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RESUMEN (en espafiol)

Multiples investigaciones han estudiado la utilidad de diversos biomarcadores en el

diagnostico diferencial del ictus agt:do.
Ademas del estudio de proteinas, 2lgunas Je esas investigaciones apuntan a ciertos
iles para dicho fin, dado que son

metales, como el hierro, el cobrz ¢ al zinc, como Ot

importantes para mantener el balanze d. ciertos componentes biolégicos.

El reciente descubrimiento del sistema linfatico cerebral y de su posible papel en el
el del mismo en determinadas

aclaramiento de determinados solutos sugiere un pap
enfermedades neurologicas.

En los estudios realizados se han observado trazas de LCR en el exudado nasal
sugiriendo que una de las vias de aclaramiento del sistema linfatico cerebral es el nervio
olfatorio a través de la lamina cribosa.

Nuestro objetivo es discernir si en muestras de exudado nasal podrian detectarse
biomarcadores que fueran atiles en el diagnéstico

diferencial entre ictus isquémico y hemorragico agudos.

pacientes con diagnéstico de ictus isquémico o
la Unidad de Ictus del HUCA en el periodo de un afio.

Se registran datos demogréficos, clinicos, analiticos y radioloégicos. Se recogen
asimismo muestras de exudado nasal de todos ellos en una solucién acido nitrico al
10%. Todas las muestras son analizadas en ICP-QQQ Agilent 8800.

Se analizan estadisticamente los datos con el SPSS V22.

T T T T T T e-eowowOoOOeee
FOR-MAT-VOA-OIO(RCQ.ZOIS\ vee

Analizamos una muestra de 101
hemorragico que ingresan eron

siendo la edad media de 71 afios.
| extraida se midieron los niveles de Hierro, cobre y

El 50% fueron hemorragicos,
ictus agudos de origen hemorragicos

En cada muestra de exudado nasa
zinc siendo estadisticamente mas elevados en los
que en los de origen isquémico ( p<0.05).

| hierro, zinc o cobre pueden ser medidos en
dacion del dafio en la enfermedad

Concluimos que algunos metales como e
tico cerebral,y ser Utiles en el

exudado nasal, como productos de degra
cerebrovascular y aclarados por el sistema linfa
diagnostico diferencial del ictus agudo.

RESUMEN (en Inglés)

Multiple investigations have studied the usefulness of various biomarkers in the

differential diagnosis of acute stroke.
in addition to the study of proteins, some of these investigations point to certain metals,
such as Iron, copper or zinc, as useful for this purpose, since they are important for

maintaining the balance of certain biological components.
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temn and its possible role in the

The recent discovery of the cerebral lymphatic sys
clearance of certain solutes suggests a role in certain neurological diseases.

In the studies carried out, traces of CSF have been observed in the nasal exudate
suggesting that one of the ways of clearance of the cerebral lymphatic system is the

olfactory nerve through the screened lamina.
Our objective is to discern if biomarkers that were useful in the diagnosis could be

detected in nasal exudate samples
differential between acute ischemic and hemorrhagic stroke.

ample of 101 patients diagnosed with Ischemic or hemorrhagic stroke

We analyzed a s
who were admitted to the HUCA Stroke Unit in a period of one year.
Demographic, clinical, analytical and radiological data are recorded. Samples of nasal

f them in a 10% nitric acid solution. All samples are

exudate are also collected from all 0
analyzed in ICP-QQQ Agilent 8800.
Data are statistically analyzed with SPSS V22,

erage age being 71 years.
e extracted, iron, copper and zinc levels were measured
te strokes of hemorrhagic origin than in those of ischemic

50% were hemorrhagic, the av
In each sample of nasal exudat
being statistically higher in acu
origin (p <0.05).

We conclude that some metals such as Iron, zinc or copper can
exudate, as products of degradation of damage in cerebrovascu
by the cerebral lymphatic system, and be useful in the differential

stroke.

be measured in nasal
|ar disease and cleared
diagnosis of acute

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO

EN CIENCIAS DE LA SALUD
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La ciencia la hacen personas, donde sea, en una buhardilla, cuando
tienen el genio investigador, y no los laboratorios, por ricos que se
construyan y se doten (...)

Marie Curie
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Capitulo Primero

Introduccion

|. DEFINICION DE ICTUS Y DE SUS VARIANTES PRINCIPALES

El concepto de enfermedad cerebrovascular (ECV) se refiere a todo
trastorno en el cual un &rea del encéfalo se afecta de forma transitoria o
permanente por una isquemia o0 hemorragia, estando uno 0 mas vasos
sanguineos afectados por un proceso patolégico. El término ictus representa
de forma genérica un grupo de trastornos que incluyen la hemorragia cerebral,
el infarto y la hemorragia subaracnoidea. Ictus es un término latino que,
significa golpe y describe perfectamente el cardcter brusco y subito del
proceso. Son sindnimas las denominaciones accidente cerebrovascular,
ataque cerebrovascular y apoplejia’.

Los ictus se clasifican en dos categorias principales: isquémicos y
hemorragicos (figura 1). La isquemia cerebral puede ser global, afectando a
todo el cerebro, o focal, cuando solo se afecta una parte del parénquima.

Los ictus isquémicos se incluyen dentro de la isquemia focal, y son
aquellos en los que la isquemia deja su impronta en el parénquima cerebral y
son visibles por tanto en la neuroimagen. Por otro lado, dentro de la isquemia
focal, también se incluyen los accidentes isquémico transitorios (AlT) que se
definen como sintomas focales cerebrales, espinales o retinianos debidos a
una disminucién del flujo sanguineo cerebral, bien por una trombosis, un
embolismo asociado a cardiopatia, enfermedad hematologica... sin evidencia
de lesiones en la neuroimagen.

Por otro lado, el ictus hemorrdgico puede dividirse en hemorragia
cerebral, que a su vez puede ser parenquimatosa o ventricular, o0 hemorragia
subaracnoidea.
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ENFERMEDADES
CEREBOVASCULARES

I
I I — 1

ICTUS ISQUEMICO ICTUS HEMORRAGICO
| |
| ] | ]
HEMORRAGIA
ISQUEMIA FOCAL ISQUEMIA GLOBAL HSA CEREBRAL

HEMORRAGIA

| Al VENTRICULAR

| | HEMORRAGIA
PARENQUIMATOSA

— INFARTO CEREBRAL

Figura 1: Clasificacion de las ECV. HSA: Hemorragia subaracnoidea

Il. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA, SANITARIA Y SOCIAL DE LAS ENFERMEDADES
CEREBROVASCULARES

Las ECV son muy prevalentes en la poblacion general, siendo
responsables del 10% de las muertes en todo el mundo.® Ademas son una de
las principales causas de hospitalizacion, consumiendo una cantidad
sustancial de recursos de los sistemas de salud de forma global. La incidencia
de las ECV se estima en un rango desde 4 a 12 casos por 1000 personas Y afio
en poblaciones mayores de 55 afios y desde 46,1 a 73.3 casos por 1000
personas y afio en mayores de 65 afios®.

La morbimortalidad de las ECV alcanza en los pacientes que sufren un
ictus un 29% de mortalidad durante el primer afio, un 30% de dependencia y
alrededor del 16% de institucionalizacion en centros de larga estancia®. Las
ECV son una de las principales causas de muerte y constituyen la principal
causa de discapacidad en el adulto a nivel mundial. Segun la organizacion
mundial de la Salud (OMS) el ictus es la segunda causa de muerte en el
mundo, aunque la mortalidad por el mismo haya disminuido en afios
recientes®.

Los datos mas completos y actualizados que se acercan a la incidencia
de las ECV en Espaiia son los reflejados en el estudio lberictus’. Dicho
estudio aporta una vision epidemiologica del estado del ictus en Espafia con
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una incidencia estimada de ictus en nuestro pais de 147 casos por 100000
habitantes y afio, asi como una prevalencia del 6,4% en mayores de 70 afios®.

De estos datos se desprende la importancia de las ECV, que constituyen
la segunda causa de muerte en el mundo, la causa mas frecuente en mujeres
y la cuarta causa en hombres.

I1l. FISIOPATOLOGIA DEL ICTUS ISQUEMICO Y HEMORRAGICO

Como se exponia en el apartado anterior existen dos grandes categorias
de darfio cerebral en los pacientes que sufren un ictus, la isquemia que consiste
en una disminucién del flujo sanguineo con la consiguiente falta de aporte de
oxigeno al tejido infartado, y la hemorragia que supone un paso de la sangre
al espacio extravascular, derivado de la rotura del vaso y produciendo una
interrupcion de las vias de conexion neuronal o un aumento de presion
intracraneal secundaria a las mismas?®.

1. Fisiopatologia del ictus isquémico

La isquemia puede ser dividida en tres mecanismos: la trombosis, el
embolismo y la disminucion de perfusion cerebral sistémica.

Por definicion, trombosis se refiere a una obstruccion de sangre en
relacién con un proceso oclusivo en uno o0 varios vasos sanguineos. El
proceso mas comun de dafio vascular es la ateroesclerosis, en la que los
tejidos fibrosos y musculares se engrosan por debajo de la capa intima y
posteriormente existe deposito de colesterol, formando placas que estrechan
la luz arterial. La ateroesclerosis afecta a las pequefias y grandes arterias de
la circulacion cerebral®®.

Los vasos de pequefio calibre son, sin embargo, mas frecuentemente
dafados por la hipertension. En estos casos, el aumento de presion arterial
mantenido da lugar a una hipertrofia de la capa media y a un depdsito de
material fibrinoide, lo que lleva finalmente a un estrechamiento de la luz del
vaso*!.

Otras patologias vasculares menos frecuentes incluyen la displasia
fibromuscular, las arteritis o las disecciones.

En los embolismos un material formado a cualquier nivel del sistema
vascular termina ocluyendo una arteria cerebral provocando un bloqueo del
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paso de sangre, por lo que no s etrata de un problema primariamente local en
contraste con la aterosclerosis*?.

En el caso de una disminucion sistémica de la perfusion cerebral, el
descenso del flujo sanguineo cerebral estd causada por una merma de la
presion de perfusion sistémica, siendo las causas mas frecuentes un fallo
cardiaco en el contexto de una arritmia o un infarto o bien una hipotension
arterial sistémica.

Todos estos mecanismos dan lugar a un dafio temporal, en el caso de los
AIT, o permanente del tejido cerebral, que por convenio es lo que
denominamos infarto. La instauracién del infarto cerebral depende de la
localizacion de la isquemia y de la duracion del mismo.

2. Fisiopatologia del ictus hemorragico

La hemorragia intracerebral puede dividirse en 2 subtipos: la
subaracnoidea y la parenguimatosa, no considerandose dentro de la
clasificacion de ictus hemorragico clasico la hemorragia subdural y la
epidural. Cada uno de ellos tiene diferentes causas y su manejo también es
distinto.

En el caso de la hemorragia subaracnoidea, que frecuentemente es debida
a rotura de aneurismas o a malformaciones vasculares, la sangre se posiciona
en la superficie del cerebro diseminandose rapidamente por el liquido
cefalorraquideo a los espacios alrededor del cerebro.

Por otro lado, el término hemorragia cerebral, que equivale a hemorragia
parenquimatosa, se refiere a aquellas hemorragias que tienen lugar en el
espesor del tejido cerebral y en las que la hipertension arterial es la causa
principal. Otras causas como la angiopatia amiloidea o las causas secundarias
a tumores, coagulopatias...

Tanto el hematoma subdural como el epidural son causados
habitualmente por traumatismos.

IV. ABORDAJE DIAGNOSTICO DEL ICTUS AGUDO

La importancia de la diferenciacion fisiopatoldgica desarrollada en el
apartado anterior, viene dada por el diferente manejo segln se trate de un tipo
u otro de ictus, y de dicho manejo depende el prondstico vital y funcional del
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paciente. En los siguientes apartados se resume el estado actual del
diagnostico en ictus isquemico y hemorrégico y su importancia.

1. Diagndstico del ictus isquémico

El diagnostico de la condicidn isquémica de un ictus agudo teniendo en
cuenta tan solo sus caracteristicas clinicas ha sido clasicamente considerado
imposible, debido a que no existen sintomas ni signos exploratorios
patognomonicos de la misma. Aunque existen biomarcadores (se
desarrollaran en los siguientes apartados) que han buscado realizar de forma
fiable este diagnostico diferencial, e incluso escalas clinicas®® que buscan
especificidad para el mismo fin, ninguno ha alcanzado un valor predictivo
positivo suficiente que desbanqgue a la neuroimagen como método diagnostico
gold standard en el momento actual.

Ademas, tomar decisiones en el tratamiento del ictus isquémico se ha
tornado un desafio en los ultimos tiempos, que es ain mas dificultoso en los
pacientes con hora inicio indeterminado®®.

Multiples modalidades de neuroimagen pueden ayudar a reconocer el
tejido en isquemia potencialmente recuperable, incluso en aquellos pacientes
que presentan un ictus de inicio desconocido, o aun ser utiles a la hora de
reconocer patrones diferenciados si nos encontramos ante un stroke mimic*®
(entiendase por aquellos casos en los que la sospecha inicial es un ictus, y
después de completar el estudio y ver la evolucion se clasifican como
episodios de causa no cerebrovascular).

Dentro de estas técnicas se incluye la Tomografia Computerizada (TC)
de perfusion, el mismatch (término que proviene del inglés y se traduce como
desajuste o diferencia) en la Resonancia Magnética (RM) usando las
secuencias de perfusion y la difusion, y el mismatch visual entre la secuencia
de difusion y FLAIR en la RM.

En el caso de la TC de perfusion, se han propuesto diversos parametros
hemodinamicos para identificar las areas de hipoperfusion, tales como el
volumen sanguineo cerebral (VSC), el flujo sanguineo cerebral (FSC), el
tiempo de transito medio (TTM) o el tiempo al pico (Tmax). Aunque no existe
consenso sobre los valores a utilizar, el core isquémico suele definirse como
una region con VSC y FSC disminuidos y aumento de TTM y Tmax!6:17:18,
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Por otro lado, a pesar de que el mismatch perfusién-difusion de la RM es
otro de los métodos validados para medir el tejido isquémico en riesgo, tiene
en su contra el tiempo que lleva realizar la pruebay su limitada disponibilidad
frente a la TC. Ademas existen similares limitaciones a la hora de determinar
los puntos de corte Optimos para diferenciar isquemia de tejido
potencialmente salvable®®.

Recientemente se han desarrollado softwares que permiten realizar las
medidas de forma objetiva y proporcionan una cuantificacion automatica del
core y la penumbra y que sirven tanto para su uso en TC como en RM. La
intencion de dichos softwares es hacer mas facil y répida la toma de
decisiones, asi como hacer més fiable el diagndstico de penumbra o isquemia
irreversible, y de hecho se han utilizado en estudios recientes?.

Por altimo, la presencia de lesion establecida en la secuencia de difusion
de la RM, combinada con la ausencia de la misma en la secuencia FLAIR
tiene un 62% de sensibilidad y un 78% de especificidad para la eleccién de
pacientes candidatos a fibrinolisis en las primeras 4,5 horas?.

En la figura 2 se aclaran los conceptos oligohemia, penumbra y core del
infarto en los que se basan las técnicas descritas en este apartado.

[ ICTUS ISQUEMICO/OBSTRUCCIONARTERIAL ]

CIRCULACION COLATERAL
(APORTE SANGUINEO COLATERAL DERIVADO DE RAMAS DISTALES DE OTROS VASOS PRINCIPALES
Y ANASTOMOSIS LEPTOMENINGEAS, QUE LLEGA CON RETRASO) AUMENTAN LOS VALORES DE TTP
Y MTT

ACTIVACION MECANISMOS DE AUTOREGULACION POR VASODILATACION CAPILAR:
OLIGOHEMIA CBV ESTABLE 0 AUMENTADO
CBF DISMINU[DO

LOS MECANISMOS DE COMPENSACION SE HACEN INSUFICIENTES.
EL CBV EMPIEZA A DISMINUIR (<5 y >2mL/100g)

CBF < 35 mL/min/100g
PENUMBRA SE INTERRUMPE LA SINTESIS PROTEICA.

CBF < 20 mL/min/100g
ALTERACION DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA CEREBRAL POR DEFICIT EN APORTE DE OXIGENO/
NUTRIENTES

CBF < 10 mL/min/100g
CBV < 2mL/100g
NECROSIS ISQUEMICA IRREVERSIBLE (AUMENTA LA PERMEABILIDAD DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA PRODUCIENDOSE EDEMA)

Figura 2: Conceptos a tener en cuenta en la neuroimagen de perfusién. TTP= tiempo al
pico; TTM=tiempo maximo; CBV= Volumen sanguineo cerebral; CBF= Flujo sanguineo
cerebral
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2. Neuroimagen en las hemorragias cerebrales

La hemorragia cerebral es dificil de diferenciar del ictus de origen
isquémico en funcion de los datos clinicos, como se ha expuesto en apartados
anteriores. Sin embargo, ciertos sintomas del paciente pueden orientar hacia
ella, como la presencia de dolor de cabeza, crisis comiciales, vomitos o
disminucion de nivel de conciencia, pero su especificidad y sensibilidad son
bajas.

A pesar de todo, ante un paciente con clinica focal neurolégica de inicio
agudo debe realizarse una neuroimagen de forma inmediata, en vistas a
confirmar el diagnostico de ictus y del proceso patoldgico subyacente, bien
sea isquemia, hemorragia u otro proceso.

La RM es el método que define mejor la anatomia, pero se trata de una
prueba cara y no accesible en todos los centros, por lo que a menudo es
desplazada por la TC cerebral en el momento agudo y utilizada mas en la fase
subaguda de cara a la bisqueda de la causa subyacente a la hemorragia?.

Por tanto, la TC sin contraste es el estudio que se utiliza de inicio para el
diagndstico de hemorragia cerebral, dando informacion de la localizacion, el
volumen, si existe o no vertido ventricular, si hay hemorragia subaracnoidea
que oriente hacia un aneurisma subyacente o hacia AAZ. ..

La probabilidad de una lesién vascular subyacente al hematoma es del
15% en adultos con hemorragia cerebral?®. Por ello, la decision de si ampliar
estudios con secuencias angiograficas debe guiarse por la edad del paciente,
la historia de hipertension o la presencia en la TC simple de enfermedad de
pequerio vaso.

Una vez se realiza la TC con secuencias angiograficas, existen varios
signos que predicen con cierta solidez la progresién o expansion del
hematoma, entre ellos destaca el spot sign?®. Este signo ha sido el foco de
atencion en muchos estudios y articulos, dado que se ha presupuesto que
conociendo el punto de sangrado activo puede llegarse a un mejor
entendimiento del mecanismo por el cual se produce la hemorragia®®. El spot
sign se puede detectar con cierta fiabilidad tras entrenamiento®’y, ademas de
dar informacion sobre la probabilidad del crecimiento del hematoma, lo hace
sobre el pronostico funcional, tanto sin intervencion como tras intervencion
quirdrgica como tratamiento?-2°,
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V. TRATAMIENTO DEL ICTUS

La importancia del diagndstico diferencial desarrollado en el apartado
anterior, viene dada por el diferente manejo segun se trate de un tipo u otro
de ictus, y de dicho manejo depende el prondstico vital y funcional del
paciente. En los siguientes apartados se resume el estado actual del
tratamiento en ictus isquémico y hemorragico y su trascendencia.

1. Estado actual del tratamiento del paciente con ictus isquémico agudo

El tratamiento médico estandar, que intenta reperfundir el tejido
isquémico mediante la recanalizacion del vaso obstruido en el ictus isquémico
agudo es el activador tisular recombinante del plasminégeno (rTPA), un
agente trombolitico endovenoso que esta aprobado en aquellos pacientes que
tengan acceso a él en las primeras 4,5 horas desde el inicio de los
sintomas®®!32, Su eficacia y seguridad son hoy en dia bien conocidas y
apoyadas por multiples ensayos clinicos randomizados y confirmado por
registros de efectividad en vida real®s,

Aunque la dosis estandar para la fibrinolisis endovenosa es de 0,9 mg/kg,
con una dosis inicial del 10% en bolo y el resto en perfusion continua durante
60 minutos, se han usado dosis mas pequefias (habitualmente 0,6 mg/kg) en
los casos con alto riesgo de sangrado intracraneal en pacientes asiaticos®*. Sin
embargo, el estudio ENCHANTED (Enhanced control of hypertension and
thrombolysis stroke study), que compara directamente la dosis estandar con
dosis baja de rTPA no demostro claramente la no inferioridad de la dosis baja
frente a la estandar en cuanto al objetivo de muerte y discapacidad, aunque si
se reportaron menos casos de transformacion hemorragica®. En un analisis
post hoc si que se sugiere que en aquellos pacientes que previamente estaban
antiagregados podria ser beneficioso el uso de la dosis baja de rTPA, aunque
de momento no hay reflejo en las guias de manejo de ictus agudo en cuanto a
dosis bajas de rTPA%,

Aunque se han probado diferentes alternativas al rTPA, como la
estreptoquinasa administrada hasta 6 horas desde el comienzo de la clinica, y
la desmoteplasa de 3 a 9 horas desde el inicio de la clinica®"%3, sélo la
tecnecteplasa ha demostrado resultados prometedores, con eficacia
comparable al rTPA*. De hecho, en pacientes seleccionados, ha demostrado
unos porcentajes mas altos de reperfusion que la rTPA%L,
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Otro de los tratamientos médicos propuestos para el ictus isquémico
agudo es el tratamiento con antiagregantes plaquetarios endovenosos, si bien
tampoco han demostrado un beneficio neto hasta el momento. Existe una
revision de la Cochrane sobre la administracion endovenosa de los
antagonistas de los receptores de la glicoproteina 11B/I11A, donde se objetiva
un aumento del riesgo hemorragico y no claros beneficios en cuanto a
supervivencia y pronostico funcional®.

Maés recientemente, la trombectomia mecénica se ha mostrado efectiva
en pacientes con ictus isquémico agudo que cumplian determinadas
caracteristicas y con una evolucion de hasta 24 horas desde el inicio de la
clinica®®. La aparicion e inclusion de la trombectomia mecénica en las
recomendaciones de las guias de tratamiento, ha supuesto un giro en el
manejo global del ictus, tanto prehospitalario, con la promocion creciente de
su identificacion v triaje clinico por parte de los equipos de emergencias®,
como en el manejo hospitalario, con la apertura de los criterios de inclusion
para el tratamiento agudo en pacientes con ictus isquémico y la consiguiente
dotacion de recursos para el desarrollo de las técnicas®.

En la tabla 1 se resumen los principales estudios realizados para el
tratamiento farmacolégico o endovascular del ictus isquémico agudo.
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TIPO DE ESTUDIO | ESTUDIO | POBLACION INTERVENCION PRONOSTICO
NINDS |y r'TPA 0,9 mg/kg vs Mejoria pronostica,
114 placebo mas HIC
ATLANTI 613 1lIAcont 3- r'TPA 0.9 mg/kg vs Finalizado
S B# 5h placebo precozmente
FIBRINOLISIS
ENDOVENOSA 821 l1lAcont 3- rTPA 0,9 mg/kg vs Mejoria pronéstica y
ECASS Il .
CON RTPA 4,5h placebo més HIC
503 IIA con t . Mejor pronostico
WAKE-UP desconocido de RM D\\ZI/T;?:)E"’TPA funcional en el grupo
inicio. P tratado con rTPA.
EN_I?E%AN 3310 IIAcont | rTPA 0,6mg/kg vs dosis | Fallo en demostrar no
<45h.. estandar inferioridad.
NOR- 1100 I1A con TNK 0,4mg/kg vs Sin diferencias
FIBRINOLISIS TEST* t<4,5h rTPA 0,9mg/kg
ENDOVENOSA
CON 202 I1A con Mejoria de los ratios
TECNECTEPLASA EXTIiND' t<4,5hy ™ I;SAZ\S m%:/? v de recanalizacion en
candidatos a TM ' pre el grupo de TNK
MR 500 I1A con t< . .
CLEAN® 6h TM+ rTPA vs estandar | TM efectiva y segura
Gran vaso y core
Escapgse | SLONACONE oy TpA vs estindar Y
<12h pequefio
TM mejora
REVASCA | 206iiacont< ) pronéstico funcional
Tt 8h TM+ rTPA vs estandar y menor grado
discapacidad.
SWIFT 196 I1A con i Mejoria pronéstico a
PRIMES? t<6h TM+ rTPA vs estandar 90 dias.
TROMBECTOMTA EXTENDI 70 lIA't >4,5h TM+ ITPA vs estandar | TM efectiva y segura
MECANICA
1287 1A
HERMES® metandlisis TM+ rTPA vs estandar | TM efectiva y segura
estudios previos
TM efectiva y segura,
DAWN® | 206 IAt6-24h | TM+rTPA vs estandar en pacientes
seleccionados por
imagen.
TM efectiva y segura
en pacientes
DEFUSE 3 182 1At 6-16h TM+rTPA vs estandar seleccionados por

neuroimagen de
perfusion.

