi va demostrar
també que al SNC existeixen poblacions de mitocondris, amb diferent
sensibilitat a les lesions per I'entrada del Ca?t. Un increment significatiu de la
PtiO2 no és suficient per millorar el metabolisme aerobic si la majoria de
mitocondris no es froben intactes i normofuncionants. A més, si existeix una
disfuncié mitocondrial el metabolisme aerobic canvia a I'anaerobic, inclys

amb una oxigenacié normal (Verweij et al., 2000).

Darrerament s’ha determinat que el tfraumatisme cranial condueix a un
estat d'alteracié metabolica persistent que no es correlaciona primodialment
amb un fenomen isquemic (Vespa et al, 2005). En aquest treball, els
investigadors varen observar que existia una baixa incidéencia de isquemia
cerebral, tot i que el PET es readlitzava passades les 24 hores desde el
fraumatisme, la qual cosa difereix amb estudis previs que van detectar una
elevada incidencia de isquemia a la fase aguda del TCE (Bouma et al., 1991;
Graham and Adams, 1971). En un altre estudi, els increments mantinguts en el
cocient L/P eren més freqlents en el teixit pericontusional que en el teixit
normal, pero I'index L/P no es correlacionava amb la PPC (Vespa et al., 2007).

En futurs estudis seria molt interessant avaluar l'efecte de la hiperoxia
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normobdrica només en pacients hipoxics, per analitzar si aquests pacients

obtindrien una millora metabdlica respecte els millor oxigenats.

Un alire aspecte a considerar en el tractament hiperoxic és la
vasoconstriccié induida pels nivells elevats d’'O2, que en el present estudi
(Vilalta et al., 2009b) no s’ha analitzat. Mentre que la vasodilatacié a la
hipoxémia té una explicacié fisiologica clara (manteniment de I'alliberacio
cerebral d'O2), les raons de la vasoconstriccid després de la hiperoxia sén
menys obvies. Una hipotesi seria que la vasoreactivitat cerebral a I'O2 és un
mecanisme amb el qual el cervell intenta protegir-se d’elevades pressions
d'O2, potser per reduir la produccié de radicals lliures d'O2 (Johnston et al.,
2003). Es conegut que després de la hiperoxia la produccié de radicals d'O2
augmenta i podria provocar un increment en la peroxidacié lipidica (Raha
and Robinson, 2001). Contrariament que als pulmons, que estan exposats a
elevades concentracions d’O2 inhalat, els demés organs (com el cervell) es
tfroben protegits de les elevades pressions d'O2, per enzims anitoxidants i
scavengers de radicals lliures, podent ser lesionats per I'estrés oxidatiu si els
mecanismes de proteccid no séon suficients. Per tots aquests motius és
recomanable tenir present aquest efecte deleteri de la hiperoxia. El limit maxim
permes per evitar I'aparicié de toxicitat d'O2 al pulmd s’'estima que és de 24
hores (Alves et al., 2004), tot i que aquest limit no ha estat establert per altres

organs com I'enceéfal.

Una de les limitacions del nostre estudi de hiperoxia (Vilalta et al., 2009b)
és que no vam disposar del calcul del CMRO2 amb PET o fosfats cerebrals
d'elevada energia mitjancant la ressondancia magnetica, com en estudis
recents (Diringer et al., 2007; Nortje et al., 2008). En I'estudi de Diringer i col.
(Diringer et al., 2007) el CMRO2 no va canviar quan la FiO2 es va pujar del 40%
al 100%, mentre que en el de Nortje i col. (Nortje et al., 2008) el CMRO2 va
augmentar en el teixit en situacié de ‘“risc”, en absencia de canvis significatius
en altres pardmetres, implicant un benefici metabolic preferencial amb la

hiperoxia.
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7. Mecanismes tissulars de regulacio de I'0O2