Tablal: Tratamientos del ictus isquémico. 1A= ictus isquémico agudo; t= tiempo; h= horas;
TM= trombectomia mecénica; rTPA= activador tisular del plasmindgeno
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Ademas de los tratamientos farmacoldgicos o endovasculares que tienen
como fin la disrupcion del trombo, se han estudiado tratamientos
neuroprotectores que buscan mejorar el resultado de las terapias anteriores o
la reconstitucion del tejido nervioso una vez el dafio se produce.

En dicho sentido el control de constantes como la tension arterial®, la
glucemia® o la temperatura ha demostrado ser beneficioso en prondstico
funcional posterior al ictus y en la respuesta del mismo al tratamiento. Sin
embargo, no existe consenso sobre qué cifras son las adecuadas a dia de hoy
en vistas a optimizar los resultados de su manejo.

En aras de lo anterior, también las unidades de ictus han demostrado
disminuir las ratios de mortalidad y dependencia (OR 0,8) en el ictus agudo,
gracias a una mayor precocidad en la deteccién de complicaciones, control de
tratamiento y estudio mas incisivo de la causa subyacente al ictus®’.

A pesar de un correcto tratamiento farmacolégico o intervencionista en
fase aguda, un buen control de las constantes y un ingreso adecuado en las
unidades de ictus, en ocasiones los pacientes no alcanzan una buena respuesta
funcional final. El objetivo principal del tratamiento del ictus es restablecer
el flujo sanguineo de una manera que no exacerbe el dafio causado por la
privacion de oxigeno en los tejidos y uno secundario podria ser modular los
factores que causan ese dafio y si es posible actuar en la neurorreparacion.
Por ello se han desarrollado estudios en el campo de la excitotoxicidad, el
estrés oxidativo y la neurorreparacion®®,

Aunque la excitotoxicidad ha sido la diana de maltiples ensayos clinicos
en neuroproteccion, sobre todo con el uso de antagonistas NMDA, todos ellos
han fallado en demostrar beneficio en los pacientes®®. Otras moléculas como
la NA-1(se trata de un inhibidor postsinaptico de naturaleza proteica que se
une a receptores NMDA\) estéan siendo utilizadas en estudios prehospitalarios
en el momento actual en ensayos clinicos (FRONTIER; n° de registro
NCT02315443).

Otra de las llaves de la cascada isquémica es la generacion de radicales
libres que incluyen el oxigeno reactivo y derivados del nitrogeno. Existen
evidencias robustas de que evitando la produccion de estos radicales libres se
mejora el dafio debido a la isquemia y a la reperfusion. Sin embargo, dicha
evidencia no se ha trasladado aun a la practica clinica. La molécula NXY-059
ha sido la mas estudiada, no pudiendo demostrar beneficio en ensayos
clinicos®. Por otro lado, el acido Grico se sugiere como una terapia segura
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que mejora el pronostico de los pacientes con ictus tratados con rTPA frente
a placebo (OR 6,2), aunque los propios autores recomiendan la realizacion de
un ensayo clinico mas extenso que refrende estos resultados®?.

2. Ictus hemorragico: estado actual del tratamiento

A pesar de que la hemorragia cerebral espontanea supone solo el 10-20%
de todos los ictus agudos®?, la carga de discapacidad expresada en
discapacidad ajustada por afios de vida perdidos es mayor en esta que en los
ictus isquémicos®?,

En el momento actual no se dispone de un tratamiento efectivo que
revierta la enfermedad, o frene sus efectos méas devastadores, como ocurre en
el ictus isquémico, existen evidencias que en los ultimos 30 afios muestran
una disminucion de la mortalidad temprana, lo que puede estar motivado por
una mejora en el manejo precoz de dicha patologia®*.

La mayoria de las investigaciones enfocadas al estudio del tratamiento
de la hemorragia cerebral espontanea llevan como objetivo primario
demostrar su efecto sobre la mortalidad de la enfermedad®®-%6-87, Sin
embargo, el pronostico tras una hemorragia cerebral, asi como lo es en el ictus
isquéemico, es un tema complejo en el que se deben tener en cuenta maltiples
factores y valorar desde diferentes perspectivas (figura 3).
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Figura 3: Factores a tener en cuenta en el pronostico de una hemorragia cerebral

El factor de riesgo mas importante para padecer una hemorragia cerebral
es la hipertension arterial, que hace que se desarrolle una vasculopatia en las
pequefias arterias que penetran en los ganglios de la base, el tronco del
encéfalo y el tdlamo, predisponiendo al sangrado en estas regiones.

Estas hemorragias debidas a la hipertension y de localizacion profunda
deben ser diferenciadas etiolégicamente de las hemorragias cerebrales
lobares, méas frecuentes en pacientes ancianos y asociadas con la angiopatia
amiloide, que se caracteriza por el deposito de esta sustancia en los vasos, lo
que conduce a una fragilidad de la pared de los mismos.

También la anticoagulacion es una causa creciente de hemorragias
intracerebrales debido al nimero cada vez mayor de pacientes que la precisan
estos tratamientos como prevencion antitrombatica®®.

Aunque existe consenso al recomendar un tratamiento integral y activo
en las primeras 48 horas desde la presentacion de una hemorragia cerebral®®,
todavia no existe un algoritmo prondstico que permita predecir con claridad
qué pacientes se pueden beneficiar de una u otra medida.
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En los siguientes apartados se intentara ahondar en la evidencia cientifica
que apoya el uso de los distintos tratamientos empleados en la hemorragia
cerebral.

2.1 Tratamiento para la prevencidon del crecimiento del hematoma

Un crecimiento significativo de una hemorragia cerebral se define como
un aumento del volumen de la misma del 33% y ocurre en un cuarto de los
pacientes que la padece de forma espontanea y en alrededor de un 40% de los
que toman anticoagulacion oral”°.

Los pacientes con alto riesgo de crecimiento del hematoma cerebral
pueden ser identificados mediante parametros radioldgicos tales como el spot
sign (extravasacion activa de contraste en el interior del hematoma
intraparengquimatoso espontaneo que se visualiza bien en el angioTC, bien en
un TC simple tras la administracion de contraste), que en algunas series
alcanza un valor predictivo negativo del 78%:. Ademas del spot sign,
recientemente se han descrito varios pardmetros de la TC sin contraste para
intentar predecir el crecimiento del hematoma, entre los que se encuentran el
blend sign, los niveles dentro del hematoma, las hipodensidades
intrahematoma, el black hole sign (area hipoatenuada en el espesor del
hematoma de bordes bien definidos), el swirl sign (descrito inicialmente en
los hematomas epidurales, areas de hipodensidad en el espesor del hematoma
en los TC sin contraste que indican distintos estadios temporales de
sangrado)... "2,

Los esfuerzos terapedticos en este campo se han centrado
principalmente en el control de la tension arterial y en el manejo de la
hemostasia.

2.2 Manejo de la tensién arterial

La tension arterial (TA) elevada se encuentra en hasta un 75% de los
pacientes con ictus y se ha asociado a riesgo de crecimiento del hematoma y
mal pronostico funcional y vital 3.

Hasta hace un tiempo se creia que una bajada de TA excesiva podria
conllevar a un compromiso de la perfusion perihematoma, pero desde la
publicacion del estudio ICH ADAPT#se ha desterrado dicho concepto. El
estudio demostrd que los niveles de FSC medido por TC de perfusion eran
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similares en pacientes con bajada de TA sistdlica por debajo de 150 mmHg y
en aquellos con ella por debajo de 180 mmHg.

Posteriormente, los estudios randomizados INTERACT 1 y ATACH
17® contribuyeron a confirmar la seguridad de un control intensivo de la TA
y demostraron que el mismo disminuia la expansion del hematoma en las
primeras 72 horas. A pesar de ello, en 2013, se publica el estudio INTERACT
2’7 que no consigue demostrar que un descenso de la TA sistolica por debajo
de 140 mmHg en las primeras horas disminuya de forma significativa los
ratios de muerte o discapacidad. Sin embargo, en este mismo estudio se
consigue una significacidn estadistica a favor de la intervencion al realizar un
analisis ordinal de regresion. El estudio ATACH 2’8 viene a intentar
confirmar la conclusion del INTERACT 2, pero ha de ser finalizado de forma
prematura al no conseguirlo. Ademas, en este estudio el tratamiento agresivo
para bajar la TA se asoci6 con un nimero mayor de efectos adversos graves.

Con el objetivo de aclarar qué direccion tomar en el manejo de la TA en
las hemorragias agudas, en un andlisis reciente que auna los resultados de
ambos estudios’ e incluye 3829 pacientes, se objetiva una relacion lineal
entre los niveles de TA sistolica y su variabilidad con la muerte y el deterioro
neuroldgico, sin objetivarse en aquellos pacientes con control estricto de la
TA hipotension sintomatica o alteraciones renales significativas.

2.3 Manejo de hemostasia

El principal objetivo en este sentido es parar la expansion de la
hemorragia. Para ello se han disefiado varios estudios que lo abordan
mediante diferentes estrategias, todas ellas resumidas en la tabla que sigue.
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TIPO DE ESTUDIO ESTUDIO INTERVENCION | RESULTADOS

HEMORRAGIA
CEREBRAL
ESPONTANEA

Disminucion de
expansion del

FAST® Uso de rFVIlaen hematoma, no
HIC espontanea mejoria en ratios de
mortalidad.
CRASH 2% Uso de TXA en
pacientes con
. En desarrollo
hemorragia
traumatica.
Uso TXA en L
TICH 282 ) Mejoria en
pacientes con HIC .
) mortalidad
espontanea
TXA para
STOP AUST®® reduccion de o o
N Mejoria pronoéstica.
expansion del
hematoma.
TRANSACT?® _TX_A C(_)t]
monitorizacion por En desarrollo
spot sign
TRAIGESS TXA con

monitorizacion por

spot sign

En desarrollo
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TIPO DE ESTUDIO ESTUDIO INTERVENCION RESULTADOS
INCH?g6 Uso de com_plejo ge Superioridad de
protrombina vs .
complejo de
plasma fresco rotrombina
HEMORRAGIA congelado. P
ASOCIADA A ANTI
VITAMINA K Efecto de la
RETRACE® reversion de ACO Disminucion de la
en la expansion de expansion
laHIC
Reduccion de la
REVERSE tasa de
Estudio del efecto mortalidad con
el uso pero no
AD8 del idarucizumab objetivo
primario.
HEMORRAGIA
ASOCIADA A ACOD
ANNEXA 48 Efecto del En desarrollo
andexanet
TICH-NOAC® | Efecto del TXA en
. En desarrollo
estos pacientes
Mayores ratios de
HEMORRAGIA Efecto de la efectos adversos y
ASOCIADA A PATCH® transfusion de mortalidad en el
ANTIAGREGANTES plaquetas grupo de
tratamiento.

Tabla 2: Estudios para el manejo de la hemostasia en hemorragia cerebral. HIC=
Hemorragia intracraneal, rFVIla= factor VII recombinante, TXA= &cido tranexamico,
ACO=anticoagulantes orales, ACOD=anticoagulantes orales directos

2.4 Tratamiento quirdrgico de evacuacion del hematoma

La intencion con este tratamiento, al reducir el tamafio del hematoma, es
solucionar el problema de espacio y con ello prevenir las posibles
herniaciones, mejorar el edema y reducir la cantidad de toxicos a los que el

cerebro esta expuesto con la consecuente inflamacion.

Sin embargo, el papel de la evacuacién del hematoma de forma
generalizada es controvertido.
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Existen dos estudios multicéntricos randomizados®2-3 que intentan
demostrar el beneficio de esta actitud en pacientes con hematomas cerebrales
supratentoriales, y ambos concluyen que se consigue beneficio en el objetivo
pronostico funcional si se realiza una craniectomia descompresiva en algunos
subgrupos del estudio.

Por otro lado, el estudio MISTIE® evalla la eficacia de la introduccion
de un catéter para la evacuacion y posterior trombolisis del hematoma con
r'TPA sin conseguir demostrar diferencias en cuanto a seguridad, mortalidad,
resangrado... De cara a la reevaluacion en una muestra mayor de pacientes,
se encuentra en marcha el estudio MISTIE 111 (NTC01827046).

En el caso de los hematomas infratentoriales, parece existir menos
controversia. Un hematoma infratentorial puede llevar rapidamente a una
compresion del tronco del encéfalo o a una hidrocefalia aguda, es por eso que
hay consenso en las guias que indican la cirugia en aquellos pacientes con un
hematoma cerebeloso de més de 3 centimetros de diametro, o bien si este
comprime el tronco o produce hidrocefalia.

2.5 Tratamiento del edema perilesional

El desarrollo de edema peri-hemorragia cerebral es muy habitual y esta
relacionado con un deterioro neuroldgico temprano neurolégico y mal
pronostico®.

En la fase aguda del edema sucede una extravasacion de factores
osmoticos que dan lugar a una fase vasogénica, mientras que a posteriori el
edema puede verse agravado por activacion de la cascada inflamatoria y de
la coagulacion conduciendo al edema citotoxico®. Esta fase de edema
citotoxico ha sido la diana terapedtica en la que se han centrado los estudios
que usan los agentes osmoticos con la idea de reducir el mismo. En el estudio
ERICHY, que enfrentaba el pronostico de 304 pacientes con hemorragia
cerebral tratados con agentes hiperosmolares frente al mismo ndmero de
pacientes que no recibian dicho tratamiento, no consiguid objetivarse
beneficio del tratamiento, demostrando incluso peor prondéstico funcional a 3
meses en el mismo grupo. Sin embargo, un estudio reciente apunta al manitol
como agente que mejora la supervivencia en los pacientes con hemorragia
cerebral®.
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Otro de los recursos estudiados es el uso de la hipotermia por su eventual
efecto neuroprotector . Sin embargo, aunque se indica bajar la fiebre cuando
se presenta, el beneficio de inducir una hipotermia esta atn en estudio®.

VI. BIOMARCADORES EN EL ICTUS AGUDO

Como se ha introducido en el apartado anterior, en el momento actual la
TC simple es la prueba de eleccion para el diagndstico diferencial entre ictus
isquémico y hemorragico. Aunque se trata de una prueba muy fiable, no esta
disponible en entornos no hospitalarios en la mayoria de los paises, aunque
existen ambulancias que lo incorporan en otros'®t, Tampoco es accesible en
muchas regiones en paises en vias de desarrollo, ni siquiera en muchos
hospitales!®?, Es una técnica muy sensible para el diagndstico de hemorragia
cerebral, pero no lo es tanto para el diagndstico de ictus isquémico, dado que
basa el diagndstico del mismo en la ausencia de signos de hemorragia, lo cual
no estd exento de error y ademas expone a los pacientes a radiacion
ionizantel03-104,

Por otro lado, aunque la RM es maés fiable que la TC en el diagnostico
de ictus, el problema de su disponibilidad y su coste se acentlia enormemente
con esta técnica. Por ello, a pesar de los avances en el campo de la
neuroimagen, existen limitaciones potenciales para su uso adn a dia de hoy®,

En el ano 2001 se publicé la definicion de consenso de marcador
biolégico o biomarcador, como aquella sustancia caracteristica que puede ser
medida de forma objetiva y evaluada como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patologicos o respuestas farmacologicas a una
intervencion terapéutica®®®.

En el campo del ictus, a lo largo de los afios se han estudiado diferentes
biomarcadores en sangre o liquido cefalorraquideo (LCR) que puedan ayudar
en el diagnostico diferencial de ictus isquémico y hemorragico, o incluso
diferenciar entre los diferentes subtipos etiolégicos de cada grupo. De hecho
hay autores que afirman que algunos de esos biomarcadores pueden ofrecer
de forma fiable y coste- efectiva un diagnostico diferencial rapido entre
isquemiay hemorragia, o incluso ayudar en la seleccion de pacientes para uno
u otro tratamiento!®’. Sin embargo, no existe ain un biomarcador aceptado
globalmente para estos objetivos.

27



CARMEN GARCIA-CABO FERNANDEZ

Idealmente, los biomarcadores pueden ayudarnos en diferentes etapas,
desde la identificacion de la enfermedad cerebrovascular aguda, la
clasificacion de esta en diferentes subtipos (isquémico vs. hemorrégico) o en
diferentes grupos etioldgicos, hasta el manejo del tratamiento fibrinolitico o
el establecimiento de un pronostico funcional en el paciente con ictus.
Ademas de ser potenciales herramientas en el &mbito puramente asistencial,
los biomarcadores pueden tener un papel muy importante en el disefio y
realizacién de ensayos clinicos, ayudando a un mejor fenotipado de los
pacientes y por tanto mejorando el rendimiento de este tipo de estudios
experimentales'®. En cuanto a las cualidades tedricas que debe tener un
biomarcador que pueda resultar util en la practica clinica se resumen en la

siguiente tabla.

UTILIDAD DEL
BIOMARCADOR

CARACTERISTICAS

DIAGNOSTICO DEL
ICTUS

Alta sensibilidad

Debe detectarse incluso a
volimenes de infarto
pequerios.

Alta especificidad

De forma ideal
deberia ser especifico para
isquemia o hemorragia.

Réapidamente detectable
en un fluido accesible

Deberia detectarse
rapidamente desde el
comienzo de los sintomas.

Diferenciar ictus frente a
mimics

Capaz de diferenciar
entre isquemia,

hemorragia y entidades
gue las simulan

COMPLICACIONES
DEL ICTUS

Infarto maligno ACM

Capaz de identificar
pacientes con riesgo evado
de mala evolucién

TRATAMIENTO
DEL ICTUS
ISQUEMICO

Transformacion
hemorrégica

Capaz de identificar
pacientes en riesgo de
transformacion.

Recanalizacién

Correlacion con
apertura del vaso

PRONOSTICO DEL
ICTUS

Volumen de infarto
Estado funcional

Volumen medido por TC
0 RM
mRS

28




INTRODUCCION

Tabla 3: Cualidades tedricas de un buen biomarcador (Adaptado de Dassan et al,
20091%)

En los siguientes apartados se hard una revision de los biomarcadores
estudiados hasta la fecha para el diagnostico diferencial entre ictus isquémico
y hemorrégico.

1. Biomarcadores proteicos para el diagndstico diferencial en agudo entre
ictus isquémico y hemorragico

El diagndstico diferencial del ictus isquémico y hemorragico puede
suponer un reto, dado que esta ligado a técnicas de neuroimagen y en la
mayoria de los casos no son accesibles de forma prehospitalaria. Este hecho
no se da en otras patologias como el sindrome coronario, en el que con un
electrocardiograma o marcadores proteicos, como son las troponinas,
accesibles de forma global, se puede realizar un diagndéstico diferencial
precoz y fiable. Por ello se ha tendido a la busqueda de biomarcadores de tipo
proteico que distingan de forma aguda, a nivel prehospitalario, entre un ictus
isquémico y hemorragico, asi como entre ictus y stroke mimic. Algunos de
ellos medidos en sangre han demostrado ser altamente sensibles y especificos
para ese fin.

Dentro de este apartado se resumiran tan solo aquellos que se han usado
para diferenciar entre isquemia y hemorragia, dividiéndolos entre los
estudiados de forma individual y los estudiados dentro de paneles.

1.1 Marcadores estudiados de forma individual

Los estudios basados en proteinas se fundamentan en los cambios de
concentracion de las mismas registradas en el contexto de los diferentes
procesos fisiopatologicos que se ponen en marcha cuando acontece un ictus:
pueden reflejar inflamacion, dafio neuronal o glial, activacion endotelial,
hemostasia y disfuncion cardiaca entre otros (figura 4). A continuacién se
resumiran las investigaciones mas relevantes sobre ellos.
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Disfuncion de la barrera hematoencefalica
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Figura 4: Fisiopatologia del ictus en la que se basan los biomarcadores

A) Biomarcadores de dafio endotelial
En la fisiopatologia del ictus isquémico frecuentemente se encuentra

disfuncion endotelial debida a la aterosclerosis subyacente a la ECV.
Ademas la disfuncién endotelial puede ser causada por la elevacién de

la dimetilarginina asimétrica (ADMA), que inhibe la liberacion del acido
nitrico derivado del endotelio (NO) cuando acontece el ictus agudo. Esta

disminucion de la liberacion del NO hace que se libere endotelina 1 (ET1),
que lleva a una vasoconstriccion y la consecuente reducciéon del flujo

sanguineo cerebral.

El dafio vascular cerebral, bien sea isquémico o hemorragico, condiciona
también una degradacion de la ldmina basal por metaloproteinasas (MMP) y

la liberacion de fibronectina (Fn)*°.
Algunos de los biomarcadores que son la muestra de este dafio endotelial
se muestran en la figura 5.
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Figura 5: Cascada de dafio endotelial cerebral e inflamatoria del ictus agudo con los
biomarcadores potenciales.

En algunos ensayos clinicos el ADMA demostrd ser mas alto en aquellos
pacientes con ictus isquémico que en controles . Ademas, en otros estudios
se objetivd un aumento de ADMA en aquellos ictus isquémicos de origen
cardioembolico y en los pacientes que sufrian un AIT, pero no en aquellos
con ictus de origen no cardioembodlico o que sufrian un ictus hemorragico®?.

AUln asi, estos prometedores resultados no fueron reproducibles
posteriormente!’®, por lo que alin debe investigarse el papel de este
biomarcador en el diagndstico diferencial del ictus agudo.

La ET-1 también ha sido estudiada en este sentido, encontrando a su vez
resultados contradictorios en los estudios publicados. Mientras unos refieren
su elevacion en el ictus hemorragico y no en el isquémico 4, otros buscan
diferencias en su concentracion entre ictus isquémicos y controles sin lograr
encontrarlas®®®.

Otros marcadores de dafio endotelial como la Fn, la MMP-9 o el D-
dimero han demostrado su utilidad en predecir con mayor o menor fiabilidad
el subtipo etiolégico de ictus isquémico, el prondstico funcional o la
probabilidad de transformacion hemorragical6-117,
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Por otro lado, las apolipoproteinas también han sido diana de varios
estudios con el objetivo de diferenciar ictus isquémico de hemorrégico. En
2004 un estudio publicado por Allard et al apuntaba el potencial de la Apo Cl
y la CIlI para distinguir entre isquemia y hemorragia, siendo los niveles de
estas proteinas mas altos en los pacientes con ictus isquémico alcanzando una
alta sensibilidad y especificidad!!8. Estos resultados aplicados a la Apo CllI
fueron refrendados posteriormente por Lopez et al en 2012120,

B) Biomarcadores de dafio cerebral

La proteina glial fibrilar acidica (GFAP) es una proteina cerebro-
especifica, detectable en plasma a muy baja concentracion en condiciones
fisoldgicas y no se eleva en enfermedades neuroldgicas que no sean un ictus.
120121122 E<ta proteina se detecta a las 6 horas de un dafio cerebral o espinal
y su nivel disminuye dependiendo del volumen del dafio*?,

Numerosos estudios han demostrado que la GFAP se eleva de forma méas
Ilamativa en el ictus hemorragico que en el isquémico. En 2006 Foerch et al
124 desarrollaron un estudio piloto que incluia 93 ictus isquémicos y 42
hemorragicos y observaron que la GFAP en suero podia diferenciar de forma
fiable entre uno y otro tipo de ictus, con un punto de corte de 2.9 ng/L con
una sensibilidad del 79% y una especificidad del 98%. Seis afios mas tarde,
el mismo grupo realizé un estudio de similares caracteristicas con mayor
namero de pacientes (163 ictus isquémicos y 39 hemorragicos) confirmando
los mismos resultados'?®.

Otro estudio en 2009 de Dvorak et al *?® fue disefiado en el mismo sentido
y demostro también que la GFAP podria de forma significativa diferenciar un
ictus isquémico de uno hemorragico en el periodo de 2 a 48 horas desde el
inicio de los sintomas, con una sensibilidad del 70% y una especificidad del
100% para un punto de corte de 0,04 ng/ml.

Tras éstos, varios estudios han sido publicados con resultados similares
a los expuestos 27128129 demostrando incluso su utilidad en el campo
prehospitalario'®.