Malgrat que existeixen poques dades disponibles en humans, nombrosos
estudis experimentals han demostrat que I'O2 estd controlat de forma molt
precisa al cervell dels mamifers, independentment de canvis abruptes en la
PaO2 (Massabuau, 2003). En aquests estudis s'observa que un increment en la
FiO2 i posteriorment en la PaO2 indueixen inicialment un increment moderat en
la PtiO2, que rapidament es segueix d'una fase de meseta o plateau (Rossi et
al., 2001). Aquesta estrategia s’ha denominat ‘“estrategia de baix PaO:2
sanguini”, que d'acord amb Massabau és un mecanisme filogenéticament
evolutiu dirigit a protegir els diferents organs de la potencial toxicitat de I'O2. A
més, les dades proporcionades tant per estudis clinics com experimentals
objectiven que la resposta més freqUent del cervell fraumatic a la hiperoxia és
que la PtiO2 augmenta de forma important, sense arribar a una meseta de
forma rapida o arribant a valors supranormals d’'O2. Aquestes dades es troben
en una clara contfradiccid amb el que es podria considerar una resposta
fisiologica. Aquesta resposta fisioldgica moderada a l'increment de PaO:
també el vam observar en un estudi preliminar de é pacients que es van
sotmetre a una cirurgia per I'evacuacié d'un tumor supratentorial o una
malformacié arteriovenosa, els quals van ser monitoritzats infraoperatoriament,
sota anestésia general i en els que es va incrementar la FiO2 per avaluar els
canvis de la PtiO2 en el teixit cerebral normal (dades no publicades). Els valors
de PtiO2 del sensor situat a una regid aparentment sana no es van modificar

substancialment després de I'augment de la P1iO2 (dades no publicades).

Una hipotesi factible seria que la PtiO2 es troba estrictament regulada al
teixit cerebral normal i que els increments en la PtiO2 després de la hiperoxia
haurien de ser moderats si els mecanismes de regulacié de I'O2 estiguessin
infactes. Aixi, els increments pronunciats de PtiO2 observats després del
tfractament hiperoxic en els pacients amb un TCE moderat o greu, podrien
considerar-se una resposta anormal del cervell tfraumatitzat, en el que els

mecanismes de regulacié de I'O2 s’han perdut parcial o completament.
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De totes formes, tot i que els increments pronunciats de PtiO2 que s'han
observat després del tractament hiperoxic fossin deguts a una resposta
anormal del cervell lesionat, aquests increments podrien ser beneficiosos si
s'acompanyessin de beneficis en altres aspectes del metabolisme cerebral,
com la disminucid del cocient L/P o per un augment del consum cerebral
d'Oz2. No obstant aixo, no és el que hem observat de forma global a la nostra
serie de malalts, a excepcié de quan andlitzem la diferent resposta dels
pacients a la hiperoxia on semblaria que un subgrup de malalts es podria
beneficiar, en disminuir tant el lactat com el cocient L/P. De totes maneres és
necessari incrementar el tamany mostral d’aquest subtipus de pacients, aixi
com estudiar més a fons el comportament del piruvat i el significat real del seu
augment o descens en relacié amb el cocient L/P. En futurs estudis també seria
important estudiar I'efecte de la hiperdxia en un grup homogeni de pacients
amb lactats basals elevats (>4mM) i hipoxics (PtiO2<15mmHg), ja que en
situacions de hipoxia cerebral isquemica o no isquemica és quan el fractament
hiperoxic podria ser potencialment beneficids, en incrementar els gradients

d'O2 desde el capil {ar al mitocondri.

En el moment actual, la hiperdxia normobadrica és motiu d’'importants
controversies i no existeix encara una opinid undanime sobre si pot ser o no Ufil
per millorar el metabolisme cerebral després d'un TCE. Abans de posar en
marxa assajos clinics controlats en fase lll per intentar demostrar la possible
millora significativa en el resultat neuroldogic d'aquests pacients, s’hauria de
clarificar el perque de les discrepdncies obtingudes pels diferents grups de
investigacid. Fins el moment actual, no existeixen series que puguin ser
comparades. Un altre punt a considerar és obtenir un millor coneixement de
quina és la resposta normal de I'encefal després d'un augment de PaO..
Finalment s'hauria d’identificar i definir de forma precisa si realment existeix un

subgrup de pacients on la hiperoxia normobadrica podria ser beneficiosa.
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8. La neuroinflamacié al tfraumatisme cranial

Les lesions secondaries juguen un paper molt important a la fase aguda
del traumatisme cranial i confribueixen significativament al resultat neurologic
final dels pacients amb un TCE (Mclintosh et al., 1998). Estudis recents han
suggerit que la neuroinflamacid representa un paper primordial en la
fisiopatologia del TCE, tradicionalment relegada a un segon pla. El procés
inflamatori t¢ com principal diana la BHE, alterant la seva integritat estructural,
la seva permeabilitat i permetent la infiltracidé de leucocits a través d'ella i
facilitant d'aquesta manera la formacié d'edema cerebral (Morganti-
Kossmann et al., 2002; Schmidt et al., 2005; Stamatovic et al., 2006).