Existe también una familia de proteinas multigénicas dependientes del
calcio, las S100, que solo se expresan en seres vivos vertebrados. Entre ellas,
la S100 B es una proteina implicada en procesos de crecimiento,
diferenciacion y regeneracion neuronal que se expresa principalmente en los
astrocitos y las células de Schwann en el ser humano. Ademas, su aumento a
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nivel extracelular tras el dafo cerebral sugiere que juega un papel importante
en el mecanismo neurodegenerativo de las células dafiadas. La S100B
aumenta rapidamente en el LCR y luego en la sangre tras un ictus agudo®!,
segn demostraron Alpua et al.

El mismo afio, Abbasi et al 32 evidenciaron que los niveles de S100B
eran mas altos en aquellos pacientes que iban al servicio de urgencias con un
dafio cerebral traumaético, particularmente en aquellos con hemorragia
cerebral y fractura craneal. Posteriormente, también el grupo de Senn et al 32
demostrd dicho incremento en pacientes con hemorragia no traumatica. Su
uso también fue probado en el &mbito prehospitalario por los mismos autores
que lo hicieron con la GFAP.

C) Biomarcadores de inflamacién

La inflamacion es el evento clave en la cascada de dafio tras el insulto
isquémico. Por ello, algunas moléculas inflamatorias liberadas desde la
unidad neurovascular han sido la diana de las investigaciones en este campo.

En dicho sentido, un Unico estudio, llevado a cabo en 2011 por Roudbary
et al 34 que incluy6 32 pacientes con ictus agudo, postul6 que los niveles de
proteina C Reactiva (PCR) estaban incrementados en pacientes con ictus
isquémico si se comparaba con hemorragicos.

Por su parte, la expresion de moléculas de adhesion celular (CAMs) es
inducida en circunstancias inflamatorias y median en el reclutamiento de
leucocitos, la migracion celular transendotelial y la adhesion de células a
dicho endotelio. Por ello se perfilan también como buenas candidatas a
biomarcadores de ictus y algunos estudios han demostrado que algunos
subtipos como la sICAM-1 o la sVCAM-1 se expresan en mayores
concentraciones en pacientes con ictus que en controles sanos*3® -136,

D) Otros biomarcadores

Otros biomarcadores de inflamacion, disrupcién de BHE o de dafio
cerebral como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleuquina 1y
6 (IL-1 e IL-6) y el glutamato, han sido estudiados en hemorragia e isquemia
cerebral con resultados inconsistentes®’.
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1.2 Marcadores estudiados en paneles

A lo largo de los afios y con el objetivo de aumentar la capacidad
predictiva de los marcadores conocidos, se han combinado varios de ellos en
paneles. Un ejemplo es el de Unden et al en 2009, que combind la GFAP con
la APC consiguiendo una sensibilidad del 71% y una especifidad del 73%
para diferenciar isquemia de hemorragial®,

Posteriormente, Montaner et al estudiaron en 2012 un panel de
biomarcadores en sangre que incluian la S100B, la MMP-9, la S-RAGE, la
PCR, el D-dimero, la secretagonina, la cerebelina y otros para examinar su
valor de prediccion entre ictus y hemorragia®®,. Objetivaron niveles de S100
B mayores y de s-RAGE menores en ictus hemorrégicos, consiguiendo
diferenciar en combinacion ambos tipos de ictus con una sensibilidad del
22,7% y una especificidad del 80,2%. Este panel no incluye la GFAP, lo que
resulta llamativo dados los buenos resultados previos con dicha proteina.

En 2016 investigadores del grupo de Montaner (Llombart et al)
combinaron la GFAP con la proteina de union al retinol 4 (RBP4),
consiguiendo con dicha combinacion una especificidad del 100% para
prediccion de hemorragia, pero a costa de un estudio basado en un nimero
pequefio de pacientes y de una sensibilidad menor al 50% para deteccién de
las hemorragias®.

El mismo grupo, en 2017, llevé a cabo el estudio STROKE-CHIP, un
ensayo multicéntrico desarrollado en 6 centros de Catalufia, en el que de
forma prehospitalaria y con un panel de 21 marcadores combinados con
variables clinicas, intentaron encontrar un patrén de prediccién para un tipo
de ictus u otro (isquémico o hemorragico), pero concluyendo que los
biomarcadores no eran suficientes para ese fin'4.,

2. Biomarcadores metalicos

Los metales en niveles Gptimos son necesarios para numerosos procesos
metabolicos en el cuerpo humano 2 y ademés tienen una influencia
importante en el desarrollo de funciones cerebrales 143, El zinc (Zn), el hierro
(Fe), el magnesio (Mg) y el cobre (Cu) son micronutrientes esenciales
incorporados en muchas metaloproteinas que estan implicadas en el
metabolismo celular, la produccién de neurotransmisores y la regulacién del
estrés inflamatorio 44, Estos hechos han llevado a que mdltiples estudios
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hayan buscado diferencias en los niveles del Fe, Cu o Zn en ictus isquémicos
0 hemorragicos con resultados variables!4® -146,

En 2010, el grupo de Munshi et al tomd muestras de sangre de 256
pacientes con ictus isquémicos midiendo niveles de metales como el Fe, el
Zn, el Cu, el cadmio... y los compard con las muestras obtenidas de 180
controles sanos. En este estudio no hubo diferencias significativas entre los
niveles de Fe, Cu y calcio en ambos grupos. Sin embargo, los niveles de Zn
demostraron ser significativamente méas bajos en pacientes que en controles.
No se compard entre ictus isquémicos y hemorragicos.

Unos afios mas tarde, en 2013, el grupo de Karadas et al publicé dos
articulos en este sentido.

En el primero de ellos**’ comparaban los niveles de varios metales en
sangre de 126 pacientes con ictus hemorragico y 29 controles, encontrando
que de forma significativa el Fe, el Cd y el plomo (Pb) eran més altos en
pacientes con hemorragia, y que sin embargo los niveles de Cu, Zn, magnesio
y manganeso eran significativamente méas bajos.

En el segundo de los estudios'*® se siguieron unos métodos similares para
determinar en 24 pacientes con ictus isquémico y 25 controles los niveles de
metales en sangre, excluyendo en esta ocasion la medicion de hierro.
Encontraron que de forma significativa el Cu, el cobalto, el Pb y el Cd eran
mas altos en ictus isquémicos que en controles.

Aunque dicho grupo no realiz6 estudios comparativos entre los grupos
isquemia y hemorragia, de sus estudios se desprende que solo un metal
actuaria de forma diferencial entre ambos subgrupos, el Cu.

En 2017 y con el fin de valorar el efecto de dichos metales y su papel en
la fisiopatologia del ictus isquémico, Skalny et al**® compararon de forma
indirecta los niveles de algunos metales en hombres con ictus isquémico y
controles. Este grupo obtuvo valores Zn y Cu significativamente més
elevados en ictus isquémicos y Fe mas bajo en dichos pacientes comparados
con controles.

3. Metabolismo del hierro como biomarcador en el ictus agudo

El hierro, por su naturaleza doble redox, es un metal esencial que cataliza
procesos como la respiracion mitocondrial, el transporte de oxigeno en sangre
o la sintesis de neurotransmisores en el cerebro™®® -15!, Paraddjicamente, esta
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bivalencia hace al Fe potencialmente toxico, dado que si se somete a las
reacciones de Haber-Weis puede generar especies reactivas de oxigeno y
dafiar a las células.

La toxicidad del Fe se evita en condiciones fisiologicas por mecanismos
homeostaticos que lo mantienen en su forma férrica o unida a quelantes. Estos
mecanismos de regulacion son alin mas importantes en el caso concreto del
cerebro, que mantiene los niveles de hierro estables a traves de su captacion
por la BHE™®2, Sin embargo, se acepta de forma general que esta homeostasis
se altera cuando ocurre un ictus agudo, dado que el hierro es uno de los
primeros mediadores de la cascada de la inflamacion y la isquemia®®,

En este sentido existen diversos estudios que hablan del papel del hierro
en el ictus, de tal manera que algunos sugieren que el exceso del mismo se

relaciona con peor prondstico funcional en el paciente con ictus isquémico®*
155

También existen evidencias en estudios en ratas de que los niveles altos
de hierro influyen negativamente no sélo en la respuesta a tratamiento con
rTPA, sino en los ratios de transformacion hemorragica®®®.

En el caso del ictus hemorréagico, Pérez de la Ossa et al®” en 2010
llevaron a cabo wun estudio con 100 pacientes con hemorragia
intraparenquimatosa supratentorial, reclutados en las primeras 12 horas tras
el inicio de los sintomas. En ellos midieron los niveles de ferritina sérica entre
otras determinaciones, observado que un aumento de los niveles de la misma
contribuia a un aumento del mal prondstico objetivado mediante la escala
modificada de Rankin.

4. Otros biomarcadores

Algunos estudios han valorado el uso de la metabolémica con el fin de
distinguir entre ictus isquémico y hemorragico'®®, pero sin embargo sus
resultados son confusos y dificilmente reproducibles debido a la complejidad
de la técnica®™®.

Tambien existen trabajos sobre la deteccion de biomarcadores en LCR
para el estudio de enfermedad cerebrovascular'®, siendo limitados en el
objetivo de la diferenciacion entre isquemia y hemorragia, dado que la técnica
para la extraccion de la muestra de LCR podria contraindicar un posterior
tratamiento fibrinolitico en el caso de un ictus isquémico.
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VII. EL SISTEMA LINFATICO CEREBRAL

Las neuronas del SNC se comunican mediante una combinacion de
sefiales quimicas y eléctricas que necesitan de una regulacion precisa. Esto ha
llevado a apoyar la teoria a lo largo de los afios de que eran necesarios
mecanismos de barrera entre la sangre y el tejido nervioso para mantener la
homeostasis adecuada. Por ello se ha interpretado que el sistema nervioso
actla como un sistema aislado inmunoldgicamente®®?,

Estudios recientes han descrito de nuevo el sistema linfatico cerebral,
abriendo nuevos caminos para el estudio de las enfermedades del sistema
nervioso. En los siguientes apartados se realizard un resumen del estado
actual del tema.

1. Estructura y funcién de las barreras del sistema nervioso central

Todos los organismos con un sistema nervioso desarrollado tienen
BHE®2, En el cerebro y la médula espinal de los mamiferos, entre los que se
incluye el ser humano, la BHE esta formada principalmente por las células
endoteliales que forman la pared de los capilares. El area total de esta barrera
es la mayor para el intercambio de sustancias entre cerebro y sangre y alcanza
entre 12-18 m2 de media en un humano adulto®,

Una segunda interfaz entre tejido el nervioso y la sangre tiene lugar a
través de las células epiteliales del plexo coroideo en contacto con el LCR, lo
gue constituye la barrera hemato- LCR.

El LCR se secreta por los plexos coroideos hacia los ventriculos
cerebrales %4, mientras que el fluido cerebral extracelular restante, liquido
intersticial, es transportado al menos en parte por las células endoteliales de
la BHE®, EI fluido intersticial y el LCR se comunican libremente en varias
localizaciones.

Existe una tercera interfaz, que es la que se lleva a cabo en las células
epiteliales avasculares de la aracnoides, cercando completamente el SNC.
Esta interfaz es la que completa el cierre entre los fluidos extracelulares del
SNC y el resto del cuerpo®®,

En las tres interfaces, la barrera del SNC resulta de una combinacion de
una barrera fisica (mediante las tight junctions), de transporte (con
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mecanismos de trasporte especificos a su través) y metabodlica (enzimas que
metabolizan las moléculas en transito) (figura 4).

(b) Sangre
= mmwmmws = Endotelio

qﬂexo coroideo

(a) Sangre ) . LCR Tight junction
célula endotelial

Tight junction [ célula [3e Ependima

eno sagital superior Duramadre

Sistema ventricular

Canal central

Cl

LCR Tight junction

@EMED ecF| Membrana pial

Figura 6: Barreras del cerebro. LCR= Liquido cefalorraquideo; ECF: Liquido intersticial

La BHE no solo proporciona un entorno estable para que se desarrollen
correctamente las funciones neuronales, sino que regula el contenido idnico
y de neurotransmisores del SNC, previene la entrada de macromoléculas o de
neurotoxinas y se encarga de la nutricion cerebral 167168 169.170, 171,

2. Sistema linfatico cerebral e implicaciones de su descubrimiento

Como se ha explicado en el apartado previo, el cerebro se ha considerado
de forma tradicional un 6rgano inmuno-privilegiado, debido a la falta de
vasculatura linfatica en é1*72.

2.1 Descubrimiento del sistema linfatico cerebral

Hace unos dos siglos, se propuso la existencia de un sistema linfatico
cerebral en el ser humano, sin embargo, dichas teorias fueron descartadas®’3.
Por lo tanto, hasta el momento se aceptaba que mientras en otros érganos las
células T circulaban y drenaban por el sistema linfatico, en el cerebro estas lo
hacian a través de la circulacion venosa®’.
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En un modelo articulado por Davson!”, y mas tarde elaborado por
Cserrt’®, los desechos cerebrales se intercambian con el LCR a través de la
difusion local y posteriormente ese LCR se reabsorbe.

Los estudios publicados por Weed en 191417 establecieron un modelo
de reabsorcion de LCR que ha persistido en gran parte intacto hasta nuestros
dias: que el LCR y sus solutos asociados salen del espacio subaracnoideo
hacia los senos durales a través de las estructuras celulares finas de las
granulaciones aracnoideas.

Recientemente, dos laboratorios de forma independiente demostraron la
existencia de un sistema linfatico cerebral en las meninges.

El primero de ellos fue el laboratorio del grupo de Kipnis. En él Louveau
et al 18 con el fin de buscar las rutas responsables de la circulacion de las
celulas inmunes de las meninges, estudiaron los espacios meningeos y las
células inmunes que ocupaban dichos espacios. Primero prepararon
disecciones de meninges de ratones, estudiandolas mediante tinciones de
inmunohistoquimica para células endoteliales, células T y células que
expresaban el complejo de histocompatibilidad Il (CHCII). El etiquetado de
estas células reveld un reparto restringido de las células inmunes en los
compartimentos meningeos, con una alta concentracién de las mismas
cercanas a los senos durales.

Los senos durales drenan a través de las venas cerebrales interna y
externa a las venas yugulares. Para descartar artefactos debidos a una
perfusion incompleta, estudiaron la localizacion exacta de los linfocitos T
alrededor de los senos, de modo que se realizaron cortes coronales de la
duramadre que se tifieron para CD3e (células T) y CD31 (células endoteliales)
y se encontré que las células T estaban fuera de la luz de los senos.
Posteriormente y para confirmar este hallazgo, se les inyect6 a los ratones
lecitina Dylight 488 o anticuerpo anti CD45 fluorescente antes de
sacrificarlos, encontrandose que efectivamente las células T estaban fuera del
seno venoso. Esto les sugirid que podria existir un sistema diferente al venoso
por el que circularan dichas células T.

Previamente otros grupos habian estudiado el sistema linfatico con el
marcador Lyve-1. Por ello se decidio también tefiir las meninges de los
ratones del estudio con este marcador, demostrando una red de vasos Lyve-1
positivos paralelos y adyacentes a los senos venosos cerebrales. Dichos vasos
tenian una luz diferenciada de los senos, hecho que se confirmé con la
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inyeccion pre-mortem de lecitina Dylight 488 y otros marcadores clasicos de
celulas endoteliales linfaticas.

Este grupo describid que la red de vasos linfaticos cerebrales comenzaba
en ambos ojos y subian hasta el bulbo olfatorio para alinearse desde alli con
los senos durales y posteriormente, al demostrar la existencia de este sistema,
demostraron también el intercambio de sustancias entre las meninges y el
LCR. Para ello inyectaron a los ratones fluoresceina intravenosa y QDot655
en los ventriculos cerebrales, y luego examinaron todo el cerebro con un
microscopio electronico multifoton. Encontraron entonces que los vasos
tefiidos con QDot655 y no con fluoresceina, se alineaban con los senos
venosos, demostrando que los mismos, y no los pertenecientes al sistema
cardiovascular, eran los que drenaban LCR.

Previamente a los estudios de este grupo, también se habia visto que
alteraciones en el LCR producian respuestas inmunes en los ganglios
linfaticos cervicales, proponiendo que la via anatdmica era a través de la
lamina cribosa y posteriormente por los vasos linfaticos nasales'’®. Para
corroborar este hecho, el grupo de Louveau et al inyect6 a los ratones Evans
blue intraventricular, demostrando que 30 minutos tras la inyeccion el
trazador se localizaba en los vasos linfaticos cerebrales, pero también en los
ganglios linfaticos cervicales (figura 7).
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Figura 7: Conexion entre el sistema gliolinfatico y el sistema linfatico meningeo
(Modificado de Louveau et al)

Aspelund et al*® fueron el grupo que demostrd de forma independiente
estos hallazgos. Realizando tinciones para vaso linfatico (Prox-1-GPF),
encontraron que no existian vasos linfaticos en la piamadre y sin embargo
descubrieron, tras retirar el cerebro de los ratones, que existia una extensa red
de vasos linfaticos alrededor de las meninges recubriendo todo el craneo, y
gue esos vasos se encontraban incluso en la salida del craneo rodeando a la
arteria pterigopalatina, algunos pares craneales (el nervio 6ptico, el trigémino,
el vago y el accesorio) y atravesando la lamina cribosa hacia la mucosa nasal
(figura 8).
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Figura 8: Vias de drenaje linfatico (modificado de Rasmunsen et al*t%)

2.2 Implicaciones del descubrimiento del sistema linfatico cerebral

Si bien estos dos estudios que describen los vasos linfaticos asociados
con la duramadre representan un paso importante hacia la comprension de la
funcién bioldgica béasica del cerebro, quedan aun aspectos importantes por
resolver.

Por un lado, funcionalmente, no esta claro cuales son las contribuciones
relativas de estas vias linfaticas al aclaramiento de los solutos intersticiales o
del LCR en relacién con las vias de flujo de salida clasicas, incluidas las
granulaciones aracnoideas durales y las vainas perineurales. ¢Cumplen
funciones distintas, como, por ejemplo, la depuracion de solutos frente a la
vigilancia inmunologica?

Por otro lado, ;,como se modulan estas vias de drenaje linfatico por la
variacion fisioldgica? Esta descrito que existe una variacion circadiana que
parece significativa: la funcidon gliolinfatica, siendo la eliminacion intersticial
de residuos de proteinas es principalmente activa durante el suefio*®?,

Ademas, es importante recordar que los estudios funcionales de los
sistemas linfatico, gliolinfatico y meningeo se han limitado hasta ahora a los
modelos animales.
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A pesar de las lagunas en su conocimiento ain hoy existentes, el papel
de estas vias de drenaje parece activo tanto en el aclaramiento de solutos
intersticiales del cerebro como en el trafico de células inmunitarias, lo que
puede sugierir su participacion en enfermedades tan diversas como las
proteinopatias y las enfermedades desmielinizantes.

El aclaramiento de amiloide en la enfermedad de Alzheimer, el
aclaramiento de alfa sinucleina extracelular en la enfermedad de Parkinson...
y de hecho la progresion de todas las proteinopatias que se suponen de tipo
prionico, podria verse influido por la competencia funcional de estas vias de
drenaje linfatico!83 -184,

De hecho, tedricamente el compromiso funcional de estas vias de drenaje
puede suprimir no solo el aclaramiento de los solutos, sino también el flujo
de LCR o liquido intersticial en si, pudiendo predecirse condiciones
sindromicamente tan diversas como la hipertension intracraneal primaria y el
glaucoma®®.

Siguiendo un razonamiento similar, los agentes inmunes que salen del
cerebro pueden ejercer una vigilancia inmunitaria previamente no reconocida
que sirva para movilizar células inmunitarias contra antigenos extrafios que
invaden el cerebro antes de que se reconozcan en él de manera efectiva. Un
mecanismo de este tipo podria provocar un replanteamiento de los
mecanismos tanto de la activacion de las células T como del trafico de las
mismas en enfermedades como la esclerosis multiple, asi como de las
estrategias terapéuticas dirigidas a las mismas*.

3. Regulacién y funcién de la saliva y su relacién con el sistema nervioso
central

La saliva es un fluido biol6gico que actla como protector de la boca al
mismo tiempo que se muestra como un factor clave en el proceso de la
digestion de los alimentos. Sin embargo, esta es solo una de sus multiples
funciones, dado que esta secrecidn mucoserosa contiene diversas sustancias
quimicas que se ha demostrado pueden funcionar como patron para medir
diversos aspectos relacionados con la salud. Mediante el andlisis de la saliva,
concretamente, se pueden detectar algunos tipos de cancer, determinar si
existe 0 no una predisposicién genética a padecer distintas patologias
cardiovasculares, o incluso, enfermedades infecciosas'®’.
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El flujo salival se encuentra bajo el control del sistema nervioso
autonomo, principalmente por el sistema parasimpatico. La inervacion
parasimpatica de la glandula parotida se produce por el nervio glosofaringeo
(par craneal IX), via ganglion otico. El nervio facial (par craneal VII)
proporciona la inervacion parasimpatica a las glandulas submandibular y
sublingual, via ganglion submandibular. La inervacion de las glandulas
menores es principalmente parasimpatica con transmision colinérgica; las
glandulas salivales menores producen secrecion de forma espontanea en
ausencia de estimulos nerviosos, permitiendo la proteccion de la mucosa oral
durante todo el dia. La estimulacion parasimpatica produce secrecion salival
abundante!®,

Al ser un fluido regulado por pares craneales podria vehicular
informacion del SNC.

VIII. JUSTIFICACION DE LA TESIS DESARROLLADA

En el diagnostico diferencial para el ictus agudo, dado el diferente
manejo y tratamiento segun su naturaleza isquémica o hemorragica, la prueba
gold-standard es la neuroimagen.

Aunque se han estudiado maltiples biomarcadores principalmente en
sangre, algunos con resultados prometedores, no existen datos concluyentes
que permitan generalizar su uso.

El descubrimiento reciente de las vias de drenaje del sistema linfatico
cerebral, abre la puerta al estudio del sistema nervioso central desde una
perspectiva hasta ahora no estudiada, permitiendo el abordaje y la exploracion
de nuevos mecanismos fisiopatoldgicos, dianas terapéuticas, e incluso fluidos
para el estudio de biomarcadores.

IX. RESUMEN DE LA INTRODUCCION

En el apartado introduccion se han descrito los métodos diagnosticos
convencionales aceptados para el diagnostico diferencial entre isquemia y
hemorragia, se ha realizado un resumen de los principales biomarcadores, en
su mayoria en suero, publicados para dicho fin y se ha introducido el concepto
de sistema linfatico cerebral con sus implicaciones y nueva caracterizacion.
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El presente apartado pretende resumir los previos orientandose a justificar las
hipétesis que se plantean en esta tesis.

1. Diagndstico diferencial entre ictus isquémico y hemorragico

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y discapacidad en
nuestro medio.

Aproximadamente el 85% de los ictus agudos, segun la literatura, son de
origen isquémico, y, aungue existen tratamientos para isquemia y hemorragia,
solo en el primero de los casos este estd ampliamente aceptado de forma
global, se incluye de forma unanime en las guias de practica clinica de
diferentes sociedades cientificas y ha dado lugar a una serie de protocolos pre
e intrahospitalarios para facilitar al mayor namero de personas posible el
acceso al mismo.

En el ictus isquémico, el tratamiento fibrinolitico con rTPA ha
demostrado reducir la mortalidad frente a placebo en diversos estudios y su
uso esta extendido en nuestro medio desde hace al menos 10 afios. Otros
fibrinoliticos como la tecnecteplasa, a pesar de haber demostrado eficacia, no
tienen un uso tan extendido aun. Por otro lado desde 2015, el uso de la
trombectomia mecénica es también recomendado en combinacion con la
rTPA o en aquellos pacientes que la tengan contraindicada, demostrando
también una reduccion de mortalidad muy significativa en el ictus agudo y
habiéndose ampliado los criterios de tratamiento en cuanto a tiempo
recientemente.

Por su lado, en el ictus hemorragico no existe un tratamiento extendido
y global. Aunque existe cierto consenso sobre las medidas generales, no hay
tal a la hora de decidir el uso de fibrinoliticos intraventriculares o cirugia.

De esta disonancia entre la terapéutica de uno y otro tipo de ictus, asi
como de la evidencia en ambos tipos de un beneficio en la atencion del
paciente en unidades especializadas, nace la necesidad de un diagndstico
diferencial temprano y lo mas sensible y especifico posible.

A dia de hoy sélo las pruebas de neuroimagen, y en concreto la TC y la
RM ofrecen una fiabilidad suficiente para ese fin.
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TRATAMIENTOS ICTUS TRATAMIENTOS ICTUS
ISQUEMICO HEMORRAGICO

Control de la TA
Fibrinolisis con rTPA Cirugia descompresiva
Fibrinolisis con tecnecteplasa TXA, fVIII...
Trombectomia mecanica Tratamiento del edema
perilesional
Diagnostico diferencial mediante
e TC
e RM

Tabla 4: Resumen del tratamiento y diagndstico del ictus agudo

2. Biomarcadores en el diagndstico diferencial entre isquemia y
hemorragia

A lo largo de los afios se han estudiado multitud de biomarcadores y sus
combinaciones, de naturaleza proteica u otras, con el fin de ayudar en el
diagnostico diferencial entre isquemia y hemorragia.

Aunque se han descrito numerosos biomarcadores en suero con
diferentes sensibilidades y especificidades para distinguir ictus isquémico de
hemorragico, los resultados son en muchas ocasiones confusos, y no existe a
dia de hoy acuerdo sobre el uso extendido de ninguno de ellos, ni de forma
individual ni en combinacion.

Solamente la GFAP parece obtener resultados similares y reproducibles
en todos los estudios realizados.

En cuanto al sustrato utilizado para medir dichos biomarcadores, el suero
sanguineo ha sido el mas extendido, dado que la técnica para la obtencién de
LCR podria contraindicar un posterior y eventual tratamiento fibrinolitico en
el caso del ictus isquémico.

En latabla 5 se resumen los principales biomarcadores abordados en este
apartado.
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COMPORTAMIENTO EN

TIPO DE A
EL DIAGNOSTICO

BIOMARCADOR

BIOMARCADOR

DIFERENCIAL

Alctus  isquémico  con
ADMA respecto a controles y en el
cardioembdlico  frente a
ET-1 hemorragias
DANO ENDOTELIAL .
) . Alctus hemorrdgico con
Apolipoprotei L
respecto a isquémicos
nas
Cl y Il AMctus isquémico con
respecto a hemorragico
GEAP ANlctus hemorr_ég_;i_co. AltaSy
DANO CEREBRAL E. Areproductibilidad.
S100B -
A ctus hemorragico
Al ctus isquémico
MARCADORES DE PCR
INFLAMACION CAMS SICAM Y sVCAM Alctus
isquémico que controles
Al ctus hemorragico
GFAP+APC S100B aumenta vy
SRAGE disminuye en
SRAGE+S100
B hemorrégico
PANELES DE .
BIOMARCADORES GEAP+ RBP4 ANlctus hemorragico
Biomarcadores no
STROKE L
suficientes para Dx
CHIP . .
diferencial en paneles
con variables clinicas.
ZnyCu ANlctus isquémico
METALES
Fe Wictus isquémico
METABOLISMO -
iti Ictus hemorrégico
BELHIERRD Ferritina () g
METABOLOMICA Resultados confusos

Tabla 5: Resumen de los biomarcadores que evalGan el diagnostico diferencial entre isquemia 'y
hemorragia en el ictus agudo
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3. Sistema linfatico cerebral

Aunque el sistema linfatico periférico desempefia funciones fisiologicas
esenciales como la homeostasis del liquido intersticial y las proteinas y la
vigilancia inmunoldgica, la aparente ausencia de vasos linfaticos
convencionales en el sistema nervioso central ha sido hasta fechas recientes
un misterio de la neurociencia, particularmente a la luz de la sensibilidad
exquisita de las células neuronales a la composicion de su entorno
extracelular.

Durante mucho tiempo se ha apreciado que la circulacion del LCR
desempefia un papel excretor, que funciona como un sumidero de los
desechos metabolicos producidos en el SNC que no pueden eliminarse
facilmente a través de la BHE.

Dos estudios clave publicados de forma independiente en los ultimos
afios demuestran que, contrariamente a esta creencia de larga data, el cerebro
es drenado por vasos linfaticos asociados con los senos durales.

Tanto el estudio de Louveau et al publicado en Nature, como el estudio
de Aspelund et al publicado en el Journal of Experimental Medicine,
objetivaron la presencia de pequefias estructuras vasculares asociadas a los
senos venosos cerebrales que expresaban marcadores de células endoteliales
linfaticas, como LYVEL, PROX1 y VEGFR-3, pero que no estdn marcadas
con trazadores intravenosos (iv) , o que demuestra que estos vasos no son
elementos del aparato circulatorio.

Si bien ambos estudios documentan la asociacién entre estos supuestos
vasos linfaticos y los senos sagitales y transversales superiores, la
caracterizacion anatdmica mas completa realizada por Aspelund et al
demuestra que estos vasos también estan asociados con las arterias meningeas
medias y salen del craneo a lo largo de las venas y arterias, asi como de la
lamina cribosa y las vainas de los pares craneales.

Estos dos estudios abren la puerta a la reconsideracion de la
fisiopatologia de muchas enfermedades, el planteamiento de nuevas dianas
terapéuticas de algunas otras e incluso el estudio de marcadores de
enfermedad del SNC, dado que se trata de una via de drenaje de desechos,
por nuevas vias, a traves, por ejemplo, del exudado nasal.

48



Capitulo Segundo

Hipdtesis y objetivos del estudio

l. HIPOTESIS

Postulamos que el exudado nasal puede ser un nuevo fluido en el que
medir biomarcadores en enfermedades neuroldgicas, dado que la lamina
cribosa y posteriormente el cornete superior son vias de drenaje del sistema
linfatico cerebral.

Conjeturamos que la saliva como fluido cuya secrecion es regulada por
los pares craneales, por cuyas vainas es vehiculado el drenaje linfatico
cerebral, podria ser un nuevo fluido en que medir biomarcadores en
enfermedades neuroldgicas.

Hipotetizamos que, en el caso concreto del ictus agudo, el hierro como
producto de degradacion de la hemoglobina, y eventualmente otros metales
como productos de degradacion de otras proteinas, podrian medirse en el
exudado nasal y saliva siendo marcadores diferenciales entre ictus isquémico
y hemorrégico (figura 9).

ICTUS ISQUEMICO O DRENAJE LINFATICO
oa :.l(;o CEREBRAL POR LAMINA
CRIBOSA

Figura9: Hipotesis: El Hierro y algunas proteinas medidas en exudado nasal y saliva pueden ser
marcadores diferenciales entre ictus isquémico y hemorragico
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1. OBJETIVOS

De acuerdo a los aspectos postulados en las hipotesis, los principales
objetivos de la presente tesis son los siguientes:
1. Objetivo Principal: Evaluar la presencia de biomarcadores de
enfermedad cerebrovascular en el exudado nasal y eventualmente en
la saliva en los pacientes con ictus agudo.

2. Objetivos especificos:

a.

Analizar si la presencia de hierro y otros metales en dichos
fluidos es util en el diagndstico diferencial entre isquemia y
hemorragia.

Fijar los puntos de corte analiticos en dichos biomarcadores
para el diagndstico de enfermedad cerebrovascular isquémica
0 hemorrégica en los pacientes de nuestro Centro.

Valorar la sensibilidad y especificidad de la prueba.

. Comparar la sensibilidad y especificidad de la prueba con el

gold standard para el diagndstico, entendiendo como tal la
realizacion de una TC craneal al ingreso del paciente.

Valorar el coste-efectividad de la utilizacion sistematica de
esta prueba diagnostica respecto al coste-efectividad del uso
de la técnica estandar.
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Metodologia del estudio

|. DISENO DEL ESTUDIO Y SELECCION DE LA MUESTRA

Estudio prospectivo observacional de pacientes con una hemorragia
cerebral intraparenquimatosa de menos de 48 horas desde el inicio de los
sintomas ingresados de forma consecutiva en la Unidad de Ictus del Servicio
de Neurologia del Hospital Universitario Central de Asturias de Oviedo.
Como controles se recogieron el mismo ndmero de pacientes con ictus
isquémico de menos de 48 horas desde el inicio de los sintomas ingresados
en la misma unidad. Todos los sujetos fueron ajustados y pareados por edad
Y sexo.

1. Criterios de inclusion

1. Hemorragia intraparenquimatosa cerebral o ictus isquémico de
menos de 48 horas de evolucion.

2. Edad superior a 18 afios

3. Firma del consentimiento informado por parte del paciente o sus
familiares

2. Criterios de exclusidn

1. Enfermedad hepética, hematoldgica o renal, sangrado nasal, toma
de hierro como tratamiento.

2. Localizacion subdural, subaracnoidea o epidural de la hemorragia
intracraneal.

*Este estudio se ha realizado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de
la World Medical Association y aprobada por el Comité de Etica de nuestro
hospital.
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I1. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO CLINICO

El protocolo general del estudio se muestra en la figura 10. En resumen,
tras la llegada del paciente a la Unidad de Ictus se registraron las variables
clinicas basales (antecedentes médicos, tratamientos previos) y la gravedad
inicial del ictus mediante la Escala de Ictus de los National Institutes of
Health (NIHSS). Se realiz6 una analitica segun el protocolo habitual de
manejo en la Unidad de Ictus (hemograma, bioquimica general, estudio de
coagulacion, perfil de anemias, lipidico y hepatico), un electrocardiograma y
se extrajo una muestra de exudado nasal y saliva que fue almacenada en las
mismas condiciones para todos los pacientes. Se realizé una neuroimagen en
fase aguda y se documentd la oclusion arterial mediante Duplex Transcraneal
(DTC) o Angiotomografia Computerizada (angioTC) en el caso de los ictus
isquémicos y la localizacion de las hemorragias y sus caracteristicas en el
caso de las hemorragias intraparenquimatosas. Se consider6 como oclusion
de arteria cerebral media, anterior, posterior, carétida interna, vertebral o
basilar, segun los resultados del angioTC. Se acepté como hemorragia lobar
cuando la localizacion era superficial afectando a la corteza cerebral, y
profunda en caso de no implicar a la corteza.

Se practicé una neuroimagen de control a las 24-48h para evaluar la
eventual transformacion hemorragica en aquellos pacientes que recibieron
tratamiento de reperfusion en el caso de los ictus isquémicos, asi como para
la valoracion del volumen final de la lesion (isquemia o hemorragia).
Posteriormente se realizd una visita de seguimiento a los 3 meses para
determinar el grado de recuperacion funcional.

Los pacientes se sometieron o no a tratamientos de reperfusion en fase
aguda (fibrinolisis iv y/o tratamiento intraarterial) en el caso de los ictus
isquémicos, y recibieron tratamiento médico o quirdrgico en el caso de las
hemorragias, siguiendo los protocolos de nuestro centro y en consonancia con
las guias nacionales e internacionales de tratamiento del ictus agudo. Durante
el ingreso en la Unidad de Ictus se realizaron los procedimientos diagndstico-
terapéuticos habituales.

Los ictus isquémicos se clasificaron etiologicamente segun criterios
TOASTY en: aterotromboéticos, cardioembélicos, lacunares, indeterminados
u otros de causa inhabitual.

Las hemorragias cerebrales se clasificaron etioldgicamente segun los

criterios estandarizados en: hipertensivas (HTA), debidas a angiopatia
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amiloide (AA), en relacién con malformacion vascular (MAV), en relacion
con coagulopatia o de causa indeterminada.

RECOGIDA DE DATOS DURANTE PROCESAMIENTO Y
VALORACION BASAL EL INGRESO ANALISIS DE LA MUESTRA
NIHSS

NIHSS y AP

| ! 5";‘“ N
b o

st

Figura 10: Protocolo clinico

I1l. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO DE RECOGIDA DE MUESTRA

En las primeras 48h del ingreso del paciente en la Unidad de Ictus un
investigador independiente, ciego a las variables clinicas y bioldgicas del
paciente, realiz6 una recogida de la muestra de exudado nasal y de saliva a
aquellos pacientes que cumplian los criterios de inclusién del estudio.

Como se ha podido constatar en la introduccion, existe gran
heterogeneidad en la recogida de muestras para medir biomarcadores y la
mayor parte de ellos se miden en suero o liquido cefalorraquideo. Por el
momento, no existen datos de esa recogida en la muestra para exudado nasal
ni saliva en los diferentes estudios publicados, por lo que no hay un método
estandar unificado para su recogida.

53



CARMEN GARCIA-CABO FERNANDEZ

1. Material utilizado para la recogida de muestra

Con el objeto de ser mas precisos, en el presente proyecto se han
utilizado hisopos estériles modelo FLOQSwabs™ Sterile Flexible mini tip
para la recogida de las muestras. Para su almacenaje, se han utilizado tubos
estériles de fondo redondo con faldén de 12 mL (tapon verde). En ellos la
muestra era embebida en 2mL de solucién bien de &cido nitrico al 2% en el
caso de que la muestra estuviera destinada para medir metales, o de buffer en
el caso de que fuera una muestra destinada para la medicion de proteinas.

2. Sistematica de recogida de la muestra

Se realizd una recogida de la muestra de exudado nasal mediante la
introduccidn en cada narina del mismo hisopo para cada paciente, realizando
movimientos circulares en la zona cercana al cornete superior durante 3
segundos. Las muestras de saliva fueron extraidas mediante el paso de otro
hisopo por la superficie de la lengua y la cara interna de ambas mejillas
durante un periodo de tiempo similar.

3. Procesamiento y almacenamiento de la muestra

Dado que por la naturaleza de la muestra a extraer se estimaba una
medicion dificultosa del volumen, los calculos del mismo se realizaron tras
realizar una pesada diferencial de todos los componentes de la recogida en
una balanza del Laboratorio de Bioquimica Clinica del Hospital Universitario
Central de Asturias modelo Ohaus discovery con una division de escala de
0,00001 gramos (g), una capacidad de 210 g y un error en la pesada que se
muestra para cada valor en la tabla 6.

INCERTIDUMBRE

VALOR TEORICO (G)

PATRON (G)

0,005 0,000014
0,01 0,000014
0,05 0,000014
0,1 0,000016
0,2 0,000020
1 0,000030

5 0,000050

Tabla 6: Incertidumbre de la pesada de la muestra
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Por tanto, para cada muestra recogida se realizaron cuatro pesadas: una
del tubo vacio, otra del tubo con la solucién correspondiente, otra del hisopo
y finalmente una de la totalidad del material una vez incluida la muestra.

Una vez recogidas las muestras se conservaron en un ambiente
homogeéneo para todas ellas hasta su transporte al Departamento de Quimica
Analitica de la Universidad de Oviedo, donde se conservaron a una
temperatura de 4°C hasta su analisis.

4. Determinacidn de marcadores biolégicos

Se proyectdé analizar elementos inorganicos como marcadores
bioldgicos: hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), plomo (Pb) y Cadmio (Cd).

En base a la literatura revisada, uno de los objetivos iniciales de este
proyecto consistia en determinar los niveles de El en exudado nasal de los
pacientes incluidos.

El EI que era objetivo principal de la medicién era el Fe, por su papel
como producto de degradacion de la hemoglobina, ya que ha sido estudiado
como biomarcador en diferentes estudios para ictus tanto isquémico como
hemorragico. Ademas se realizé la medicién de otros metales (Cu, Zn, Cd y
Pb) teniendo en cuenta su papel como componentes en sitios de union de
diferentes proteinas que juegan un papel fisiopatoldgico en el dafio cerebral
tras la isquemia y la hemorragia. De entre ellos solo fueron medibles el Cuy
el Zn, siendo los valores de Cd y Pb variables y en ocasiones negativos, lo
gue no permitié una medicion fiable.

Cada extraccion constd de una muestra de exudado o saliva recogidos
por un hisopo segun el protocolo referido en el apartado 111 que se incluyé en
un tubo estéril de fondo redondo con faldén de 12 mL (tapdn verde) con 2mi
de acido nitrico. Posteriormente se procedié a repartir la muestra en 2
alicuotas de 1 ml en tubos aptos para posterior analisis en un ICP de masas
(espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente). En cada tubo
se afiadieron 3 mililitros de acido nitrico, un preservante que se ha demostrado
eficaz en estabilizar los metales'®°.

El ICP-MS es una técnica de andlisis inorganico elemental e isotopico
capaz de determinar y cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla
periodica en un rango dinamico lineal de 8 ordenes de magnitud (ng/L —
mg/L), ademas de poder llevar a cabo la determinacion de los elementos en
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un analisis multielemental que provee la composicion de la muestra
analizada. Es capaz ademas de cuantificar la composicion isotopica y estudiar
la estabilidad de is6topos traza. EI ICP tiene como finalidad atomizar la
muestra, excitar los atomos presentes y finalmente ionizarlos. El
espectrometro separa los iones monocargados de cada isétopo de acuerdo a
Su masa.

En el presente estudio se analizaron las muestras en un ICP-MS Agilent
8800.

Previa a la recogida en pacientes, en el laboratorio se llevé a cabo un
estudio de la validez del anélisis de los elementos inorganicos en muestras de
exudado nasal y saliva de controles comparandolas con muestras limpias. El
estudio demostré que las muestras de exudado y saliva permitian el correcto
recuento de los El: Fe, Cuy Zn.

IV. VARIABLES CLINICAS

1. Gravedad inicial del ictus a las 24 horas y en el momento del alta

La gravedad del ictus se evaludé mediante la escala NIHSS en el momento
del ingreso en el hospital (Anexo 1).

2. Volumen de infarto

El volumen final del infarto se obtuvo de una TC Craneal realizada como
control después de las primeras 24 horas tras el ictus. EI volumen se midi6 en
centimetros cubicos (cc). Se empled la formula AxBxC/2, donde “A” y “B”
corresponden a los diametros mayores de la lesion en los cortes axiales de la
TC y “C” al nimero de cortes de 10 mm en los que aparecia la hipodensidad
del infarto o la hemorragia cerebral. Dichos volumenes fueron medidos por
un investigador experto en Neurologia y entrenado para dicho fin.

3. Prondstico funcional a 3 meses

Para evaluar la recuperacion funcional del paciente se calculo la escala
mRS en la visita de seguimiento a los 3 meses tras el ictus. El buen prondstico

funcional se definié como un mRS < 2. La escala mRS se detalla en el Anexo
2.
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4. Antecedentes médicos

Se recogieron los antecedentes médicos relacionados con factores y
habitos de riesgo vascular (tabaquismo, enolismo croénico, dislipemia,
hipertension  arterial, diabetes mellitus, cardiopatia, claudicacion
intermitente), enfermedad inmune, hemopatia, nefropatia o hepatopatia,
tratamientos cronicos y presencia o no de eventos cerebrovasculares previos
(ictus isquémico, AIT o hemorragia cerebral).

5. Caracteristicas del ictus

Se clasificaron los ictus en isquémicos y hemorragicos.

De los isquémicos se recogid el lugar de la oclusidn en caso de ser
objetivable, la clasificacién Oxfordshire (Anexo 3) y la TOAST (Anexo 4).

En el caso de las hemorragias cerebrales se recogio la localizacion (lobar
o profunda) y se clasificaron segun su etiologia (angiopatia amiloide,
hipertensivas, por malformacion vascular, secundaria a anticoagulacion, por
coagulopatia u otras).

V. ANALISIS ESTADISTICO

Se cred una base de datos prospectiva con la informacion clinica,
neurosonologica, radiologica y de laboratorio de todos los pacientes. El
analisis estadistico se realizo con el paquete estadistico SPSS 21.0 (SPSS Inc.
Chicago IL USA) para 10S.

El célculo del tamafio muestral se estimé en un minimo de 100 pacientes,
asumiendo un error alfa de 0.05 y una potencia estadistica del 80%.

Los resultados se representaron mediante el valor absoluto y porcentaje
para las variables categdricas y mediante la media y desviacion estandar (DS)
para las variables continuas de distribucién normal o con la mediana y rango
intercuartilico para las variables que no seguian una distribucién normal. La
comparacion bivariada de grupos se realizo con los Tests de Chi-cuadrado
para variables categoricas, t-Student para variables continuas de distribucion
normal y Tests de U-Mann-Whitney para variables continuas de distribucion
diferente a la normal.
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Capitulo Cuarto

Resultados

|. DESARROLLO Y EXPLICACION DE LOS RESULTADOS

El estudio incluye un total de 101 pacientes con ictus agudo ingresados
en la Unidad de ictus del HUCA desde el 1 de febrero de 2018 hasta el 1 de
febrero de 2019.

Cincuenta pacientes sufrieron un ictus de origen isquémico y 51 de
origen hemorragico. En funcién del origen se establecen dos grupos para el
estudio y comparacion de los mismos, siendo el primero el “grupo ISQ”
(grupo ictus isquémicos) y el segundo el “grupo HIC” (grupo ictus
hemorragicos). Los pacientes con ictus hemorrdgico se seleccionaron de
manera consecutiva de entre los pacientes ingresados en la Unidad de Ictus
en el periodo del estudio. Los pacientes con ictus isquémico fueron
seleccionados el mismo dia que los hemorragicos de entre los pacientes
ingresados en las mismas condiciones (tiempo desde el inicio de la clinica
menor de 48 horas, ingreso en la Unidad de Ictus y cumplir criterios de
inclusion del estudio). El screening log para los pacientes con del grupo HIC
se muestra en la figura 11.

168 pacientes
con HIC

20 HSA 65 no n:JgIreso en

66 pacientes con
HIC ingresan en
la Ul

32 con criterios
de exclusion

Figura 11: Screening Log de los ictus hemorragicos atendidos en el periodo del estudio

—

58



RESULTADOS

Tras el andlisis del paciente nimero 75, el ICP utilizado para realizar la
cuantificacion de metales sufrid una averia técnica, habiendo de sustituir el
filtro del aparato, por lo que las medidas del paciente 76 en adelante no
pueden considerarse tomadas en las mismas condiciones. Por dicha razén se
dividen los resultados en un primer apartado en el que se desarrollan los
obtenidos en los primeros 75 pacientes y un segundo apartado en el que se
exponen los resultados totales.

I1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS HASTA EL PACIENTE 75

Treinta y dos pacientes conforman el grupo 1SQ y 43 el grupo HIC.

1. Caracteristicas demograficas

Hay una diferencia significativa en el sexo entre ambos grupos,
predominando los varones en el grupo ISQ. Sin embargo, no hay diferencias
en la distribucion de la edad, como se muestra en la tabla 7.

GRUPO ISQ | GRUPOHIC n

SEXO. Varones n, 24 (72, %) 21 (48,8%) 0,0
% 36

EDAD. Media +/- 72,03 (+/- 11) 72,26 (+/- 12,44) 0,9
Desviacidn estandar 34

Tabla 7: Caracteristicas demograficas

En el grupo 1SQ 24 (72,7%) eran varones y 9 (27,3%) mujeres, y en el
grupo HIC 21 (48,8%) eran varones y el 51,2% mujeres. En el grupo 1SQ
existen diferencias significativas (p=0,03), lo cual podria ser explicado por la
mayor incidencia de este subtipo de ictus de forma global en varones.

La media de edad estudiada fue de 72,03 (+-11) en el grupo ISQ y de
72,26 (+- 12) en el grupo HIC. No existen diferencias significativas con
respecto a la distribucion de edad en ambos grupos (p=0,935).

Tampoco existe relacion significativa entre la edad de los pacientes y el
sexo (p=0,218).
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2. Habitos y factores de riesgo vascular

A continuacién se describen en la tabla 7 los datos epidemioldgicos en
cuanto a factores de riesgo vascular, de toda la serie, desglosada en funcion
del subtipo de ictus agudo sufrido.

En el item tabaquismo se considerd solo a aquellos pacientes que
tuvieran un habito activo en el momento del evento.

En el item consumo de riesgo de alcohol se considero a aquellos varones
que tuvieran un consumo diario > 409 y aquellas mujeres que lo tuvieran >
24q.

El item Cardiopatia incluye a aquellos pacientes con arritmias,
miocardiopatias y cardiopatia isquémica previa al ictus.

El item varios incluye aquellos pacientes que ademas de un FRCV
aislado o en las combinaciones descritas presentan otro u otros adicionales.

El método estadistico empleado fue la prueba no paramétrica X2.