Existeix una evidéncia creixent que certes proteases es troben
sobreexpressades després d'un ictus i un TCE. La sobreexpressid de les
gelatinases afavoreix la degradacio de la MEC, danyant aixi I'estructura de la
BHE, incrementant la seva permeabilitat i facilitant el desenvolupament de
I'edema cerebral (Gasche et al.,, 2006; Mun-Bryce and Rosenberg, 1998;
Pfefferkorn and Rosenberg, 2003; Rosenberg et al., 1998; Zhao et al., 2007). Per
exemple, s’han detectat nivells elevats de MMP-92 al plasma de pacients amb
un ictus a la fase aguda, i amb certa correlacid amb el resultat neurologic
(Montaner et al., 2003; Ning et al., 2006). Tot i aixi, el paper de les gelatinases al

TCE encara estd molf poc explorat.

9. Perfil temporal de les gelatinases al plasma

Al nostre estudi (Vilalta et al., 2008b), vam observar que existien nivells
elevats de les dues proformes de les gelatinases (MMP-2 i MMP-9) a la fase
aguda dels TCE moderats i greus. Els nivells d'aquestes gelatinases tendien a
decreixer espontdniament durant les primeres 24 hores després del
tfraumatisme, suggerint una “explosid” de la resposta inflamatoria sistemica
induida pel traumatisme. Els nivells de MMP-9 van romandre elevats a les 24
hores post-TCE quan es compararen amb els voluntaris sans, toti que amb una
clara tendencia a la normalitzacié. El mateix patrdé fou observat per la

proforma de la MMP-2, pero els canvis entre el temps basal i a les 24 hores no
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van ser tant marcats com els trobats amb la MMP-9. Les nostres dades també
apunten a que la MMP-2 tindria un paper més sel lectiu que la MMP-9 a la fase
aguda del TCE. Els valors de la MMP-9 van disminuir a les 24 hores tant en el
grup control de politraumatics sense TCE com en el grup de pacients amb TCE.
D'altra banda, els nivells de MMP-2 a les 24 hores post-TCE només van

romandre elevats al grup d’estudi (pacients amb TCE moderat i greu).

Una possible hipotesi per explicar aquests resultats seria que la MMP-9
pot tenir un paper essencial en la resposta inflamatoria general a qualsevol
traumatisme amb o sense lesid cerebral, tot i que en els pacients amb TCE seria
més elevada degut a la font addicional provinent del cervell, mentre que la
MMP-2 seria més especifica de la lesid cerebral. La sobreexpressid preco¢ de
gelatinases i la tendencia a la reduccid en el nostre estudi és un fenomen
novedds. Suehiro i col. van observar un patrd similar i el van atribuir a la
utilitzacid de la hipotéermia moderada que van aplicar als pacients del seu
estudi (Suehiro et al., 2004). Donat que nosaltres no vam utilitzar la hipotermia
moderada en els pacients inclosos al nostre estudi i el descens observat és
similar a I'observat pel seu grup (Suehiro et al.,, 2004), podem suggerir que
aquest descens no estd relacionat amb la hipotermia, sind que es tfracta més
aviat d'un descens espontani. Existeix evidéncia experimental que la
hipotermia moderada pot modular la resposta neuroinflamatoria i pot ser
neuroprotectora al TCE (Truettner et al., 2005) i a I'ictus (Han et al., 2003; Lee et
al., 2005; Wang et al., 2002). Malgrat tof, la qUestié sobre si la hipotermia
produiria un descens més rapid en els nivells de gelatinases encara queda per

resoldre.

10. Les gelatinases a I'espai extracel {ular cerebral

En el nostre estudi de les MMPs en plasma i microdialitzat cerebral
(Vilalta et al., 2008b) vam observar un nivells elevats de MMP-2 i MMP-9 a
I'espai extracel.lular cerebral dels pacients amb TCE, mostrant que I'alliberacid
d'aquestes gelatinases no només ocorre a nivell sistemic sino també localment
al teixit cerebral. Segons el nostre coneixement, és el primer cop que es reporta

una elevacid dels nivells de gelatinases a I'espai extracel.lular cerebral de
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pacients amb un TCE. El perfil temporal trobat als microdialitzats cerebrals va
ésser molt similar al trobat en mostres plasmatiques, la MMP-2 i la MMP-9
estaven sempre més elevades al temps basal, tot i que la MMP-2 es va
observar més sobrexpressada que la MMP-2, potser degut a un rang més ampli
de factors (citocines, factors de creixement, mollecules d'adhesid etc) que
poden induir la transcripcié de la MMP-9 al cervell traumatitzat (Rosenberg,
1995), en comparacié amb els de la MMP-2. Agquesta informacid és important
perque en aquest estudi els cateters monitoritzaven una zona del cervell no
lesionada. ConseqUentment, és esperable que el teixit cerebral danyat
(contusions, lesions isquémiques,etc) presenti nivells més elevats de gelatinases.
Aixi, es demostra que inclus en zones macroscopicament normals existeix una
resposta inflamatoria que pot contribuir a la fisiopatologia de les lesions focals i
difuses. De la mateixa manera, hem observat en una série més amplia de
microdialitzats cerebrals que els pacients amb lesions focals presenten nivells
més elevats que els que presenten lesions difuses (dades no publicades),

probablement en existir en els primers una major alteracié de la BHE.