Existe una distribucion homogénea entre las caracteristicas de los
pacientes de ambos grupos, sin detectarse diferencias significativas entre los
mismos con una p=0,583 para el global de los factores estudiados. Sin
embargo, se objetiva una mayor incidencia de HTA aislada o asociada a otros
FRCV en el grupo HIC de forma no significativa. Del mismo modo, se
observa una mayor incidencia de cardiopatia en el grupo I1SQ de forma de
nuevo no significativa.
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FACTOR DE
RIESGO GRUPO ISQ | GRUPO HIC
N, %
4 8
HTA 0,067
(12, 9%) (18,6%)
1 3
DL 0,123
(3,2%) (7%)
. 3 3
Tabaq_wsmo 0,897
activo (9,7%) (7%)
Consumo de 0 1 0,543
riesgo de
alcohol (0%) (2,3%)
. . 2 1
Cardlopatla 0,642
previa (6,5%) (2,3%)
1 2
Ictus previo 0,751
(3,2%) (4,7 %)
1
HTA + DM 0 0,243
(3,2%)
1 2
HTA + DL 0,152
(3,2%) (4,7 %)
1
DL+ DM 0 0,225
(3,2%)
15 17
Varios FRCV 0,995
(48,4%) (39,5%)
3 3
Ningtin FRCV 0.874
(9,7%) (7%)

Tabla 8: Factores de riesgo vascular para los dos grupos de estudio. (FRCV: Factores de
riesgo vascular; HTA: Hipertension arterial; DL: Dislipemia; DM: Diabetes Mellitus)
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3. Caracteristicas del ictus agudo

En este apartado se repasaran la lateralidad del ictus agudo en ambos
grupos, la localizacion de la lesion y la clasificacion clinica y etioldgica de
cada uno de ellos.

3.1 Lateralidad del ictus

Se clasifico la lateralidad segun la clinica presentada por el paciente en
derecha izquierda y posterior. Existe una distribucion homogénea sin
diferencias significativas (p=0,635) para esta caracteristica entre grupos.

Los datos para ambos grupos se muestran en la tabla 9.

LATERALIDAD | GRUPO ISQ | GRUPO HIC _

DERECHA 11 (34,4%) 17 (42,5%) 0,635
IZQUIERDA | 18 (56,3%) 18 (45%) 0,635
POSTERIOR 3 (9,4%) 5 (12,5%) 0,635

Tabla 9: Lateralidad del ictus agudo segun subtipo

3.2 Localizacién de la lesion

La localizacién en el caso del grupo 1SQ se valoro clinicamente mediante
la clasificacion Oxfordshire (tabla 10) y mediante la localizacion del trombo
en caso de que se encontrara alterado el angioTC (tablall).
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Clasificacion Oxfordshire.

GRUPO ISQ
N, %

TACI 14 (45,29%)

PACI 7 (22,6%)

LACI 5 (16,1%)

POCI 5 (16,1%)

Tabla 10: Clasificacion Oxfordshire

Localizacion oclusion arterial
N % GRUPO 1SQ

ACM M1 13(41, 9%)

ACM M2 4 (12,9%)
ACI 3(3,9%)
ACP 2 (6,5%)

Ninguna 8 (10,5%)
Otra 1(1,3%)

Tabla 11: Localizacién de la oclusion arterial

La localizacion en el caso del grupo HIC se valord segun las hemorragias
fueran lobares, profundas, subaracnoideas, subdurales, epidurales. Como las
tres Ultimas localizaciones estaban excluidas de inicio, solo se tuvo en cuenta
para clasificarlas como tales, en el caso de que existiera un componente
mixto, es decir, una extension extraparenquimatosa de la hemorragia
primariamente originada en el parénquima cerebral (subaracnoidea y lobar o

profunda, subdural y lobar o profunda...) Los resultados se muestran en la
tabla 12.
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Localizacion hemorragia.

GRUPO HIC
N, %
Lobar 17 (38,6%)
Profunda 24 (54,5%)
Subaracnoidea 2 (4,6%)
Subdural 1(2,3%)

Tabla 12: Localizacion de la hemorragia en el grupo HIC

3.3 Etiologia del ictus

La etiologia del ictus en el caso del grupo ISQ se clasificé siguiendo la
clasificacion TOAST y se muestra en la tabla 13. En el grupo HIC la etiologia
se considerd segun los grupos: origen hipertensivo, tumoral, angiopatia
amiloide, malformacion vascular, coagulopatia o0 transformacion
hemorragica. Todo ello se muestra en la tabla 14.

Clasificacion TOAST GRUPO 1SQ
N, %

Aterotrombotico 9 (30 %)
Cardioembdlico 10 (33,3%)
Lacunar 6 (20%)
Infrecuente 0 (0%)
Indeterminado por falta de estudios 1 (3,3%)
Confluencia de varias causas 1 (3,3%)
Criptogénico 3 (10%)

Tabla 13: Clasificacion TOAST
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Aunque los datos obtenidos en cuanto a etiologia de los ictus isquémicos
no muestran el total de la poblacion atendida en la Unidad de Ictus del HUCA,
por lo que no se han de interpretar como el resultado de un registro reglado
de los ictus isquémicos, si los comparamos con registros previos, la
distribucion por grupos etiol6gicos se acerca mas a la publicada en 2018 por
el grupo del Hospital de Albacete!® que a los registros historicos como el del
Stroke Data Bank!%!. Asi, se mantiene la tendencia observada de aumento de
la causa cardioembolica.

Etiologia hemorragia GRUPO HIC
N, %

HTA 25 (56,8%)

AA 8 (18,2%)

Tumoral 2 (4,5%)

MAV 4 (9,1%)
Coagulopatia 1(2,3%)
Transformacion hemorragica 3 (6,8%)
Indeterminada 1(2,3%)

Tabla 14: Clasificacion etiologica de las hemorragias cerebrales

En el caso de las hemorragias cerebrales, aunque como en el grupo 1SQ
no se trata de un registro hospitalario de hemorragias reglado, la distribucion
por etiologia se acerca a la descrita clasicamente por la literatura®.

4. Caracteristicas clinicas del paciente en el momento agudo. Escalas
NIHSS y mRS basal

Se compard el valor de la escala NIHSS al inicio de los sintomas en
ambos grupos de pacientes sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre la media de uno y otro grupo (p=0,183), por lo que traduce
una gravedad clinica similar entre ambos (tabla 15).
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+/- DESVIACION

MEDIA ESTANDARD
GRUPO 1SQ 10,61 6,864
GRUPO HIC 8,44 6,857

Tabla 15: NIHSS media al ingreso

A continuacion se muestra en la figura 12 el estado funcional basal de
los pacientes de ambos grupos de acuerdo con la puntuacion en la escala
modificada de Rankin.

MRS BASAL
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Figura 12: Distribucién de la mRS basal por grupos

No existen diferencias significativas en la mRS basal (p=0,218), si bien
todos los pacientes pertenecientes al grupo ISQ presentan un mRS basal <2,
mientras que en el grupo HIC un 20% de los pacientes partian de una situacion
funcional basal peor, con mRS >2. Esto podria explicarse por el hecho de que
los pacientes con ictus isquémicos seleccionados fueron solo aquellos que
ingresaron en la Unidad de ictus del HUCA. En Asturias la atencion al ictus
agudo esta dividido por areas sanitarias, de tal manera que se realiza un triaje
prehospitalario seglin el origen y caracteristicas basales del paciente, asi como
el tiempo de evolucion del ictus y otros!®. Por dicha razon, los pacientes que
en general llegan a ingresar en la Unidad de Ictus del HUCA son pacientes en
general mas seleccionados y con mejor estado basal. Durante el periodo de
recogida de datos para la presente tesis doctoral no estaba en marcha un
protocolo de triaje y atencion a hemorragias, pero, tal vez la gravedad
percibida en el ambito hospitalario de los pacientes con hemorragia cerebral
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Ileve a ubicar estas en dispositivos con mejor control, incluso en aquellos
pacientes con situaciones funcionales previas menos favorables.
5. Tratamientos farmacoldgicos o intervencionistas

A continuacion se reflejan en la tabla 16 los tratamientos realizados en
el contexto agudo del ictus isquémico.

Tratamiento empleado

GRUPO 1SQ
N, %
Ninguno 21(55,3%)
rTPA 5(13,2%)
™ 10(26,3%)
rTPA+ TM 2(5,2%)

Tabla 16: Tratamiento empleado de forma aguda para grupo 1SQ

Como se comentaba apartados previos, al no tratarse de un registro de
ictus isquémicos, no pueden extraerse conclusiones de los porcentajes de
pacientes con tratamientos de reperfusion aguda, ni de su distribucion por tipo
de tratamiento.

En el caso de los pacientes del grupo HIC solamente recibieron
tratamiento de soporte, sin emplearse en ninguno de los pacientes recogidos
craniectomia ni drenajes ventriculares.

6. Parametros radioldgicos

En el grupo ISQ se evaluo la escala Alberta Stroke Programme Early CT
Score (ASPECTS, Anexo 5), el resultado de la angioTC y la TC de perfusion
en caso de haberse realizado. En este ultimo caso se dividio a los pacientes
segin presentasen ictus establecido, patron target mistmach'®* u otros
patrones. También se valoro la transformacion hemorragica clasificandola
segln la propuesta de Fiorelli et al *°, en el caso de existir solamente en el
caso de que esta ocurriera tras la recogida de la muestra (en los 3 casos en los
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que se considerd transformacion previa a la recogida los pacientes fueron
incluidos en el grupo HIC). Los resultados de la escala ASPECTS, la TC de
perfusion y los datos de transformacion hemorragica se muestran en las tablas
17, 18 y 19 respectivamente. Los resultados de la angioTC se han mostrado

previamente en la tabla 11.

Puntuacion en la escala

ASPECTS GRUPO 1SQ
N, %
>7 21(74%)
<7 4(16%)

Tabla 17: Escala ASPECTS

TC de perfusion

GRUPO I1SQ

N, %

No realizado 3(14,3%)
Target mistmach 11(52,4%)
Ictus establecido 1(4,8%)

Otros patrones 6(28,6%)

Tabla 18: Resultados de la TC de perfusion

Transformacion hemorréagica

GRUPO 1SQ

N, %
No 21(87,5%)
IH2 2(8,3%)

HPR1 1(4,2%)

Tabla 19: Transformacién hemorrégica

En el grupo HIC se recogio la presencia de vertido ventricular y
microsangrados en caso de realizarse RM posterior. Dichos datos se presentan

en las tablas 20 y 21.
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VERTIDO VENTRICULAR GRUPO HIC
N, %

SI 9(20%)

NO 34(80%)

Tabla 20: Vertido ventricular

Microsangrados en RM GRUPO HIC
N, %

S| 21(50%)

NO 22(50%)

Tabla 21: Microsangrados en RM

En ambos grupos se valoro el volumen de la lesion valorada por la
formula axbxc/2 en la neuroimagen de control, no existiendo diferencias
significativas entre el volumen del grupo ISQ y HIC (p=0,923). Sin embargo,
en el grupo 1SQ sin embargo existe una mayor variabilidad en los volumenes
de la lesion, probablemente debido al menor volumen de los ictus isquémicos
de origen lacunar (tabla 22).

VOLUMEN (ml)
Media, DE

GRUPO 1SQ 72,8(+/-163,37)

GRUPO HIC 72,6(+/-84,13)

Tabla 22: Volumen de la lesion. MI=mililitros

7. Variables clinicas de evolucion

La evolucion clinica de los pacientes se evalué con la escala mRS
valorada a tres meses tras el ictus agudo. Los resultados de cada grupo
aparecen reflejados en la figura 13.
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MRS a 3 meses
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Figura 13: Escala modificada de Rankin a 3 meses

A pesar de que de nuevo no existen diferencias significativas (p=0,451),
podemos observar que el porcentaje de pacientes con mRS>2 es mayor en 1os
ictus hemorragicos, dato que se correlaciona con los disponibles en la
literatura que establecen una mayor morbimortalidad asociada al grupo HIC.

8. Parametros de laboratorio en suero

Se estudiaron en todos los pacientes de ambos grupos los niveles de
hemoglobina (Hb), hierro (Fe), ferritina, homocisteina, enzimas hepaticas,
acido drico, bilirrubina total (Brb), volumen corpuscular medio (VCM),
recuento de hematies e indice de saturacion de transferrina.

No se encontrd asociaciéon significativa entre ninguno de dichos
parametros y el grupo de pacientes ISQ o HIC. Solo se observé una tendencia
a la significacion los niveles de homocisteina, que se mostraban mas elevados
en el grupo ISQ (p=0,216), y el recuento de hematies que se mostraba mas
alto en el grupo HIC (p=0,189). En el caso de la homocisteina la relacion en
mayor medida con el grupo I1ISQ puede deberse a la accion protrombotica
descrita para esta molécula® y su asociacion con eventos cardio y
cerebrovasculares®®’. Por otro lado, el aumento de recuento de hematies en el
grupo HIC puede deberse a la fisiopatogenia de una hemorragia en cualquier
localizacion y la respuesta de la médula ésea con el consecuente aumento de
produccién de eritrocitos.
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En lo concerniente al metabolismo del hierro, también se observa una
tendencia a mayor concentracion de Fe y transferrina en el grupo HIC, y esa
tendencia se invierte en el caso de la ferritina. No existen trabajos que
comparen de forma directa el Fe o sus proteinas transportadoras en los ictus
isquémicos o hemorragicos como se ha desarrollado en el apartado
biomarcadores metélicos de la introduccion, por lo que estos resultados son
dificilmente interpretables.

A continuacion, en la tabla 23 se representan los valores de los

pardmetros analiticos estudiados.

FACTOR DE
RIESGO

Media, DE

GRUPO 1SQ

GRUPO HIC

hei{ne;t‘;ee;‘?xfgs) 4,32 (0,61) 4,61 (1,05) 0,189
Hb 13,03 (1,80) 13,09 (2,49) 0,018
VCM 88,34 (4,65) 86,96 (4,99) 0,243
GCT 106,25 (91,76) | ©222 (81.65) 0,645
ALT 21,28 (20,60) | 23,97 (19,07) 0,607
AST 30(35,96) 50 (36,76) 0,344
Homocisteina 26,14 (35,96) 15,94 (4,74) 0,216
Acido drico 2,66 (3,2%) 6,22 (4,7 %)
Fe 58,38 (28,07) | 66,05 (31,58) 0,323
IST 19,29 (10) 19,61 (9,10) 0,899
Transferrina 216,61 (50,99) | 224,19 (47,01) 0,548
Ferritina 355,40(178,82) | 169,00 (214,96) | 0,286

Tabla 23: Valores analiticos en ambos grupos. Hb= hemoglobina, VCM: volumen
corpuscular medio, GGT= gammabutiltransferasa, ALT: alaninotransferasa, AST:
Aspartatotransferasa, Fe= hierro, IST= indice de saturacién de transferrina
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9. Parametros de laboratorio en exudado

En el exudado nasal se estudiaron los niveles de Fe, Cu, Zn, Pby Cd en
todos los pacientes, consiguiéndose valores interpretables tan solo en los tres
primeros metales que fueron los posteriormente analizados.

Los niveles de metales fueron analizados en un ICP de masas Agilent
de forma simultanea y segun el método descrito en el apartado metodologia.
Los valores de concentracion de cada metal se expresan en nanomolar por
miligramo de exudado (nM x mg exudado), siendo sus valores medios y
desviacion estandar los expresados en la tabla 24.

Subtipo de Media (nM x | Desviacion

Uctus mg exudado “
o |— 150 —|00rIsTs 0085 |
i —— T
care, |53 Dears oo

Tabla 24: Niveles medios de metales medidos en exudado nasal

Para todos los metales se calcul6 el area bajo la curva de ROC (AUC)
que viene representada en la figura 14 y en la tabla 25.
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Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.

Figura 14: AUC para Fe, Zny Cu
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Metal AUC Intervalo 95%

Hierro 0,891 0,793-0,988
Zinc 0,795 0,668-0,923
Cobre 0,755 0,617-0,893

Tabla 25: AUC para Fe, Zny Cu

Tanto el Fe como el Cu, de forma significativa, muestran niveles mas
elevados en las muestras extraidas en pacientes con ictus hemorragico. En el
caso del Zn se objetiva una tendencia al mismo comportamiento, pero sin
significacion estadistica. Los resultados en este caso podrian explicarse por
un mayor grado de destruccion de tejido e inflamacion en el caso del grupo
HIC, lo que explicaria un mayor drenaje de desechos por el sistema linfatico
cerebral via lamina cribosa.

Los resultados para cada elemento se desarrollaran en los siguientes

apartados.
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9.1 El hierro en exudado nasal

El Fe, ademas de ser un metal empleado como biomarcador en ictus por
el aumento de sus niveles en el contexto de la inflamacidn provocada por la
isquemia, es un producto de degradacion de la hemoglobina presente en la
sangre vertida al parénquima cerebral de los pacientes con HIC. Por ello lo
elegimos como potencial biomarcador a ser medido en exudado.

En el apartado previo se mostraban los niveles medios de Fe para el
grupo 1SQ (0,077670 nM x mg exudado +/- 0,0836) y para el grupo HIC
(0,479902 nM x mg exudado +/- 0,5540), que resultaron significativamente
diferentes (p=0,0001). Dichos resultados se representan graficamente en la
figura 15.
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Figura 15: Niveles de Fe en nM x mg exudado en grupo 1SQ y grupo HIC
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El AUC es una representacion grafica de la sensibilidad frente a la
especificidad para un sistema clasificador binario segln se varia el umbral de
discriminacion, que proporciona herramientas para seleccionar los modelos
posiblemente dptimos y descartar modelos subdptimos. Se considera que un
test es bueno si el AUC es mayor de 0,75, muy bueno si >de 0,9 y excelente
si >0,97.

Para el Fe en exudado obtenemos un AUC de 0,896 (figura 16), cercano
a 0,9. por lo que puede considerarse un test muy bueno. Los valores de
sensibilidad y especificidad para cada punto de corte se muestran en la tabla
26.
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Figura 16: AUC para el Fe en Exudado
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Positivo si Positivo si es

es mayor oSensibilidad 1 - Especificidad mayor o igual| Sensibilidad Especlif;cidad
igual que?

-,985500 1,000 1,000 ,104400 ,860 ,242
,016900 1,000 ,970 ,105200 ,837 ,242
,021250 1,000 ,939 ,108100 ,837 ,212
,024800 1,000 ,909 ,110400 ,814 ,212
,027550 977 ,909 ,111750 ,814 ,182
,029000 977 ,879 ,113050 791 ,182
,029500 977 ,848 ,113750 ,791 ,152
,030150 977 ,818 ,117150 ,791 ,121
,030700 977 ,788 ,121050 767 ,121
,031100 977 ,758 ,126200 744 121
,032650 977 127 ,130700 744 ,091
,034100 977 ,697 ,131300 721 ,091
,036050 977 ,667 ,133100 ,698 ,091
,038950 977 ,636 ,136000 ,698 ,061
,042550 977 ,606 ,138900 ,674 ,061
,048000 ,953 ,606 ,143500 ,651 ,061
,053200 ,953 ,576 ,146600 ,628 ,061
,055700 ,953 ,545 ,148700 ,605 ,061
,058100 ,953 ,515 ,151650 ,581 ,061
,062250 ,953 ,485 ,153750 ,558 ,061
,066150 ,953 ,455 ,159050 ,535 ,061
,069800 ,953 424 ,166300 ,535 ,030
,071800 ,953 ,394 ,175250 ,512 ,030
,073150 ,953 ,364 ,206650 ,488 ,030
,074600 ,930 ,364 ,235900 ,465 ,030
,075300 ,930 ,333 ,266600 442 ,030
,076700 ,930 ,303 ;330050 419 ,030
,078000 ,930 ,273 371750 ,395 ,030
,082550 ,907 273 ,382950 372 ,030
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Positivo si Positivo si es 1-
es mayor o Sensibilidad| 1 - Especificidad mayor o igual Sensibilidad Especificidad
igual que? que? P
,095450 ,907 ,242 ,390450 ,349 ,030
, 104200 ,884 ,242 ,392500 ,326 ,030
,570600 279 ,000 ,428200 ,302 ,030
,694600 ,256 ,000 ,478500 279 ,030
, 742350 ,233 ,000 1,222850 ,116 ,000
,799000 ,209 ,000 1,437250 ,093 ,000
,891950 ,186 ,000 1,599700 ,070 ,000
1,032400 ,163 ,000 1,692300 ,047 ,000
1,150400 ,140 ,000 2,074050 ,023 ,000

Tabla 26: Coordenadas de la curva ROC para la variable Fe en exudado

El punto de corte dptimo para deteccion del grupo HIC con un 93% de
sensibilidad y un 73% de especificidad es 0,07800 nM x mg exudado. Por
encima del valor 0,5 nM x mg exudado existe una deteccion 100% especifica
para ictus hemorragico con una sensibilidad del 28% (figura 17).
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Figura 17: Niveles de Fe en nM x mg exudado para grupo 1SQ y grupo HIC

9.2 El zinc en exudado nasal

El Zn es un metal que se encuentra en los puntos de union de numerosas
proteinas del SNC que se degradan cuando ocurre el insulto isquémico o
hemorragico. Por ello lo elegimos como potencial biomarcador a ser medido

en exudado.

En el apartado de inicio se mostraban los niveles medios de Zn para el
grupo 1SQ (0,155305 nM x mg exudado +/- 0,3034) y para el grupo HIC
(0,376857 nM x mg exudado +/- 0,5323) que resultaron diferentes de forma
no significativa (p=0,086). Dichos resultados se representan graficamente en

la figura 18.
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Figura 18: Niveles de Zn en nM x mg exudado en grupo 1SQ y grupo HIC
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Para el Zn en exudado obtenemos un AUC de 0,795 (figura 19), por
encima de 0,75, por lo que puede considerarse un test bueno. Los valores de
sensibilidad y especificidad para cada punto de corte se muestran en la tabla
27.
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Figura 19: AUC para el Zn en Exudado
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Positivo _si es - 1- Positivo _si es - 1-

mayoru(;algual Sensibilidad Especificidad mayoruc;algual Sensibilidad Especificidad
-,992200 1,000 1,000 ,164750 ,500 ,182
,019100 1,000 ;955 ,168200 ,467 ,182
,031200 1,000 ;909 ,186250 ,467 ,136
,034000 ,967 ;909 ;210050 ,467 ,091
,036450 ,967 ,864 ,218150 ,433 ,091
,040650 ,967 ,818 ,233000 ,400 ,091
,047050 ,967 773 ,254350 ,400 ,045
,054000 ,967 127 ,273900 ,367 ,045
,060550 ,967 ,682 ;327550 ,333 ,045
,064800 ,933 ,682 ;386700 ,300 ,045
,070650 ,933 ;545 ,436850 ,267 ,045
,074800 ,933 ,500 ,476700 ,233 ,045
,075250 ,933 ,455 ;494950 ,200 ,045
,081350 ,933 ;409 ;523300 ,167 ,045
,088000 ,900 ;409 ,564050 ,133 ,045
,095500 ,867 ;409 ,788450 ,100 ,045
,105350 ,833 ;409 1,126450 ,067 ,045
,108800 ,800 ,409 1,375350 ,033 ,045
,111100 ,800 ,364 2,136650 ,033 ,000
,116400 ,800 ,318 3,785500 ,000 ,000
,121400 167 ,318 ,149000 ,567 ,182
,124550 167 273 ,156750 ,533 ,182
,127750 ,733 273
,134100 ,733 227
,139700 ,700 227
,142300 ,667 227
,144300 ,633 227
,145050 ,600 227
,146600 ,600 ,182

Tabla 27: Coordenadas para la curva ROC para la variable Zn en exudado
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El punto de corte 6ptimo para deteccion del grupo HIC con un 80% de
sensibilidad y un 69% de especificidad es 0,1164 nM x mg exudado. Por
encima del valor 2,13 nM x mg exudado existe una deteccion 100% especifica
para ictus hemorragico con una sensibilidad del 3% (figura 20).
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Figura 20: Niveles de Zn en nM x mg exudado para grupo 1SQ y grupo HIC

9.3 El cobre en exudado nasal

El Cu, al igual que el Zn, es un metal que se encuentra en los sitios de
unién de numerosas proteinas del SNC que se degradan cuando ocurre el
insulto isquémico o hemorragico. Por ello lo elegimos junto con el Fe y el Zn
como potencial biomarcador para ser medido en exudado.

Anteriormente se mostraban los niveles medios de Cu para el grupo 1ISQ
(0,022475 nM x mg exudado +/- 0,0228) y para el grupo HIC (0,074021 nM
X mg exudado +/- 0,1150) que resultaron estadisticamente diferentes
(p=0,015), aungue con menor potencia que los resultados obtenidos con el
Fe. Dichos resultados se representan graficamente en la figura 21.
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Figura 21: Niveles de Cu en exudado nasal segun el grupo ISQ o grupo HIC

Para el Cu en exudado obtenemos un AUC de 0,755 (figura 22), por
encima de 0,75, por lo que puede considerarse un test bueno para el
diagndstico diferencial entre isquemia y hemorragia, pero peor que los dos
marcadores anteriores. Los valores de sensibilidad y especificidad para cada
punto de corte se muestran en la tabla 28.
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Figura 22: AUC para el Cu en exudado nasal
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Positivo si es - 1. Positivo si es - 1-
i;rllja;){%ruga Sensibilidad Especificidad iérlg/(;ruza Sensibilidad Especificidad
,000000 1,000 1,000 ,024100 144 ;313
,003500 1,000 ,969 ,024800 144 ,281
,003800 1,000 ,938 ,025550 144 ,250
,004450 977 ,938 ,026350 721 219
,005150 ,953 ,938 ,027150 ,698 ,156
,005450 ,953 ,906 ,028050 ,674 ,156
,005800 ,953 ,875 ,030400 ,651 ,156
,006750 ,953 ,844 ,033050 ,628 ,156
,007800 ,953 ,781 ,034000 ,605 ,156
,008250 ,953 ,750 ,035200 581 ,156
,008750 ,953 ,719 ,036400 ,558 ,156
,009200 ,953 ,688 ,036700 ,535 ,156
,009450 ,953 ,656 ,038300 512 ,156
,009700 ,953 ,625 ,040100 512 ,125
,010150 ,930 ,625 ,041050 ,488 ,125
,011900 ,930 ,594 ,041700 ,465 ,125
,013450 ,907 ,563 ,041850 442 ,125
,013850 ,907 ;531 ,043150 419 ,125
,014400 ,884 ;531 ,044500 419 ,094
,015600 ,884 ,500 ,046350 ;395 ,094
,016550 ,860 ,500 ,049550 372 ,094
,017750 ,837 ,500 ,052500 372 ,063
,019050 ,814 ,500 ,057250 ,349 ,063
,019500 ,791 ,500 ,061150 ,326 ,063
,020100 , 167 ,500 ,069900 ,302 ,063
,020600 , 167 ,469 ,079650 ,302 ,031
,021000 , 167 ,438 ,082750 279 ,031
,021400 , 167 ,406 ,085000 ,256 ,031
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Positivo si es . Positivo si es 1-
Sensibilidad e . Sensibilidad e .

igsj?{%ruza EnSIDIica Especificidad ié?j?{%ruza EnsIoifica Especificidad
,021850 167 375 ,086800 ,233 ,031
,022450 167 344 ,090050 ,209 ,031
,023300 167 ,313 ,092900 , 186 ,031
, 111000 , 116 ,031 , 101350 ,163 ,031
,113800 , 116 ,000 , 109300 , 140 ,031
,122450 ,093 ,000

,152100 ,070 ,000

,320450 ,047 ,000

552900 ,023 ,000

1,000000 ,000 ,000

Tabla 28: Coordenadas de la curva COR para Cu en exudado
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CUEXUDADO

NIHSS. Los resultados se muestran en las tablas 29 y 30.

El punto de corte 6ptimo para la deteccion del grupo HIC, con un 77%
de sensibilidad y un 69% de especificidad, es 0,02330 nM x mg exudado. Por
encima del valor 0,113 nM x mg exudado existe una deteccion 100%
especifica para ictus hemorragico con una sensibilidad del 12% (figura 23).

6000

40004

,2000

v b

+ % e ¢
L *»
* * +*
e * o, L0 W e

) * %% o
,0000—— Sénee \—ﬁ'—-f ) &t }5 * |
0 20 40 60 80 100

NPACIENTE

Figura 23: Niveles de Cu en exudado

SUBTIPO

* ISQUEMICO
# HEMORRAGICO

9.4 Variacién de los niveles de hierro, zinc y cobre en exudado nasal en
relacién con las variables clinicas al ingreso y variables pronésticas

Se analiza la eventual relacion de los niveles de Fe, Zn y CU en exudado
con el estado funcional del paciente previo al ictus (valorado por la escala
mRS basal) y la gravedad clinica del ictus al ingreso mediante la escala
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NIHSS al . Desviacion
. Media .
ingreso estandar
>=10 0,59820 0,6897906
Fe exudado 0,239
<10 0,39472 0,4267229
>=10 0,43918 0,7577460
Zn exudado 0,609
<10 0,33530 0,3276198
>=10 0,08715 0,1441533
Cu exudado 0,532
<10 0,06456 0,0906308

Tabla 29: NIHSS y su relacion con los niveles de Fe, Zn y Cu en exudado nasal

METALES mRS al Media Desviacion P
ingreso estandar

Fe en exudado >2 0,51466 0,6595108 0,576
<=2 0,46484 0,5136210

Zn en exudado >2 0,46916 0,9378358 0,790
<=2 0,34329 0,3061786

Cu en exudado >2 0,09822 0,1655813 0,370
<=2 0,06353 0,0862663

Tabla 30: mRS previo al ictus y su relacion con los niveles de Fe, Zn y Cu en exudado
nasal
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Ademas, se valora la relacion de estos marcadores con el prondstico final
del ictus mediante la escala mRS a 3 meses (tabla 31).

METALES Desvllauon
estandar
>2 0,68541 0,6510729

Fe en exudado 0,961
<=2 0,34654 0,3832465
>2 0,53380 0,9273175

Zn en exudado 0,225
<=2 0,50907 0,3493977
Cuen >2 0,10280 0,1692784

dad 0,426
éxudado <=2 0,04944 0,0366053

Tabla 31: mRS a tres meses y su relacion con los niveles de Fe, Zn y Cu en exudado
nasal

No se encuentra relacion significativa entre los niveles de metales en
exudado y las variables NIHSS al ingreso, mRS basal y a los 3 meses.

Sin embargo, existe una tendencia a obtener niveles mas altos de estos
metales en relacidn con peor prondstico a largo plazo (mRS>2 a los 3 meses).

Se valora también la eventual asociacion de los niveles de Fe, Zn'y Cu
con la etiologia subyacente al subtipo de ictus, en el caso del grupo ISQ
valorado mediante la clasificacion TOAST y en el caso del grupo HIC segun
fueran de origen HTA, amiloide...

No se encontraron diferencias significativas entre los subgrupos
etiologicos en el caso del grupo I1SQ (p=0,371), y tampoco en el caso del
grupo HIC (p=0,385).

9.5 Variacién de los niveles de hierro, zinc y cobre en exudado nasal en
relacién con las variables radioldgicas

No se encuentra relacidn significativa entre los niveles de metales en
exudado y el volumen de lesién en ambos grupos de estudio.

No existe asociacion entre la concentracion de diferentes metales y el
volumen de la lesion para ambos subgrupos (p=0,539). Aunque, en las figuras
que representa el volumen en relacién con dichas concentraciones, si se
confirma de forma grafica los niveles superiores de metales en el grupo HIC.
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Se estudia la relacion entre los niveles de metales y el volumen final de
la lesion (figuras 24-26).

SUBTIPO

— ISQUEMICO
2,5000 —— HEMORRAGICO

2,0000

1,5000

FEEXUDADO

1,0000-

5000+

0000 T T T T T T
00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00

VOLUMEN

Figura 24: Relacion de Fe en exudado con volumen de la lesion en el grupo ISQ y HIC
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3,00004 — HEMORRACGICO
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1,0000-

0000 T T T T T
00 100,00 200,00 300,00 400,00

VOLUMEN

Figura 25: Zn en exudado en relacion con volumen en grupo I1ISQ y HIC
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SUBTIFO

— ISQUEMICO
—— HEMORRAGICO
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1000,00

Figura 26: Cu en exudado en relacién con volumen en grupo ISQ y HIC

Si realizamos un analisis diferenciando el volumen de la lesién en mayor
de 30 ml o menor de 30 ml (Rotzel y cols definen un volumen de infarto
mayor a dicho volumen como marcador de peor pronostico y mortalidad®®®)
tampoco se ven diferencias significativas, si bien es cierto que el Fe muestra

una tendencia a mayores concentraciones si el volumen de infarto es mayor
de 30 ml (p=0,129).

Se estudia asi mismo la relacion de los niveles de metales con la
presencia de vertido ventricular del sangrado y de microsangrados, todo ello

valorado en el grupo HIC, siendo los resultados expresados en las tablas 32 y
33.
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METALES Ver’Fldo Desvllauon
ventricular estandar
S| 1,60570 | 0,4449780
Fe en exudado 0,049
NO 0,40762 | 0,3338679
T S| 0,47226 | 0,3464789  ose
exudado NO 036115 | 0,2122491 '
e S| 0,04190 | 0,0417010 503
exudado NO 0,05455 | 0,0411501 ’

Tabla 32: Relacién entre niveles de metales en exudado y presencia de vertido ventricular
en el grupo HIC

METALES I?resenua de Desvllauon
microsangrados estandar
Sl 0,41022 0,5811870
Fe en exudado 0,975
NO 0,42122 0,3267238
Zn en Sl 0,39830 0,5774819 0.802
exudado NO 0,31580 0,2514166 '
Cu en Sl 0,15340 0,2103262 0.401
exudado NO 0,05652 | 0,0410812 '
Tabla 33: Relacidn entre niveles de metales en exudado y presencia de microsangrados en
el grupo HIC

En este caso solo se encuentran diferencias estadisticamente
significativas en el caso de la concentracion de Fe en exudado, que es mas
elevada cuando la hemorragia conlleva vertido ventricular (p=0,049).

9.6 Analisis por componentes principales

En estadistica el analisis por componentes principales es una técnica
utilizada para describir un conjunto de datos en términos de nuevas variables
(componentes) no correlacionadas. Los componentes se ordenan por la
cantidad de varianza original que describen, buscando la proyeccion segun la
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cual los datos pueden ser mejor representados y la construccion de modelos
predictivost®.

Se realiz6 un analisis de componentes principales introduciendo todos
los metales estudiados en exudado nasal con vistas a valorar un posible
modelo que aumentara la especificidad de la prueba para detectar el grupo

HIC.

Se estudio en tanto en cuanto los componentes (en este caso Fe, Zn 'y Cu)
contribuian a la deteccion de sangrado cerebral y se encontr6 que las
varianzas se distribuyeron en un 90,807% para la concentracion de Fe,
5,303% para la concentracion de Zn y 3,890% para la de Cu (tabla 34, figura

27).
Componente Autovalores iniciales Sumas de extraccion de
cargas al cuadrado
Total % de % % de %
varianza | acumulado varianza | acumulado
Fe 2,724 | 90,807 90,807 2,724 | 90,807 90,807
Zn 0,159 5,303 96,110
Cu 0,117 3,890 100,000

Tabla 34: Andlisis por componentes principales, resumen de varianzas

Autovalor

Grafico de sedimentacion

3,09

2,51

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

T
2

Nimero de componente

Figura 27: Representacion gréafica de los componentes (1=Fe, 2=Zn, 3=Cu)
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El hierro parece por tanto el metal que mas relacionado con la deteccion
de hemorragia cerebral, teniendo el Zn y el Cu una aportacion marginal para
dicho fin.

9.7 Analisis multivariante

En el analisis de regresion lineal maltiple, si ajustamos los niveles de Fe,
Zn y Cu en exudado por edad, sexo, NIHSS al ingreso y niveles de Fe en
sangre, los niveles de dichos metales se relacionan de forma directa con el
grupo HIC, como se muestra en la tabla 35 a continuacion.

METALES R? Edad Sexo FRCV NIHSS Fe sangre
ingreso

Feen 0,021 0,840 0,943 0,683 0,583 0,638
exudado

Znen 0,214 0,862 0,095 0,322 0,326 0,504
exudado

Cuen 0,104 0,891 0,273 0,265 0,362 0,473
exudado

Tabla 35: Analisis de regresion lineal maltiple. FRCV= Factores de riesgo cardiovascular;
Fe= hierro; Zn= zinc; Cu= cobre

10. Parametros de laboratorio en saliva

En la saliva se estudiaron los niveles de Fe, Cu, Zn, Pb y Cd en todos los
pacientes, consiguiéndose valores interpretables tan solo en los tres primeros
metales, que fueron los posteriormente analizados en un ICP de masas.

Los niveles de metales fueron analizados en un ICP de masas Agilent
de forma simultanea y segin el método descrito en el apartado metodologia.
Los valores de concentracion de cada metal se expresan en nanomolar por
miligramo de saliva (hM x mg saliva), siendo sus valores medios y desviacion
estandar los expresados en la tabla 36.

Media (nM x mg Desviacion

Subtipo de Ictus

exudado) estandar
T e R
I T
S ——— R
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Tabla 36: Niveles de metales en saliva

En el caso de la saliva, aunque si existe una tendencia a que los niveles
de metales sean mayores en el grupo ISQ, no se alcanza significacion
estadistica para ninguno de los metales estudiados. Dicha diferencia con los
datos hallados en exudado nasal podria deberse a que el estimulo para la
secrecion de saliva por los pares craneales no hace que estos contacten de
forma directa con la misma, siendo de ese modo los desechos de origen
cerebral en dicho fluido residuales.

Al realizar un analisis del contenido de estos metales en este fluido como
método diagndstico para diferenciar el grupo 1SQ del HIC, encontramos un
valor de AUC que se representa en la tabla 37 y en la figura 28.

AUC Intervalo 95%
Hierro 0,479 0,334-0,660
Zinc 0,451 0,284-0,618
Cobre 0,498 0,331-0,665
Tabla 37: AUC para los metales en saliva
o Curva COR
' | Origen de la curva
[ |_ —— FESALIVA
J —— ZNSALIVA
CUSALIVA
0,54 — Linea de referencia
B 064
=
E
w 0,47 -
0,2
,__l_
0,0 T T T T
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

1 - Especificidad

Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.

Figura 28: AUC para los metales en saliva
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Todos los valores de la AUC en este caso son < 0,5 por lo que no pueden
considerarse test buenos para el diagndstico en este caso.

11. Comparacién de la utilidad para el diagndstico diferencial entre el
grupo I1SQy el HIC de la deteccidn de metales con el diagndstico gold standard

A pesar de que los valores del AUC indican como buenos métodos
diagnosticos a la concentracion de Fe, Cu y Zn medida en el exudado nasal,
solo el Fe demostré un AUC compatible con prueba diagnostica muy buena,
donde el punto de corte éptimo para deteccion de la hemorragia con un 93%
de sensibilidad y un 70% de especificidad es 0,0767 nM x mg exudado.

La saliva, por el contrario, no demuestra que los metales elegidos sean
buenos marcadores en el diagndstico diferencial de isquemia y hemorragia en
dicho medio.

El método gold estdndar para el diagndstico diferencial entre ictus
isquémico y hemorragico hasta el momento es, como se ha desarrollado en la
introduccidn, la neuroimagen, y de forma mas concreta y extendida la TC
craneal, que tiene una sensibilidad cercana al 100% Yy una alta especificidad
para la deteccion de hemorragia cerebral®®.

Por otro lado, en la tabla 38 se hace una comparativa del coste de la
realizacién de una TC frente al coste de la realizacion de una deteccién de
metales en exudado nasal.

ANALISIS DE
COSTES TC CRANEAL EXUDADO
Costes derivados del
aparataje (TC 200000-400000 100000-200000
craneal/ICP MS)
Costes de calibrado del
equipo
Costes de analisis del
elemento
Costes exploracion
radiolégica

i 40

- 2

195 -

Tabla 38: Coste en Euros de las técnicas diagndsticas estandar versus el analisis de
exudado nasal

96



RESULTADOS

Los datos del coste de las técnicas estan extraidos de las hojas de gastos
de varias universidades publicas y centros de la sanidad publica del pais
publicados online.

En el presente estudio se han analizado 75 pacientes, por lo que la
realizacion de una TC cerebral urgente a cada uno de ellos supondria un coste
estimado de 4000 euros por paciente. En el otro lado, el coste de la realizacion
de un analisis de elementos mediante el ICP MS supondria un coste estimado
de 2000 euros por paciente.

12. Resumen y conclusiones del apartado resultados hasta el paciente 75

La descripcion de las vias de drenaje del sistema linfatico cerebral abre
nuevas vias de exploracion de biomarcadores.

En el presente trabajo se analiza la utilidad de los fluidos exudado y
saliva como vehiculos que transporten biomarcadores que eventualemente
sean Utiles para diferenciar la naturaleza isquémica de la hemorragica en el
ictus agudo.

Se demuestra que los metales Fe, Zn y Cu medidos en exudado nasal,
son marcadores validos, muy sensibles y especificos para detectar hemorragia
cerebral, siendo el Fe el mejor marcador entre ellos.

No se consigue demostrar el mismo hecho en saliva.

Las implicaciones derivadas de este descubrimiento se desarrollaran en
el siguiente apartado de discusion.

11l. ANALISIS DE LOS RESULTADOS HASTA EL PACIENTE 101

Cincuenta pacientes conforman el grupo ISQ y 51 el HIC.

1. Caracteristicas demograficas

La tabla 39 muestra las caracteristicas en ambos grupos de pacientes en
lo relativo a edad, sexo y antecedentes medicos. No existen diferencias
significativas en la distribucion de dichas caracteristicas entre los grupos con
el subgrupo de pacientes presentados previamente, siendo ambos por tanto
comparables.
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SEXO. Varones n,
% 29 (63%) 25( 25,5%) 0,137
EDAD. Media +/-
Desviacién estandar 72,03 (+/-11) | 72,26 ( +/- 12,44) 0,934
HTA. Presente, n,
% 4 (4,3%) 8 (8,6%) 0,440
DL. Presente, n, % 2 (2,2%) 3 (3,2%) 0,207
TABAQUISMO.
Presenteinion oo 4 (4,3%) 3 (3,2%) 0,332
ALCOHOL.
Consumo 0 1(1,1%) 0,941
perjudicial, n,%
CARDIOPATIA. 0 0
e ——— 2 (2,2%) 1(1,1%) 0,345
ICTUS PREVIO. 0 0
SR 1 O 1(1,1%) 2 (2,2%) 0,265
HTA+ DM. 0
Presente, n, % 1 (1.1%) 0 0,786
HTA+ DL. Presente,
n. % 0 5(5,4) 0,060
DL+DM OPresente, n, 1(1,1%) 0 0,090
Yo
HTA+DM+DL 0
Presente, n, % 0 1(1.1% 0.876
VAR'%S o e | 24.(25,8%) 25 (24,7%) 0,798
ENFERMEDAD
INMUNE Presente, 0 2(2,2%) 0,015
n, %
CLAUDICACION
INTERMITENTE. 2 (2,2%) 1(1,1%) 0,150
Presente, n,%
NINGUN FRCV. N,
% 4 (4,3%) 3 (3,2%) 0,465

Tabla 39: Caracteristicas basales de la muestra del paciente 1-101

98



RESULTADOS

2. Parametros de laboratorio en exudado

En el exudado nasal se estudiaron los niveles de Fe, Cu, Zn, Pb y Cd en
todos los pacientes, consiguiéndose valores interpretables tan solo en los tres
primeros metales que fueron los posteriormente analizados.

Los niveles de metales fueron analizados en un ICP de masas Agilent de
forma simultanea y segun el método descrito en el apartado metodologia. Los
valores de concentracién de cada metal se expresan en nanomolar por
miligramo de exudado (nM x mg exudado), siendo sus valores medios y
desviacion estandar los expresados en la tabla 40.

Subtipo de Media (nM x | Desviacion
el Uctus mg exudado estandar
1SQ

+/-
0,103285
Hierro 0’11f£768 0,0001
HIC 0,480631 0,5102807
+/-
I1SQ 0,195163
Zinc 0’325/?603 0,052
HIC 0,384274 0,4748683
+/-
I1SQ 0,028427
Cobre 0,023?041 0,004
HIC 0,080267 0,1159556

Tabla 40: Niveles medios de metales medidos en exudado nasal
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Para todos los metales se calcul6 el &rea bajo la curva de ROC (AUC)
que viene representada en la figura 29 y en la tabla 41.

Curva COR
1,0
_I_I_LI Origen de la curva
— FEEXUDADO
—— ZNEXUDADO
0.8 —Efl;lwgud[lAr[:amncia
B 0,6+
=
5
wn
c
A 047
By
0,2
0.0 T T T T
0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,0
1 - Especificidad
Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.
Figura 29: AUC para FE, Zny Cu
Metal AUC Intervalo 95%
Hierro 0,839 0,744-0,933
Zinc 0,772 0,661-0,883
Cobre 0,772 0,605-0,839

Tabla 41: AUC paraFe, Zny Cu

A pesar de que podemos objetivar que los niveles en este caso son
también significativamente mas altos en el grupo HIC que en el I1SQ, se
objetiva en los valores medios un aumento del valor medio global que podria
estar motivado por alteraciones metodoldgicas derivadas de la averia sufrida
por la maquina. No obstante, en cuanto a los valores de AUC se encuentran
en este caso parecidos a los obtenidos previamente a la averia del ICP, si bien
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es cierto que son ligeramente inferiores lo que hablaria de una peor calidad
del método diagnostico.

El punto de corte 6ptimo en este caso para la deteccion del grupo HIC
en el caso del FE seria de 0,10420 nM x mg exudado, que predeciria con un
89% de sensibilidad y un 75% de especificidad la presencia de hemorragia
cerebral. Por encima del valor 0,55 nM x mg exudado todos los casos
estudiados serian del grupo HIC.

Con respecto al Zn el punto de corte 6ptimo para diagndstico de una
hemorragia cerebral seria 0,14660, que predeciria la misma con una
sensibilidad del 69% y una especificidad del 70%.

Para el Cu, el punto de corte 6ptimo seria 0,100550 nM x mg exudado,
que con una sensibilidad del 89% y una especificidad del 75% clasificaria
correctamente a los pacientes con hemorragia cerebral en el grupo HIC.

A pesar de que los puntos de corte no distan de los obtenidos previamente
a la averia del espectrémetro, se puede objetivar un aumento global de los
puntos de corte a expensas de una sensibilidad menor del método.

3. Parametros de laboratorio en saliva

En la saliva se estudiaron los niveles de Fe, Cu, Zn, Pb y Cd en todos los
pacientes, consiguiéndose valores interpretables tan solo en los tres primeros
metales que fueron los posteriormente analizados en el mismo ICP de masas
Agilent que las muestras de exudado, también de forma simultanea y segun
el método descrito en el apartado metodologia. Los valores de concentracién
de cada metal se expresan en nanomolar por miligramo de saliva (nM x mg
saliva), siendo sus valores medios y desviacién estandar los expresados en la
tabla 42.

101



CARMEN GARCIA-CABO FERNANDEZ

Metal Ictus mg exudado) | estandar

+/-
0,840572
Hierro L 7735256 0,981
HIC 0,849722 1,8588968
+/-
Zinc I5Q 0,395069 0,7973179 0,689
HIC 0,323357 +/- 0,685703
+/-
1ISQ 0,071055
Cobre 0’14+1 /?647 0,197
HIC 0,039662 0,0779516

Tabla 42: Niveles de metales en saliva

En el caso de la saliva, continla observandose una tendencia a que los
niveles de metales sean mayores en el grupo 1SQ, aunque dicha diferencia se
desdibuja y de nuevo no se alcanza significacion estadistica para ninguno de
los metales estudiados, tal y como se representa el valor de AUC en la tabla
43y en la figura 30.

Metal AUC Intervalo 95%

Hierro 0,497 0,358-0,637
Zinc 0,449 0,310-0,588
Cobre 0,490 0,350-0,630

Tabla 43: AUC para los metales en saliva
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Sensibilidad

Curva COR
1.0
_F Origen de la curva
——FESALIVA
—— ZNSALIVA
CUSALIVA _
0.8 —Linea de referencia
0.6
'
-
&
0,44
r
-
0,24
0.0 T T T T
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

1 - Especificidad

Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.

Figura 30: AUC para metales en saliva en los pacientes 1-101

4. Resultados en forma de publicaciones y otra produccién cientifica

En los anexos 5-9 se adjunta la produccién cientifica derivada de la
presente tesis doctoral.

El anexo 5 corresponde al registro de una patente (P201900087)
actualmente en revision.

El anexo 6 corresponde a el capitulo de libro “Medicién de
oligoelementos en exudado nasal en los pacientes con ictus y su uso
como biomarcadores en el diagnostico diferencia entre isquemia y
hemorragia. Estudio BIOMICTUS-HUCA” publicado por la
Universidad de Oviedo.

El anexo 7 corresponde a la publicacion: E-Poster Viewing.
(2019). European Stroke Journal, 4(1_suppl), 150-276.2%

Los anexos 8 y 9 corresponden a la publicacién como poster en las
Jornadas Doctorales del afio 2017 y en el congreso europeo de ictus
(ESOC) 20109.

Los anexos 10-13 corresponden a las horas de formacion transversal
en el programa de doctorado.
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SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

Capitulo Quinto

Sintesis de los resultados y discusion

|. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO PRESENTADO: PUNTOS FUERTES Y LIMITACIONES

El presente estudio tiene un disefio prospectivo y observacional.