L'edema intra i extraceldular coexisteix en les diferents fases del TCE,
pero les alteracions en la permeabilitat de la BHE després del TCE i el perfil
temporal de la seva alteracid, encara és un trencaclosques per resoldre.
Diversos estudis experimentals han objectivat una relacié molt estreta entre
nivells elevats de MMP al parénquima cerebral i un augment en la
permeabilitat de la BHE durant la isquémia cerebral (Gasche et al., 2006; Mun-
Bryce and Rosenberg, 1998; Pfefferkorn and Rosenberg, 2003; Rosenberg et al.,
1998). A més, aquest tipus d’'associacié s'ha realitzat recentment en models
experimentals de TCE (Shigemori et al., 2006). Shigemori i col. van observar una
gran associacio entre els nivells de MMP-9, I'obertura de la BHE i la formacid
d’'edema després d'una contusid cortical en rates. Els nivells de MMP-9 van fer
un pic plasmatic a les 18 hores després del TCE. La maxima disrupcid de la BHE
es va observar a les 6 hores desde la lesio i I'edema cerebral va ser més sever a

les 24 hores de la lesio (Shigemori et al., 2006).

Un alire punt a tenir en compte seria poder aclarir quines cel.lules

produeixen MMPs al cervell fraumatitzat huma. Després de la isquemia
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cerebral i de la lesi® mecanica, varies céellules al cervell sén capages de
secretar MMPs. Les cél.lules endotelials, microgials, astrocits i inclUs les neurones,
poden secretar gelatinases després de la simulacié d'una lesi® mecdnica in
vitro (Wang et al., 2002). Una altra potencial font de MMPs son els leucocits que
atravessen el cervell a través de la BHE (Sellebjerg and Sorensen, 2003). Rosell i
col. van observar que la MMP-9 es trobava localitzada al voltant dels vasos
sanguinis, conjuntament amb la presencia de neutrofils immunoreactius
perivasculars, en mostres de teixit obtingudes de pacients que van ser exitus

per un ictus isquemic (Rosell et al., 2006).

Una interpretacid possible d'aquests resultats és que immediatament
després del TCE la resposta inflamatoria s'activaria, i les citocines i els radicals
lliures d'O2 alliberats promourien la sobreexpressid de MMPs. Tot i que la MMP-2
i la MMP-9 poden provenir de la via sistéemica mitjancant la infiltracid de
leucocits, part important es produiria localment al teixit cerebral per la
microgila i altres cellules nervioses (Rosenberg, 2002; Rosenberg and Mun-
Bryce, 2004). Aguesta “explosid” inflamatoria podria contriouir a I'alteracid

precoc¢ de la BHE i a la formacié d’edema postraumatic.

Estudis preliminars en models experimentals han mostrat que el bloqueig
farmacologic de la cinasa regulada extracel.lular pot reduir els nivells de MMP-
9 atenuant I'edema cerebral i el dany fissular en ratolins (Mori et al., 2002). Si
aquests resultats es poguessin confirmar en humans, existiria I'oportunitat de
bloguejar farmacoldogicament aquesta via o d'altres involucrades en Ia
sobreexpressid d'aquestes proteases (Asahi et al., 2000; Mandal et al., 2003). A
més ha estat observat en un model experimental de rata, que la terapia amb
O2 hiperbaric redueix la neuroinflamacid i I'expressié de MMP-9 a la fase aguda
del TCE (Vlodavsky et al., 2006), obrint una nova linia de recerca amb una

potecial implicacié en la modulacié de la neuroinflamacid.

La principal limitacié d'aquest estudi és el tamany mostral i en particular,
el nombre reduit de mostres obtingudes per microdidlisi d’'alta resolucid. Aixi
mateix, una altra limitacié és que el nostre estudi es va centrar en esbrinar la

sobreexpressid inicial de les gelatinases després del TCE. Les MMPs també
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tenen un paper rellevant en la reparacié del dany cerebral, i per tant la
sobreexpressid que ocorre en una fase tardana del TCE constituiia una
resposta necessdria, possiblement beneficiosa pel procés de reparacid
cerebral (Zhao et al, 2007). A més, gracies a les técniques de
immunohistoquimica en teixit de contusié cerebral i en teixit normal obtingut en
intervencions neuroquirdrgiques, podrem ser capacos de conéixer quines

ceél.lules produeixen MMPs al cervell lesionat.

11. Preséncia de les gelatinases a les contusions cerebrals

A nivell macroscopic, I'edema cerebral, ja sigui infracellular o
extracellular, és la causa més important de I'augment de la PIC després del
TCE (Marmarou et al., 2006). Diversos estudis han suggerit que una quantitat
important d'edema es troba a la part central de les contusions cerebrals i que
pot contribuir al fenomen d’edema massiu precog¢ (Katayama and Kawamata,
2003). Segons els estudis pioners del grup de Katayama, I'edema observat a la
part central de les contusions no és estrictament citotoxic o vasogenic sind que
es tfracta d'una difusié passiva d’aigua degut a I'elevada osmolalitat produida
per la necrosi de neurones, celdules glials i vasos en aquesta regid (Katayama
and Kawamata, 2003). De totes maneres, I'edema vasogenic provocat per la

disrupcid de la BHE també facilita I'augment del contingut cerebral d'aigua.

En el nostre estudi en contusions cerebrals (Vilalta et al., 2008a) vam
tfrobar nivells elevats de MMP-9 en contusions cerebrals, en comparacié amb
els teixit control. Aquestes troballes van ser confirmades amb la zimografia in
situ, que va mostrar una activitat gelatinasa superior a les contusions que als
teixit control. Les dues gelatinases van presentar diferent perfil temporal a les
contusions cerebrals, on la MMP-9 fou més elevada en tot el periode amb dos
pics a les primeres 24 hores i de les 48 a les 96 hores desde el TCE. Tot i que els
nivells de MMP-2 van ser més elevats a les contusions cerebrals extretes de les
24 ales 96 hores desde el TCE, les petites diferencies entre els grups conftrol i els
d'estudi, a més de I'ampli rang de MMP-2 detectat en controls, impedeixen
formular cap conclusid respecte els nivells de MMP-2, tot i que potser amb un

tamany mostral superior les diferencies podrien ser majors. Les nostres troballes,
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si es confirmen en series més grans, suggereixen una sobrexpressio precoc de
MMP-9, obrint expectatives terapeutiques dirigides a noves dianes pel
tractament farmacologic de les contusions cerebrals. Estudis experimentals
recents han mostrat que el bloqueig farmacoldgic de la cinasa regulada
extracellular pot reduir els nivells de MMP-9, atenuant I'edema cerebral i el
dany fissular en ratolins (Katayama and Kawamata, 2003; Mori et al., 2002),
implicant un futur prometedor per la intervencié farmacologica dels pacients
amb TCE.

Diversos estudis fambé han demostrat una relacio estreta entre diferents
citocines i I'increment de les MMPs a la fase aguda. En aquests estudis (Aibiki et
al., 1999; Mori et al., 2002; Suehiro et al., 2004), es va detectar una correlacid
significativa entre els nivells sanguinis de MMP-9 i la IL-6, la qual cosa implica
que d'una forma encara desconeguda la IL-6 s’associaria amb els increments
de MMP-9. A més, en un estudi preliminar realitzat pel nostre grup, vam
observar un increment dels nivells de IL-6 i IL-1B de les 24 a les 48 hores
postraumatisme cranial, seguits per un increment dels nivells de MMP-9 de les
48 a les 96 hores postraumatisme cranial en els homogenitzats dels teixits de

contusié cerebral (Vilalta et al., 2008a).

El nostre estudi en contusions cerebrals (Vilalta et al., 2008a) no va ésser
dissenyat per investigar el resultat funcional en relacié als nivells de gelatinases,
perd vam observar que els pacients amb pitjor resultat presentaven nivells més
elevats de MMP-9 que els pacients amb millor resultat funcional. Tot i qixi, és
necessari realitzar estudis dissenyats acuradament i en séries més grans per

verificar o refutar aquests resultats.

Tali com s’"ha comentat anteriorment, les MMPs es sobreexpressen en el
TCE perd també poden tenir un paper important en la reparacié del dany
tissular cerebral (Zhao et al., 2007). Es necessari aprofondir en aquest tema per
determinar si I'augment de qualsevol gelatinasa s'hauria de bloquejar
completa o parcialment, depenent de la seva naturalesa reparadora o de la
seva condicié patologica i sobretot en funcié de la seva expressié temporal

després del traumatisme.
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Les conclusions d’aquesta tesi sén les segUents:

1. La microdidlisi cerebral és una técnica extremadament sensible que pot
aportar informacié metabolica precoc sobre la instauracié d'una lesid tissular i
sobre els efectes de certes terdpies en el metabolisme energétic, aportant una

informacid molt superior a altres sistemes de neuromonitoratge.