Se seleccionaron los pacientes de forma consecutiva de entre todos los
pacientes con ictus hemorréagico agudo que acudieron al hospital durante el
periodo del estudio (figura 11). Asi, de 168 pacientes atendidos en nuestro
centro con un ictus agudo hemorrégico entre febrero de 2018 y el mismo mes
de 2019, 51 pacientes cumplian los criterios de inclusion (ictus hemorragico
de menos de 48 horas de evolucion, sin los criterios de exclusion
desarrollados en metodologia) y fueron finalmente incluidos, junto con 50
controles de pacientes con ictus isquémico que presentaban caracteristicas
basales (edad, NIHSS) similares a las de la muestra final.

En las tablas 6-21 del apartado de resultados se muestran las
caracteristicas basales de la serie global y las diferencias entre ambos subtipos
de ictus agudo (grupo I1SQ y grupo HIC).

En el caso del grupo HIC la edad media de los pacientes fue de 72 afios,
un 48,8% eran varones y el subtipo etiolégico mas frecuente fue la
hemorragia de origen hipertensivo (56,6%). La mediana de NIHSS basal al
ingreso fue 6 (4-14). La localizacion més frecuente de la hemorragia fue la
profunda (54,8%), en su mayoria sin vertido a ventriculos (80%). Respecto al
tratamiento recibido, todos los pacientes recibieron un tratamiento
conservador.

En el grupo ISQ la edad media de los pacientes fue de 72 afios, un 72,7%
eran varones y el subtipo etiolégico de ictus mas frecuente fue el
cardioembolico (33%). La mediana de NIHSS basal al ingreso fue 8 (6-16).
La oclusion arterial mas frecuente fue en la ACM proximal (M1) en 13
pacientes (41,9%). Respecto al tratamiento recibido en la fase aguda del ictus,
21 pacientes no recibieron tratamiento (27,6%), 5 fueron tratados con rTPA
iv (6,6%) y en 2 méas se precisO ademas de tratamiento endovascular de
rescate. A 10 pacientes se les aplico una terapia de reperfusion endovascular
primaria.

105



CARMEN GARCIA-CABO FERNANDEZ

Estos datos no distan de las caracteristicas generales descritas para los
pacientes con ictus isquémico y hemorragico, a pesar de no tratarse el estudio
de un registro de ictus agudo al uso.

En ambos grupos la edad es la misma, si bien los pacientes del grupo
HIC sufrian mas HTA (18,6%), DL (7%) y enolismo cronico (2,3%).
Asimismo, los pacientes del grupo ISQ sufrian mas cardiopatia (6,5%).
Dichas caracteristicas estan descritas en los estudios publicados hasta el
momento coincidiendo con nuestros datos®2.

A diferencia de los estudios clinicos previos publicados en el &mbito de
los biomarcadores (tabla 4 de la introduccién), en los que se incluian
biomarcadores para diagnostico diferencial entre ambos subtipos de ictus
medidos en sangre, comparados con controles sanos y en diferentes tiempos
de evolucién, el presente proyecto incluye una muestra homogénea y
consecutiva de ictus hemorragicos en fase aguda, con una gravedad media,
todos manejados de forma similar (ingreso en Unidad de Ictus con cuidados
protocolizados y homogéneos), asi como de controles pacientes con ictus
isquémico de caracteristicas basales similares.

Ademas, en nuestro estudio los biomarcadores elegidos son metales,
mientras que en la mayor parte de estudios previos los biomarcadores
elegidos eran moléculas complejas, en su mayor parte proteicas. En los
estudios en los que se estudiaba el Fe, el Cu u otros metales y su utilidad para
el diagnostico agudo del ictus no se hacia mencion a criterios de inclusion
especificos y los criterios de exclusidn eran extensos, por lo que las muestras
elegidas en ellos son probablemente mas heterogéneas.

Desde al afio 2015, con la descripcion por Asplelund y Louveau del
sistema linfatico meningeo, son numerosos los articulos que han intentado
explicar el papel del mismo en la fisiopatologia de diversas enfermedades del
sistema nervioso?®. La mayor parte de los estudios realizados de forma
experimental estdn basados en hallazgos en cerebro de raton. No obstante,
algunos estudios han refrendado la existencia de dicho sistema en el cerebro
humano y de otros primates, por métodos de imagen como la RM204-205
(figura 31). Ademas, un estudio en pacientes con enfermedad de Alzheimer
en los que se realiza una Tomografia por Emision de Positrones (PET)
confirma en humanos que el LCR aclara principalmente a través de la lamina
cribosa y sus marcadores aparecen en el exudado nasal a nivel del cornete
superior?®,
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Pre-contraste Post-Gadobutrol

T1-weighted MPRAGE 2cm

Figura 31: RM de de cerebro humano que muestra el sistema linfatico adyacente al sistema
venoso tras la administracion de contraste especifico. Modificado de Absinta et al

Sin embargo, no existe ningln estudio que mida elementos en ese
exudado y menos aun que compare su contenido entre dos entidades
nosoldgicas con la intencion de encontrar elementos que permitan su
diagnostico diferencial. Por ello, la principal singularidad de nuestro estudio
es la sistematica evaluacion del exudado nasal en los pacientes con ictus
agudo de subtipo isquémico y hemorragico, con el uso de un método validado
y en evaluacion para ser patentado, que nos ha permitido encontrar
concentraciones diferentes y estadisticamente significativas de Fe, Cu y Zn
entre ambos tipos, siendo el primer grupo en usar este fluido bioldgico en
busca de biomarcadores para patologias del SNC.

Ademas de demostrar que los referidos metales, son, en exudado nasal,
un marcador de diagndstico diferencial agudo, en cuanto a las variables
prondsticas y en consonancia con los otros estudios publicados, el estudio
realiza una evaluacion de la relacion de los niveles de Fe, Cu y Zn en exudado
con el volumen final del infarto y la presencia o no de determinadas
caracteristicas radioldgicas para ambos subtipos de ictus agudo, como el
vertido a ventriculos de la hemorragia cerebral o la escala ASPECTS en el
caso de los ictus isquémicos.
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En cuanto al analisis coste-efectividad, la realizacion de la medicion de
Fe, Cuy Zn en exudado basal es un método més barato que el gold standard
mediante la TC cerebral, si bien es cierto que como se ha desarrollado en
apartados anteriores, no lo suficientemente perfecto en el momento actual, y
por su idiosincrasia y tiempo de realizacion no es aplicable en un contexto
real de abordaje diagnostico del ictus. A pesar de que su precio divide por dos
el de la TC craneal, sigue siendo un método caro y probablemente no
accesible en paises en vias de desarrollo. Nuestro grupo se encuentra en el
momento actual desarrollando un método de anélisis electroquimico para la
deteccion de metales en la muestra de exudado nasal que abarataria el coste
de la prueba haciéndola accesible.

Esta tesis, no obstante, presenta las siguientes limitaciones a destacar.
Una de ellas es el disefio temporal, dado que los pacientes fueron incluidos
hasta 48 horas tras el ictus y la medicién del nivel de metales se realiz6 en ese
momento. La alternativa de recoger las muestras en el momento inicial del
ictus, realizando posteriormente un seguimiento del paciente, hubiera sido
mas compleja, al tener que involucrar a los médicos de urgencias. Implicaria
la necesidad de un mayor tamafio muestral para conseguir la suficiente
potencia estadistica y chocaria con las dificultades inherentes al empleo de la
ICP MS en un contexto mas complicado. En base a esos aspectos se esta
disefiando un soporte electroquimico que realice mediciones de los
componentes probados como Utiles en vistas a mejorar dicha limitacion.

Por otro lado, con el objetivo de estudiar una muestra homogénea
(pacientes ingresados en una Unidad de ictus y por ende de gravedad
intermedia), los resultados de nuestro estudio pueden no ser extrapolables a
ictus hemorragicos de mayor gravedad que precisan ingreso en una Unidad
de Cuidados intensivos, ni a todos los pacientes con hemorragia cerebral
(hemorragia subaracnoidea o de origen traumatico). Y finalmente, por la
dificultad de encontrar una muestra de sujetos sanos o mimics el presente
estudio no los incluye.

Pero a pesar de sus limitaciones el presente estudio cuenta con un disefio
robusto y unico en la literatura hasta ahora publicada.

Debido a dificultades técnicas no se han podido evaluar por el momento
sustancias proteicas en el mismo fluido bioldgico, aunque nuestro grupo tiene
en marcha el analisis de GFAP en exudado nasal con el fin de afadir
especificidad y sensibilidad al método ya probado en metales.
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Il. UTILIDAD DE LA MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU EN
EXUDADO NASAL PARA EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE ICTUS ISQUEMICO
Y HEMORRAGICO

Como se ha mencionado en el apartado resultados, el nivel medio de
concentracion de hierro en exudado en el grupo 1SQ fue de 0,078 nM x mg
exudado, en el caso del Zn de 0,155 nM x mg exudado y en el caso del Cu de
0,022nM x mg exudado. Para el grupo HIC los valores fueron 0,479 nM x mg
exudado, 0,377nM x mg exudado y 0,074 nM x mg exudado respectivamente.
Los resultados muestran que a mayor nivel de metales presentes en exudado
nasal hay mayor probabilidad de que el paciente esté presentando un ictus de
tipo hemorréagico (figura 32).
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Figura 32: Concentracién en nM x mg exudado para cada metal en el grupo 1ISQ y HIC

Para todos ellos se realizé un anélisis de la curva ROC obteniendo
valores en todos los casos > de 0,7, lo que los confirma como buenos métodos
diagnosticos para el objetivo marcado.

En el analisis de regresion lineal multiple ajustado por edad, sexo,
NIHSS al ingreso y niveles de Fe en sangre, los niveles de Fe, Zny Cu en
exudado se asociaron de forma independiente y directa con el subtipo de ictus
hemorragico (tabla 33 del apartado resultados).

Estos datos no solo refuerzan aquellos estudios que apuntaban a los
metales como posibles biomarcadores para ictus isquémico o hemorragico?*
136 si no que comparan ambos grupos de ictus entre si, y abren la puerta a
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explorar dichos marcadores en un nuevo fluido biologico, el exudado nasal,
recientemente propuesto como via de drenaje de desechos del sistema
nervioso®”’.

I1l. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU MEDIDAS EN EL
EXUDADO NASAL Y LAS CARACTERISTICAS RADIOLOGICAS DEL ICTUS
HEMORRAGICO

En cuanto al volumen de la hemorragia no se encuentra asociacion entre
el mismo y la concentracion de diferentes metales (p=0,539, figuras 23-25 del
apartado resultados). Sin embargo, si que parece existir una tendencia a
obtener niveles mayores de Fe si el volumen del infarto o hemorragia es
mayor a 30 ml (p = 0,125).

Esta tendencia viene a reforzar los datos presentados en estudios
clinicos*®® previos, en los que los niveles de Fe y ferritina medidos en suero
de pacientes con hemorragia cerebral parecian relacionarse con el volumen
de la misma.

El vertido a los ventriculos tuvo lugar en el 20% de los pacientes y se
relaciond con niveles mayores de Fe presentes en exudados nasal (p=0,049).

Estudios experimentales previos sugieren que el intercambio de
sustancias de desecho en el SNC tiene lugar entre el liquido intersticial y el
LCR*%152 y desde 2015 se introduce al sistema linfatico cerebral en el
mecanismo®>31%°, Esto explicaria que los niveles de metales fueran mayores
en relacion con el vertido ventricular de la hemorragia. Por otro lado, en
estudios clinicos realizados por el grupo de Pérez de la Ossa*3®, los niveles de
Fe en suero también se relacionaban de forma directa con el vertido
ventricular de la HIC.

Por su parte, en este estudio, la presencia de microsangrados en la RM
del grupo HIC se dio en el 50% de los casos sin relacionarse con los niveles
de metales.

Estudios recientes relacionan el prondstico radioldgico y clinico de los
pacientes con hemorragia cerebral con la presencia de signos como el spot
sign, swirl sign u otros?®, por lo que seria interesante valorar su asociacion
con los niveles de metales en el exudado en busca de un modelo prondstico
mixto. Sin embargo, no existen suficientes pacientes en nuestro estudio con
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dichos signos radioldgicos registrados, lo que constituye una limitacion para
dicho analisis en esta muestra.

Los resultados de esta tesis parecen confirmar los de los estudios
realizados previamente a nivel clinico y experimental, que asociaban un
incremento de los niveles de Fe o las proteinas relacionadas con su
metabolismo, medidas en suero, con un mayor volumen de infarto
hemorragico y mayor tasa de vertido ventricular, siendo medidas estas
concentraciones en nuestro caso a nivel de exudado nasal.

IV. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU MEDIDAS EN
EXUDADO NASAL Y LAS CARACTERISTICAS RADIOLOGICAS DEL ICTUS
ISQUEMICO

En el estudio un 74% de los pacientes con ictus isquémico presentaban
un ASPECTS mayor de 7. No se obtuvo relacion entre dicha puntuacién y la
concentracion de los metales analizados. Tampoco se encontrd relacion de
dichos metales en el exudado nasal con el volumen de infarto isquémico.

Estos datos pueden interpretarse en sintonia con los obtenidos en los
estudios experimentales que no encuentran relacion entre los niveles de
ferritina o Fe y el volumen final de infarto en los ratones estudiados'®.

V. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU MEDIDAS EN EXUDADO
NASALY EL ESTADO BASAL Y LA GRAVEDAD INICIAL DEL ICTUS AGUDO

El estado funcional basal de los pacientes previo al ictus fue valorado
mediante la escala modificada de Rankin. Tanto para el grupo ISQ como para
el grupo HIC la mediana de mRS basal fue de 0 y no se encontro relacién
estadisticamente significativa entre las concentraciones de metales y a la
situacion funcional previa del paciente.

La gravedad inicial del ictus en los pacientes que se incluyeron en el
estudio, fue medida mediante la escala NIHSS, siendo la mediana en el grupo
ISQ de 6 y 8 en el grupo HIC. A pesar de que las concentraciones de Fe, Zn
0 Cu fueron mayores en aquellos pacientes con NIHSS mayor (tabla 27 del
apartado resultados), solo el Fe mostrd tendencia a la significacién
estadistica.
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Estudios clinicos realizados en suero de pacientes con ictus agudo?®®, ya
adelantaban que tanto el Fe como el Cu vy las proteinas relacionadas con su
metabolismo se relacionaban con la gravedad inicial del ictus agudo. Nuestro
estudio, realizado en exudado, muestra una tendencia similar.

Podemos sugerir, por tanto, que los resultados de nuestro estudio van en
la linea de aquellas investigaciones previas que apuntaban al aumento de
concentracion de Fe en sangre como marcador de gravedad inicial del ictus
agudo, de nuevo siendo nuestros datos medidos en exudado nasal.

VI. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU MEDIDAS EN
EXUDADO NASAL Y EL PRONOSTICO FUNCIONAL FINAL DEL ICTUS AGUDO

Se observo un buen pronostico funcional a los 3 meses (MRS<=2) en el
62% del grupo I1SQ y en un 55% del grupo HIC. Las diferencias entre grupos
pueden explicarse por la naturaleza del ictus agudo subyacente, asi como por
la existencia de un tratamiento eficaz para el grupo ISQ. Para el analisis del
grupo 1SQ no se realizé un analisis diferencial entre aquellos pacientes
sometidos a terapias de reperfusion y aquellos que no recibieron tratamiento.

Ademas, en los pacientes que lograron una mejor recuperacion funcional
en ambos grupos, la edad era menor y la gravedad inicial del ictus inferior.

Al relacionar el prondstico funcional a 3 meses con las concentraciones
de Fe, Zn y Cu en exudado nasal, se encontr6 que a mayor concentracion de
Fe, Zn o Cu habria mayores probabilidades de mal pronéstico funcional, sin
ser dicha relacidon estadisticamente significativa para ninguno de los metales.

Los niveles elevados de Fe y otros metales medidos en el suero se habian
relacionado en estudios anteriores con un peor pronéstico funcional a 3
meses?1°. Nuestro estudio, si bien no tiene la potencia estadistica para reforzar
los previos, muestra la misma tendencia en el comportamiento de las
concentraciones de metales que la observada en suero.

VII. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE FE, ZN Y CU MEDIDAS EN SALIVA
Y EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE ICTUS ISQUEMICO Y HEMORRAGICO

Debido a la utilidad de la saliva como biomarcador en otras patologias,
y a la inervacién directa mediante los pares craneales bajos, que como se
explica de forma extensa en la introduccion, a través de sus vainas vehiculan
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parte del drenaje linfatico cerebral, decidimos ademas de analizar los metales
en exudado nasal hacerlo también en este fluido igual de accesible a la
cabecera del paciente.

A pesar de los numerosos estudios para biomarcadores en saliva en otras
ramas de la Medicina, el estudio de sustancias en este fluido es todavia
novedoso en las investigaciones en el sistema nervioso central?t!-212,

En el campo del ictus agudo se ha estudiado la enolasa salivar neuronal,
que ha demostrado ser méas alta en aquellos pacientes con ictus isquémico que
en controles sanos?™® en un estudio aislado. Pero no se ha estudiado ningin
otro marcador ni reproducido esos datos méas adelante.

Nuestro estudio es, por tanto, el primero que valora la saliva como
posible portador de marcadores de dafio cerebral provenientes del SNC,
hipotetizando que estos pueden aparecer en la saliva a traves del drenaje
linfatico por los pares craneales.

Los niveles del Fe, Zn y Cu en saliva para el grupo 1SQ y el grupo HIC
se muestran en la tabla 34 del apartado de resultados.

Los datos reflejan una ausencia de relacion entre las concentraciones de
los biomarcadores valorados en el presente estudio y la probabilidad de
presentar un ictus hemorrégico, siendo ademas el area bajo la curva de COR
para cada uno de los metales compatible con un test de baja fiabilidad
diagnostica (ver figura 27 de resultados).

VIII. IMPLICACIONES DE LOS RESULTADOS PRESENTADOS Y DIRECCIONES FUTURAS

En este estudio prospectivo en pacientes con ictus agudo (<48 h) que
presentaban un ictus isquémico en el caso del grupo 1ISQ o hemorréagico
(hemorragia intraparenquimatosa) en el caso del grupo HIC, se ha observado
que niveles elevados de Fe, Cu y Zn en exudado nasal son buenos predictores
del caracter hemorrégico de la lesion cerebral.

Asimismo, los niveles elevados de Fe tienden a ser mas elevados a mayor
volumen de hemorragia cerebral y en presencia de vertido a los ventriculos
en el grupo HIC.

En ambos grupos los niveles elevados de Fe se relacionan con una mayor
gravedad inicial del ictus y la elevacion de Fe, Cu 'y Zn con un peor prondstico
funcional.
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Lo que es mas alentador es que los tres metales medidos en exudado
nasal tienen capacidad diagnoéstica para diferenciar con una alta sensibilidad
y especificidad entre el grupo I1SQ y el grupo HIC. Este hecho, ademés de
afiadir tres posibles biomarcadores para el diagnostico diferencial, abre las
puertas para el estudio del exudado nasal como vehiculo de marcadores de
dafio cerebral.

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y dependencia
funcional en el adulto a nivel mundial. A pesar de que existen tratamientos
eficaces en la fase aguda del ictus, la estrecha ventana de tiempo para su
administracion hace que sélo se puedan beneficiar un bajo porcentaje de
pacientes. Ademas, una vez establecido el infarto cerebral no existe una
terapia que promueva claramente la recuperacion del tejido neuronal dafiado.
Por este motivo, adquiere gran importancia la busqueda de vias a través de
las cuales podamos obtener un método de diagnostico potente y seguro.

Los datos de este estudio refuerzan los resultados de las investigaciones
previas, que apuntan al exudado nasal como vehiculo de drenaje de desechos
cerebrales, afiadiendo mayor consistencia al ser un estudio especificamente
disefiado para evaluar dichos marcadores, incluyendo ademéas una muestra
homogénea de pacientes con ictus agudo en los dos subgrupos, y al utilizar
un método preciso para registrar los niveles de los marcadores que esta en
proceso de evaluacion con vistas a obtener una patente.

Dichos hallazgos hacen posible el estudio de otros marcadores, que
sumen especificidad a los estudiados para el diagnostico diferencial entre
isquemia y hemorragia por esta via, como los proteicos. Nuestro grupo se
encuentra disefiando el estudio de la GFAP en exudado nasal en el momento
actual.

Por tanto, con la demostracion clinica de la existencia de un drenaje de
desechos via sistema linfatico cerebral al exudado nasal, se abre el camino
para el estudio de marcadores no solo en la enfermedad cerebrovascular, sino
en otras patologias del SNC, salvando de este modo el obstaculo que suponia
la BHE.

Con los hallazgos descritos, se podria postular que el hierro medido en
exudado nasal es un marcador sensible y especifico para la realizacion del
diagnostico diferencial entre isquemia y hemorragia, y que asi mismo se
relaciona de forma estadisticamente menos potente con un mayor volumen de
hemorragia cerebral, la presencia de vertido a ventriculos y un peor
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pronostico funcional a tres meses. Ademas, es el primer marcador medido
exudado nasal como muestra de degradacion de la hemoglobina de pacientes
con hemorragia cerebral, posicionandose como una alternativa potencial y
segura a las pruebas diagndsticas convencionales y abriendo la via de estudio
en este fluido de otros biomarcadores de dafio cerebral en la enfermedad
cerebrovascular y otras enfermedades del SNC.

115






CONCLUSIONES

Las concentraciones de hierro medidas en el exudado nasal de
pacientes con ictus agudo permiten diferenciar de modo fiable la
naturaleza isquémica o hemorrégica del mismo.

Las concentraciones de Cobre y Zinc en el exudado nasal de pacientes
con ictus agudo permiten diferenciar la naturaleza isquémica o
hemorrégica del mismo, si bien su fiabilidad es menor que la que
demuestra la medicion de las concentraciones de hierro.

Los pacientes con concentraciones mas elevadas de hierro en el
exudado nasal presentan mayor gravedad clinica inicial, mayor
volumen de sangrado, mayor frecuencia de vertido intraventricular y
peor prondstico funcional a los tres meses.