2. La microdidlisi cerebral és la tecnica d’'elleccid quan es requereix monitoritzar
el lactat cerebral a la capcalera del pacient amb traumatisme cranial. Les
AVDL o les variables calculades (LOI) no sén técniques fiables per determinar un

increment en la produccié de lactat cerebral en aquest tipus de pacients.

3. La hiperdoxia normobdrica incrementa els valors de PtiO2 i de PaO2 en els
pacients amb traumatisme cranioencefdlic moderat i greu, tot i que aquest
augment no segueix una correlacid de tipus linial. No obstant aixd, agquest
augment de PtiO2 no és indicatiu d'una millora en el metabolisme energetic
cerebral, ja que no disminueix els valors de lactat ni de I'index L/P cerebral de

forma global.

4. Existeix una sobreexpressid de gelatinases a la fase aguda del traumatisme
cranial que sembla ser inespecifica de qualsevol lesid traumadtica, tot i que
superior en els malalts que han sofert un fraumatisme cranioencefdlic moderat
o greu. Existeixen nivells plasmatics elevats a la fase aguda de les gelatinases
MMP-2 i MMP-9 que disminueixen significativament a les 24 hores de la lesié.
Existeixen nivells elevats de gelatinases, i especialment de la MMP-9, a les
contusions cerebrals en la fase aguda dels pacients amb un fraumatisme
cranial moderat o greu. Els pacients amb pitjor resultat funcional presenten
nivells més elevats de MMP-9 que els pacients amb un millor resultat neurologic.
A l'espai extraceldular cerebral d'aquests pacients, la MMP-2 y la MMP-9

segueixen un perfil temporal similar al plasmatic.

5. Les gelatinases podrien estar implicades en la disrupcid de la barrera
hematoencefdlica i en la formaci® de I'edema cerebral, després d'un
fraumatisme cranioencefdlic en humans. Aquestes proteases, podrien ser en un
futur una nova diana terapéutica per millorar el resultat dels pacients amb TCE

moderat i greu.
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1. Escala del Coma de Glasgow (GCS)

Escala del Coma de Glasgow

Resposta motora T Pupiles

Oheeix
ordres

Flexid
anarmal

6 Extensio
o Mo

resposta
Resposta Verbal Chertura ulls
Orientada 5 Espontania 4
Confusa 4 Al'orde 3
Inapropiada 3 Al dolor 2
Incomprensible 2 Ho obertura 1
Mo resposta 1

Escala de valoracid del nivell de consciéncia.

Consideracions a tenir en compte per la valoracié del GCS

1)

Aplicar un estimul adequat fins aconseguir la mdaxima resposta

2) Puntuacio total: resposta motora + resposta verbal+obertura ulls
3) Proporcionar la puntuacidé en cada un dels apartats

4) Registrar sempre la millor observacid

5) Puntuacidé minima: 3 (pacient sense cap tipus de resposta)

6) Puntuacié maxima: 15 (nivell de consciéncia normail)

7) Coma: puntuacié igual o inferior a 8 en el GCS

8) TCE lleu: GCS =14-15; TCE moderat: GCS 28-13; TCE greu:GCS <8
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2. Traumatic Coma Data Bank (TCDB)

Classificacié dels tipus d'abnomalitats visualitzades a la TC cerebral

Tipus

Definicid

Lesid difusa tipus |
(patologia no visible)

Lesio difusa tipus Il

Lesic difusa tipus Il
[swelling difiis)

Lesio difusa tipus IV
(swelling unilateral)

Massa evacuada

Massa no evacuada

La TC cerebral no mostra cap imatge
patolégica

Cistermes visibles. Linia mitja centrada o
desviacio entre 0-5 mm, Mo lesions
hamatiques = 25 cc.

Cistermes comprimides o absents.

0-5 mm. No lesions hematiques > 25ce.

Linia mitja centrada o desviacié entre

Linea mitja desviada > 5 mm
Mo lesions hemaliques > 25 cc

Lesid gue ha estat evacuada
quirirgicameant

Lesid = 25 co nd evacuada quirdrgicamsent

3. Injury Severity Score (ISS)

L'escala ISS avalua la severitat del traumatisme en funcié de la gravetat
de les lesions anatomiques en els diferents sistemes de I'organisme. L'ISS (Baker
et al., 1974) prén pel cdlcul la lesid més greu de cada una de les tres zones
anatomiques més greument afectades segons I'escala AIS (a confinuacio).

Aquesta puntuacié de gravetat s’eleva al quadrat i es sumen els resultats. La

puntuacié maxima tedrica és de 75 i la minima és de 3 punts.

Classificacio

Traumatisme lleu: 1 a 15 punts

Traumatisme moderat: 16 a 24 punts

Traumatisme greu: > 25 punts
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Escala AIS pel calcul de I'lSS

Respiratori

Punts

Dolor tordcic: troballes minimes
Contusié de la paret tordacica: fractura costal o esternal.
Fractura 1° costella o multiple, hemotorax, neumotorax.

Ferida oberta, neumotorax a tensid, volet o contusié pulmonar bilateral.

Insuficiéncia respiratoria aguda, aspiracid, volet o contusié pulmonar bilateral, laceracié

diafragmatica.

A oW N

Sistema nervios

Traumatisme tancat sense fractures ni perdua de consciencia.

Fractura cranial, una fractura facial, perdua de consciencia (GCS = 15).

Lesid cerebral, fx cranial deprimida, fractura facial multiple, pérdua consciencia (GCS < 15)

Pérdua de consciéncia, (GCS< 6), fractura cervical amb paraplegia.
Coma durant més de 24 hores, fractura cervical amb tetraplegia.
Coma, pupil les dilatades i fixes

Cardiovascular

Perdua hematica <10%.

Perdua hematica del 10 al 20 %, contusid miocardica.

Perdua hematica del 20 al 30 %, taponament, tensid arterial (TA) normal.
Pérdua hematica del 30 al 40 %, taponament, TA sistolica < 80.

Perdua hematica del 40 al 50 %. Coma. Agitacio.

Pérdua hemdatica >50 %. Coma. Parada cardiaca.

o A WN

o~ O WN

Abdomen- Pelvis

Sensibilitat moderada a la paret abdominal o flancs amb signes peritoneals.

Fractura costelles 7- 12, dolor abdominal moderat.
Una lesié: menor hepatica, intesti prim, melsa, ronyd, pdncrees o uréter.
Dos lesions majors: ruptura hepatica, bufeta, pancrees, duodé o colon.

Dos lesions greus: lesid per aixafament del fetge, lesidé vascular major.

a A~ W N

Extremitats- Pelvis 0ssea

Esguinz o fractura menor, no afectacié d’ossos llargs.
Fractura simple: hUmer, clavicula, radi, cUbit, tibia, peronné.

Fractures multiples: simple de femur, pelvica estable, luxacid major.

Dues fractures majors: complexa de femur, aixafament membre o amputacid, fractura

pelvica inestable.

Dues fractures greus: fractures majors multiples.

—_

General o Externa

Cremades < 5%, abrasions, contusions, laceracions.
Cremades del 5 al 15 %, contusions extenses.
Cremades del 15 al 30 %, avulsions severes.
Cremades del 30 al 45 %.

Cremades del 45 al 60 %.

Cremades > 60%.

o~ O AN
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4. Glasgow Outcome Scale Extended (GOSE)

Entrevista estructurada pels resultats de I'escala de Glasgow — Ampliada

Entrevistador Data Id Pacient
CONSCIENCIA
1. La persona amb lesid cranial és capag d'obeir ordres 1=Si
2=No (VS)

senzilles o de dir alguna paraula?

Qualsevol persona que mostri una habiltat per obeir encara que siguin ordres senzilles, o de dir qualsevol
paraula o comunicar especificament de qualsevol manera, ja no es considera en estat vegetatiu (VS). Els
moviments oculars no formen una evidencia fiable de resposta. Corroborar amb I'equip d'infermeria i/o
altres cuidadors. La confirmacié de VS necessita una valoracié completa.

INDEPENDENCIA A CASA

. .. . 1= Si
2a. Es necessaria I'ajuda d'una altra persona a casa 2=No Anara 3

per redlitzar algunes de les activitats de la vida didria?

Per una resposta “No"” haurien de ser capagos de cuidar-se a casa durant 24 hores si calgués, tot i que no
ho hagin de fer. La independéncia inclou I'habilitat de programar i dur a terme les activitats segUents: rentar-
se, posar-se roba neta sense ser induit per qixd, perparar-se el menjar, controlar les frucades i les crisis
domestiques menors. La persona hauria de ser capag de dur a terme activitats sense la necessitat de que
algu I'indueixi per aixd o li recordi, i hauria de ser capac de quedar-se sola per la nit.

, , s . 1= Si (SD baixa
2b. Necessiten ajuda amb freqUéncia o necessiten estar 2= No((SD a,ta))

amb algu la majoria del temps?

Per una resposta “No” haurien de ser capacos de cuidar-se a casa durant 8 hores al dia si fos necessari,
encara que no ho hagin de fer a la practica.

1= Si

2c. El pacient era independent a casa abans de I'accident? 2= No
INDEPENDENCIA FORA DE CASA
1= Si
3a. Poden realitzar compres sense ajuda? 2= No (SD alta)

Aix0 inclou ser capag de programar el que s'ha de comprar, controlar els diners ells mateixos, i comportar-se
adequadament en public. No fa falta que facin les compres normalment pero si han de ser capacos de fer-
ho si és necessari.

3b. Eren capacos de realitzar compres abans de I'accident? 2= No
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1=Si
2= No (SD alta)

4a. S6n capacos de viatjar localment sense ajuda?

Poden conduir o utilitzar el transport pUblic per desplacar-se. L'habilitat per poder agafar un taxi és suficient
sempre i quan la persona pugui frucar al servei de taxis ella mateixa i donar les instruccions al conductor.

1= Si
4b. Eren capacos de viatjar sense ajuda abans de I'accident? 2= Nlo
FEINA
1=Si Anara6
2= No

5a. S6n capacos actualment de treballar i/o cuidar a altres?

Per contestar “Si” no han d'haver tornat necessariament a la feina pero se'ls considera capacitats.

1
2

a (MD alta)
b (MD baixa)

5b. Fins a quin punt estan limitatse
a) Capacitat de treball reduida?
b) Capac de treballar Unicament en un grup de treball protegit o
en un freball no competitiv o actualment incapac de treballar.

5c. El nivell de limitacio representa un canvi respecte a la ;: fl'o
situacid pre-traumatica?
ACTIVITATS SOCIALS | D’OCI
6a. S6n capacos de tenir de nou de forma regular activitats 12==S,\20A”ara7

socials i d'oci fora de casa?

No han d'haver comencat alfre cop les seves activitats d'oci previes, perd no han de veure's incapacitats
per desenvolupar-les per discapacitat fisica o mental. Si han deixat la majoria d'activitats per falta de interés

o de motivacié, aixd també es considera com una discapacitat.

6b. Quina és la restriccié en les seves activitats socials i d'oci? 1= a (GR)
a) Partficipa una mica menys: almenys la meitat menys. §f b I(\'/\I/IDDbaIFa)
b) Participa molt menys: menys de la meitat que abans. =c (MD baixa)
c) Incapac de participar: rarament participa o mai.

6c. L'extensio de la restriccid en les seves activitats socials o ;f ﬁ'o

d’ociregulars fora de casa han canviat respecte ala
situacid pre-tfraumatica?
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FAMILIA | AMISTATS

1= Si
7a. S'han vist afectades les relacions amb la familia o amb 2= No Anar a 8

les amistats degut a problemes psicoldgics?

Els canvis de personalitat post-fraumatics tipics sén: geni viu, irtabilitat, angoixa, falta de sensibilitat cap als
demés, canvis d'anim, depresid i comportament no raonable o infantil.

. ., . 1= a (GR baixa)
7b. Quina ha estat I'extensid dels problemes o de les tensions? 2=b (MD alta)

a) Ocasional — Menys d’'un cop per setmana 3=c (MD baixa)
b) FreqUent — Un cop per setmana o més, pero tolerable
c) Constant — Didriament iintolerable

i i ; 1=Si
7c. El nivell de problemes o la tensio representen un canvi e No

respecte a la situacid pre-tfraumatica?

Si existien problemes abans de I'accident perd aquests han empitjorat significativament després de
I'accident, aleshores contesti “Si” a la pregunta 7c.

TORNADA A LA VIDA NORMAL

L . . 1= Si (GR baix)
8a. Existeixen altres problemes a I'actualitat relacionats amb 2= No (GR alt)

I'accident que afecten la vida diaria?

Alfres problemes tipics comunicats després d'un trauma cerebral sén: mal de cap, marejos, sensibilitat al
soroll o ala llum, enlentiment, errades de memoria i problemes de concentracio.

. . , . 1= Si
8b. Si existien problemes similars abans de I'accident, aquests 2= No

han empitjorat significativament?

9. Quin és el factor més important en el resultat?
a) Efecte del frauma cerebral
b) Efecte de la malaltia o lesid en una altra part del cos
c) Una barreja dels dos
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