El exudado nasal se configura asi como un vehiculo adecuado para la
medicion de biomarcadores de enfermedades del sistema nervioso
central.
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ANEXO |

ESCALA NIHSS (National institute of Health Stroke Scale)

Preguntas/ordenes Respuesta Puntuacién
Alerta 0
1a. Nivel de Conciencia Somno_len(_:la L
Obnubilacion 2
Coma 3
1b. Nivel de Conciencia Ambas respuestas correctas | 0
Preguntas verbales: , Una respuesta correcta 1
Egrr:egue mes vivimos? ¢Que edad Ninguna respuesta correcta | 2
1c. Nivel de Conciencia Ambas respuestas correctas | 0
Ordenes verbales: Una respuesta correcta 1
C?erre los ojos, desp,uéis abralos Ninguna respuesta correcta | 2
Cierre la mano, después abrala
2. Mirada Conjugada (voluntarios o | Normal 0
reflejos oculocefalicos) Paresia parcial de la mirada | 1
Si lesion de un nervio periférico: 1 | Paresia total o desviacion | ,,
punto forzada
3. Campos visuales (confrontacién) | Normal 0
Si ceguera bilateral de cualquier | Hemianopsia parcial 1
causa: 3 puntos Si extincion visual: | Hemianopsia completa 2
1 punto Ceguera bilateral 3
Normal 0
Paresia leve (asimetria al 1
sonreir)
4, Paresia facial Paresia total_ _de . la 2
musculatura facial inferior
Paresia total de la
musculatura facial superior | 3
e inferior
Mantiene la posicion 10” 0
5. Paresia de las extremidades | Claudica en menos de 10”
superiores (ES) sin llegar a tocar la cama .
Levantar las ES a 45° si en decubito
0 a 90° si sentado. Se punttia cada | Claudica y toca la cama en
lado por separado menos de 10” 2
El 9 no contabiliza en el cémputo | Hay movimiento pero no
total vence la gravedad
Paralisis completa 3
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Extremidad amputada o

inmovilizada 4
Mantiene la posicion 5” 0
Claudica en menos de 5” 1
6. Paresia de extremidades | Sin llegar a tocar la cama
inferiores (El) Debe levantar la | Claudica y toca la cama en 2
pierna extendida y mantener a 30°. | menos de 5”
Se punttia cada lado por separado. | Hay movimiento pero no 3
El 9 no contabiliza en el computo | vence la gravedad
total. Paralisis completa 4
Extremidad amputada o 9
inmovilizada
7. Ataxia de las extremidades Egj(?aal T una_de Tas 0
Dedo-nariz y talén-rodilla. . 1
S L . extremidades
Si déficit motor impide medir la -
dismetria: 0 puntos AtaX|a_ de las  dos 2
extremidades
8. Sensibilidad Normal 0
Si obnubilado evaluar la retirada a | Leve 0 moderada 1
estimulo doloroso. Si  déficit | hipoestesia
bilateral o coma: 2 puntos Anestesia 2
. Normal 0
9: Lenguaje Afasia leve 0 moderada 1
Si coma: 3 puntos ATasi Tl
Si Intubacion o anartria: explorar asia grave, no posibie | ,
escritura enteqderse
Afasia global 0 en coma 3
Normal 0
10. Disartria Leve, se Ie_ p_uede_ e_ntender 1
Si afasia: 3 puntos Grave_, ininteligible o 5
anartria
Intubado (no puntta) 9
Normal 0
11.Extincidn-Negligencia Inatencion/extincion en una 1
Inatencion modalidad
Si coma: 2 puntos Inatencion/extincion  en |,

mas de una modalidad
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ESCALA mRS (modified Rankin Scale)

ESCALA RANKIN MODIFICADA
(URS))

0 | Asintomatico

1 Discapacidad no significativa pese a la existencia de sintomas. Capaz
de realizar su trabajo y actividades habituales sin limitaciones

9 Discapacidad leve: incapaz de realizar todas sus actividades previas,
pero puede valerse por si mismo sin necesidad de ayuda

3 Discapacidad moderada: requiere alguna ayuda pero es capaz de
caminar sin ayuda de otra persona

Discapacidad moderadamente grave: Incapaz de caminar sin ayuda y
4 | dependiente para actividades béasicas de la vida diaria. No precisa de
supervision continua

Discapacidad grave: Totalmente dependiente, en cama e incontinente.
Requiere asistencia continuada

6 | Muerte
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ANEXO Il

CLASIFICACION OCSP (Oxfordshire classification Stroke project)

CLASIFICACION OXFORDSHIRE
(OCSP)

Cuando el déficit neuroldgico cumple los tres criterios siguientes: (1)
Disfuncion cerebral superior (v.g. afasia, discalculia o alteraciones
visuoespaciales); (2) Déficit motor y/o sensitivo en al menos dos de
las tres areas siguientes: cara, brazo, pierna; (3) Déficit homdnimos
de campo visual. Si el paciente muestra una disminucién del nivel de
consciencia debe asumirse que estdn afectadas las funciones
cerebrales corticales y el campo visual. Este tipo de infarto constituye
alrededor del 15% de los infartos cerebrales, y la embolia es dos veces
mas frecuente que la trombosis como mecanismo etiopatogénico
Cuando se cumple alguno de los criterios siguientes: (1) Disfuncion
cerebral superior (v.g. afasia, discalculia o alteraciones
visuoespaciales); 6 (2) Cuando se cumplen dos de los tres criterios de
TACI; 6 (3) Déficit motor y/o sensitivo mas restringido que el
clasificado como LACI (v.g. déficit limitado a una sola extremidad).
Es el tipo de infarto cerebral méas frecuente (aproximadamente el
35%), y la embolia y la trombosis son responsables en similar
proporcién. El prondstico inmediato es bueno, pero las posibilidades
de recidiva son elevadas, principalmente en los primeros meses.
Cuando no existe disfuncién cerebral superior ni hemianopsia y se
cumple uno de los siguientes criterios: (1) Hemisindrome motor puro
que afecte al menos dos de cara, brazo y pierna; (2) Hemisindrome
sensitivo puro que afecte al menos dos de cara, brazo y pierna; (3)
LAC | Hemisindrome sensitivomotor puro que afecte al menos dos de cara,
I brazo y pierna; (4) Hemiparesia y hemiataxia ipsilaterales; (5)
Disartria y mano torpe. Constituye el 25% de los infartos cerebrales
y su mecanismo habitual es la trombosis de arterias penetrantes
afectadas de lipohialinosis. Tiene muy buen prondstico y una tasa de
recidiva baja.
Cuando se cumple alguno de los criterios siguientes: (1) Afectacion
ipsilateral de pares craneales con déficit motor y/o sensitivo
contralateral; (2) Déficit motor y/o sensitivo bilateral; (3) Trastornos
POC | de los movimientos conjugados oculares; (4) Disfuncion cerebelosa
I sin déficit de vias largas ipsilaterales; (5) Hemianopsia homénima
aislada. Son el 25% de los infartos cerebrales. Su pronéstico
inmediato es bueno pero la tasa de recidiva alta. EI mecanismo
patogénico generalmente implicado es la trombosis cerebral.

TAC

PAC
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ANEXO IV

CLASIFICACION TOAST (Trial Org-10172 Acute Stroke Treatment)

CLASIFICACION TOAST

(Trial Org-10172 Acute Stroke Treatment)

Infarto generalmente de tamafio medio o grande, de
topografia cortical o subcortical y localizacion
carotidea o vertebrobasilar, en el que se cumple alguno
de los dos criterios siguientes:

A. Aterosclerosis con estenosis: estenosis mayor o
igual al 50% del didmetro luminal u oclusién de la
arteria extracraneal correspondiente o de la arteria
intracraneal de gran calibre (cerebral media, cerebral

ATEROTROMBOTICO | posterior o tronco basilar), en ausencia de otra
etiologia.

B. Aterosclerosis sin estenosis: presencia de placas o
de estenosis inferior al 50% en la arteria cerebral
media, cerebral posterior o basilar, en ausencia de otra
etiologia y en presencia de al menos dos de los
siguientes factores de riesgo vascular cerebral: edad
mayor de 50 afios, hipertension arterial, diabetes
mellitus, tabaquismo o hipercolesterolemia.
Infarto generalmente de tamafio medio o grande, de
topografia habitualmente cortical, en el que se
evidencia, en ausencia de otra etiologia, alguna de las
siguientes cardiopatias emboligenas: presencia de un
trombo o un tumor intracardiaco, estenosis mitral
CARDIOEMBOLICO reumatica, protesis adrtica o mitral, endocarditis,
fibrilacion auricular, enfermedad del nodo sinusal,
aneurisma ventricular izquierdo o acinesia después de
un infarto agudo de miocardio, infarto agudo de
miocardio(menos de 3 meses), 0 presencia de
hipocinesia cardiaca global o discinesia.
Infarto de pequefio tamafio (menor de 1.5 cm de
diametro) en el territorio de una arteria perforante
cerebral, que habitualmente ocasiona clinicamente un
sindrome lacunar (hemiparesia motora pura, sindrome
LACUNAR sensitivo puro, sindrome sensitivo-motriz,
hemiparesia-ataxia y disartria-mano torpe) en un
paciente con antecedente personal de hipertension
arterial u otros factores de riesgo cerebrovascular, en
ausencia de otra etiologia.
Infarto de tamafio pequefio, mediano o grande, de
INHABITUAL localizacion cortical o subcortical, en territorio
carotideo o vertebrobasilar en un paciente en el que se
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INDETERMINADO

ha descartado el origen aterotrombotico,
cardioembdlico o lacunar. Se suele producir por
enfermedades sistémicas (conectivopatia, infeccidn,
neoplasia, sindrome mieloproliferativo, alteraciones
metabolicas, de la coagulacion...) o por otras
enfermedades como: diseccién arterial, displasia
fibromuscular, aneurisma sacular, malformacién
arteriovenosa, trombosis venosa cerebral, angeitis,
migrafia, etc.

Infarto de tamafio medio o grande, de localizacion
cortical o subcortical, en territorio carotideo o
vertebrobasilar, en el que tras un exhaustivo estudio
diagnostico, han sido descartados los subtipos
aterotrombdtico, cardioembdlico, lacunar y de causa
inhabitual, o bien coexistia mas de una posible
etiologia. Dentro de esta etiologia indeterminada se
podria plantear unas subdivisiones que aclararian
mejor este apartado; estudio incompleto, mas de una
etiologia y desconocida.
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ANEXO V

ADMISION A TRAMITE DE LA PATENTE 2019000087

2 YTURISMO de Palentes y Marcas
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* (“ﬁ@\ DE INDUSTRIA, COMERCIO I Oficina Evpafiola
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= &
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UNIVERSIDAD DE OVIEDO
San Francisco 3

33003 Oviedo

Asturias

Madrid, a 20 de junio de 2019
Admisién a tramite de la solicitud de Patente Nacional 201900087

La Oficina Espanola de Patentes y Marcas (OEPM) le comunica que su solicitud de patente
201900087 ha sido admitida a tramite con asignacién de fecha de presentacion correspondiente al
dia 21/05/2019 y que no se encuentra afectada por lo previsto en el Titulo XI relativo a patentes de
interés para la defensa nacional.

De acuerdo con el articulo 67.2 de la Ley 24/2015 de Patentes, a partir de la fecha antes
mencionada usted podria gozar de una proteccién provisional frente a cualquier tercero que
hubiera llevado a cabo una utilizacién de la invencién siempre y cuando notifique a dicho tercero la
presentacion y el contenido de esta solicitud. Esta proteccién implicaria el derecho a exigir una
indemnizacién razonable si dicho tercero prosiguiera utilizando su invencion entre la fecha de la
notificacién y la fecha de publicacién de la mencién en el Boletin Oficial de la Propiedad Industrial
(BOPI) de que la patente ha sido concedida. El citado derecho existiria a partir de la fecha de
notificacién fehaciente y se podria ejercer una vez se publicara la mencién de la concesion en el
BOPI. El BOPI puede consultarse en la web de la OEPM (www.oepm.es).

La OEPM le remitird cumplida informacién de las diferentes etapas del procedimiento de
concesion con indicacién de los actos a llevar a cabo, los plazos para cumplimentarlos y las
fechas a partir de las cuales dichos plazos comienzan a contar.

Finalmente, la OEPM le informa que si esta interesado en solicitar su patente en otros paises,
existe el programa PPH (Patent Prosecution Highway), que le permitira pedir la tramitacién
acelerada en otras Oficinas de Patentes que participen en dicho programa. Para mds informacién
puede consultar el apartado Propiedad Industrial/ Internacionalizacion/ Patentes y Modelos de
Utilidad en la web de la OEPM, o acceder a través del enlace:
http://www.oepm.es/cs/OEPMSite/contenidos/PPH/PPH.htm.

Para cualquier consulta en relacién con su expediente, puede ponerse en contacto con la OEPM
llamando al teléfono de informacién 902 157 530 (en horario de 9:00 a 14:30, de lunes a viernes).

Nota informativa: Si el solicitante no reside en estado miembro de la Unién Europea y no ha
designado un Agente de la Propiedad Industrial (art. 175 Ley de Patentes), o reside en estado
miembro de la Unién Europea pero, a efectos de notificaciones, no ha designado domicilio en
Espafa ni direccion de correo electrénico (art. 2.1.c Reglamento Ley de Patentes), debera
designar dicho domicilio o direccion de correo electrénico.

OEPM, Paseo de la Castellana, 75 — 28071 Madrid (Espafia) — Tel: (+34) 902 157 530 — Fax: (+34) 91 349 5597
1001P (04.17)
1de2
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Atentamente,

Leopoldo Belda Soriano
Jefe/a de Area de Examen de Patentes

OEPM, Paseo de la Castellana, 75 — 28071 Madrid (Espaiia) — Tel: (+34) 902 157 530 — Fax: (+34) 91 349 5597
1001P (04.17)
2dez2
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ANEXo VI

CAPITULO DE LIBRO “MEDICION DE OLIGOELEMENTOS EN
EXUDADO NASAL EN LOS PACIENTES CON ICTUS Y SU USO
COMO BIOMARCADORES EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIA
ENTRE ISQUEMIA'YY HEMORRAGIA. ESTUDIO BIOMICTUS-
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MEDICION DE OLIGOELEMENTOS EN EXUDADO
NASAL EN LOS PACIENTES CON ICTUS Y SU USO
COMO BIOMARCADORES EN EL DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL ENTRE ISQUEMIA Y HEMORRAGIA.
ESTUDIO BIOM-ICTUS HUCA

AREA DE CONOCIMIENTO: CIENCIAS DE LA SALUD

Garcia-Cabo, Carmen’, Llano, Pablo®
Calleja, Sergio®

1 Hospital Universitario de Cabuefies, Espafia
e-mail: c.garciacabo@gmail.com, Espafia
2Facultad de Quimicas Universidad de Oviedo
e-mail: pllano91 @gmail.com, Espafia
3Hospital Universitario Central de Asturias
e-mail: scallejap@gmail.com, Espafia

Resumen. Diferentes estudios han estudiado diversos biomarcadores en el diagnostico diferen-
cial del ictus agudo (IA).Algunos de ellos apuntan a los oligoelementos (OE), dade que son im-
portantes para mantener el balance de ciertos componentes biolégicos. El reciente descubrimien-
to del sistema linfatico cerebral (SLC) y de su posible papel en el aclaramiento de determinados
solutos sugiere un papel del mismo en determinadas enfermedades neurolégicas. En los estudios
realizados se han observado trazas de LCR en el exudado nasal sugiriendo que una de las vias de
aclaramiento del SLC es el nervio olfatorio a través de la lamina cribosa. Nuestro objetivo es dis-
cernir si en muestras de exudado nasal podrian detertarse OE que fueran ttiles en el diagnédstico
diferencial de IA isquémico y hemorrigico.

Analizamos una muestra de 15 pacientes con diagnéstico de ictus isquémico o hemorragico que
ingresan en la Unidad de Ictus del HUCA en el periodo de Enero a Mayo de 2018. Se registran
datos demograficos, clinicos, analiticos y radiolégicos. Se recogen asimismo muestras de exuda-
do nasal de todos ellos en una solucién acido nitrico al 10%. Todas las muestras son analizadas
en ICP-QQQ Agilent 8800.

Se analizan los datos con el SPSS V22,

El 60% son ictus isquémicos y 40% hemorrigicos. La edad media fue de 69 afios. Se midi6 en la muestra
de exudado los niveles de Fe, Zn y Cu siendo estadisticamente més elevados en los 1A hemorragicos que
en los IA isquémico ( p=<0.05) OE como el Fe, Zn o Cu pueden ser medidos en exudade nasal, como
productos de degradacion aclarados por el SLC,y ser dtiles en el diagnéstico diferencial de IA.

Palabras clave: Ictus, Diagnéstico diferencial, sistema gliolinfitico.

130



Proyecto e Investigacion

INTRODUCCION

El estudio de los biomarcadores de distintas patologias neurologicas ha conocido un
notable auge durante los dltimos afios, tanto con un proposito diagnéstico como de valoracion
prondstica. Dichos marcadores han sido estudiados en distintos contextos y en diferentes liquidos
biolégicos, fundamentalmente en la sangre periférica y en el liquido cefalorraquideo.

En el caso concreto de la enfermedad cerebrovascular aguda, el estudio del liquido
cefalorraquideo no es una buena opcidn, pues constituye un procedimiento invasivo que consume
bastante tiempo, en el contexto de enfermedades que potencialmente deben recibir ratamientos
que incrementan el riesgo de sangrado y en las que el tiempo es un factor determinante para su
prondstico. De ahi que, operativamente, el estudio de la sangre periférica haya sido el (inico modo
de acceder a biomarcadores, con resultados desiguales. Existe abundante literatura cientifica sobre
biomarcadores que permiten predecir la evolucién del ictus isquémico, determinar el subtipo
etiologico del mismo o anticipar la posibilidad de complicaciones. En los ictus hemorragicos,
sin embargo, las investigaciones son mucho mas escasas y hay muy pocas que hayan abordado
la posibilidad de diferenciar la isquemia de la hemorragia. Conseguir esta diferenciacion en el
ambito prehospitalario, anticipando al miximo en el tiempo la distincion entre ambas, es uno de
las mas preciadas metas de la investigacion en ictus. Hasta el momento, tan sélo la neuroimagen
es capaz de establecer indudablemente la diferencia, por lo que, en algunas ciudades, se han
puesto en funcionamiento unidades moéviles de tomografia computerizada (TAC) que realizan
el estudio sobre el terreno. Esto permite tomar decisiones terapéuticas y logisticas, dirigiendo al
paciente a un hospital que tenga las mejores opciones de tratamiento para su patologia concreta.

Uno de los mayores obsticulos para acceder al estudio de biomarcadores del sistema
nervioso central es la barrera hematoencefilica, una barrera de permeabilidad altamente selectiva,
que separa la sangre del fluido extracelular cerebral en el sistema nervioso central. Sin embargo,
el reciente descubrimiento de un sistema de drenaje linfitico cerebral abre nuevas oportunidades
para la evaluacion de biomarcadores en fluidos distintos. Se han descrito vasos linfiticos que
drenan desde el sistema nervioso central hacia la mucosa nasal y hacia los ganglios linfaticos
cervicales, por lo que no seria descabellado pensar en la secrecion nasal como localizacién de
biomarcadores drenados por via linfatica desde el sistema nervioso central, y de facil acceso para
su estudio.

El hierro y otros oligoelementos asi como los productos de degradacion de la hemoglobina
¥ otras proteinas han sido estudiados como condicionantes prondsticos en pacientes con ictus
isquémico, como predictores del riesgo de mansformacion hemorrigica ¥ como condicionantes
de dafio cerebral en pacientes con hemorragia intracerebral. Sin embargo, la posibilidad de
estudiar el drenaje linfitico cerebral abre nuevas expectativas: la determinacion del hierro o
los productos de degradacion de la hemoglobina en el drenaje linfatico cerebral, a través del
andlisis de la secrecién nasal, podria convertirse en un marcador muy especifico de la naruraleza
hemorrigica de un evento vascular cerebral agudo, permitiendo diferenciarlo netamente de los
de naturaleza isquémica.
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Universidad, Investigacidn y Conocimiento: comprension e intervencion en una sociedad compleja

OBJETIVOS

Determinar si la secrecion nasal por el paciente con ictus agudo pueden ser portadores de
biomarcadores, vehiculados a través del drenaje linfatico cerebral, que nos permitan diferenciar
el ictus isquémico del hemorragico. Identificar dichos biomarcadores y disefiar un sistema que
nos permita una determinacion rapida de los mismos, anticipando al maximo en el tiempo el
diagnostico diferencial, aportando asi utilidad diagnéstica y orientacion logistica al manejo del
paciente con ictus hiperagudo.

DISENO DE INVESTIGACION

Diserio y sujetos de estudio

Estudio piloto prospectivo a realizar en el Hospital Universitario Central de Asturias,
siendo los sujetos de estudio pacientes consecutivos que accedan a dicho centro a través del
Servicio de Urgencias con diagnéstico de ictus agudo. Se estima un niimero de sujetos de estudio
de 50 ictus hemorragicos y 50 ictus isquémicos, se estudiaran 50 sujetos sanos, pareados con
los enfermos en lo relativo a edad y sexo, que serviran como grupo de control. Pacientes y
controles sanos serdn informados del contenido del estudio por personal médico participante en
el proyecto y daran consentimiento informado por escrito.
Variables del estudio

Se recogen las siguientes variables:

- Variables demograficas, incluyendo edad y sexo.

- Factores de riesgo vascular, incluyendo la existencia de hipertensién, diabetes mellitus,
dislipemia, cardiopatias emboligenas o hibitos toxicos.

- Antecedentes de patologia cerebrovascular, bien sea isquémica o hemorragica.

- Antecedentes de patologia del sistema nervioso central de naturaleza no vascular.

- Antecedentes de patologia sistémica o neurolégica que conlleva aumento de los
depésitos corporales de hierro, tal como hemocromatosis, enfermedades que cursan con
hemélisis, antecedentes de trasfusiones multples, hemodialisis prolongada, cirrosis,
porfiria cutanea tarda, shunt portocava o neuroferritinopatias.

- Antecedentes de procesos hemorragicos sistémicos.

- Tipo y localizacidn del ictus.
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Proyecto e Investigacion

- Volumen de la lesién cerebral.

- En el caso de las lesiones hemorrigicas se tendra en cuenta su eventual apertura al
espacio subaracnoideo o intraventricular.

- En el caso de las lesiones hemorragicas se tendra asimismo en cuenta si la clinica
del paciente ha sido estatica desde el principio, o si por el contrario se trata de una
hemorragia con clinica progresiva o recurrente.

- Estado clinico del paciente en el momento de la recogida de la muestra expresado
mediante su puntuacion en la escala NIHSS.

- Tiempo transcurrido desde el inicio de los sintemas hasta la determinacion.

- Complicaciones neurologicas intrahospitalarias sufridas por los pacientes: crisis
epilépticas, edema cerebral maligno o hidrocefalia obstructiva.

- Complicaciones no neurolégicas intrahospitalarias sufridas por los pacientes: infecciones
respiratorias, infecciones urinarias, fallo cardiaco o trombosis venosa profunda.

- Estado neuroldgico al alta medido mediante las escalas NIHSS y m-Rankin.

Se construyd un cuaderno de recogida de datos para el posterior andlisis de los mismos
mediante el paquete de software SPSS v.22.

Recogida de muestras y andlisis

La recogida de la muestra se realiza mediante dos técnicas que se aplicaran a todos los
sujetos del estudio:

- La recogida del exudado nasal se realiza con una torunda introducida en ambas fosas
nasales del paciente. La estimacion de la muestra recogida se hace por pesada por diferencia
(antes v después de la recogida de la muestra). Los componentes de la muestra obtenida se
solubilizan mediante inmersion del extremo de la torunda en 2 ml de acido nitrico al 10%
(calidad especifica para espectrometria de masas). Alicuotas de las muestras serin analizadas
por espectrometria de masas.

El analisis por ICP-masas se lleva a cabo en el Laboratorio de Quimica Analitica de la
Universidad de Oviedo. Incluye un estudio de barrido para determinacién de distintos elementos
quimicos y un segundo estudio de cuantificacion de los mas abundantes.
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AVANCES Y CONCLUSIONES

En el momento actual existen 33 pacientes reclutadosde ellos 19 han padecido ictus
isquémico (57,6%) y 14 hemorragico (42,4%), el 39,4% son mujeres. No se ha comenzado la
recogida de sujetos control.

En todos ellos se ha recogido una muestra de exudado nasal y las variables descritas en
el disefio del estudio. Se analizado hasta el momento 15 de las muestras, midiendo en ellas los
niveles de Fe, Zn, Cu, Cd y Pb.

De las 15 muestras analizadas se han de exluir 3 pacientes ( enfermedad hepdtica, fallo
medicion).

La edad media es de 69 afios. El 30,8% de la muestra son mujeres. El 38,5% sin ictus
hemorrigicos. La mediana de NIHSS al ingreso fue de 12.

Los niveles de oligoelementos en exudado siguen una distribucién normal segin la
prueba de Kolmogorov-Smirnof. También se distribuyen de forma normal losvalores analiticos
analizados.

Se realiza una comparacién de medias para los niveles de metales en exudado tomando
como significativa una p <0.05.

La media del Fe en exudado en los pacientes con ictus isquémico es de 0,08685
(DE 0,04) v en los que padecen ictus hemorrigico de 0,5007 (DE 0,27) y dicha diferencia es
significativa p=0.012 tras realizar una comparacion de medias con la T de Student para muestras
independientes.

La media del Zn en exudado en los pacientes con ictus isquémico es de 0,0344 (DE
0,13) v en los que padecen ictus hemorrigico de 0,4412 (DE 0,39) v dicha diferencia es
significativa p=0.001 tras realizar una comparacion de medias con la T de Student para muestras
independientes.

La media del Cu en exudado en los pacientes con ictus isquémico es de 0,0993 (DE
0,010) ¥ en los que padecen ictus hemorrigico de 0,0662 (DE 0,07) y dicha diferencia es
significativa p=10.044 tras realizar una comparacion de medias con la T de Student para muestras
independientes.

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas en los niveles de Fe en
suero entre ambos grupos de pacientes.

El andlisis estd limitado debido a la escasa N de la muesta y a la inexistencia, en el
momento actual de un grupo control sano.
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Proyecto ¢ Investigacidn

Sin embargo los datos sugieren que el exudado nasal puede ser el medio por el que
se eliminen sustancias producto del dafio al tejido cerebral en la enfermedad cerebrovascular,
v que dichas sutancias puedan servir en el diagndstico diferencial entre los ictus isquémicos y
hemorrigicos.
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AS33-009

IRON MEASURED IN NASAL EXUDATE AS A
NEW AND USEFUL BIOMARKER IN THE
DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF PATIENTS
WITH ACUTE STROKE

C. Garcia-Cabo Femindez', B Liano®, L Benavente®, ).

M. Costal, M. Fernandez-Abedul® and S. Calleja’

'Haspital universitario de Cabuefies, Neurology, Gijon, Spain;
Universidad de Oviedo, Facultad de Quimica, Oviedo, Spain; *Haspital
Universimario Central de Asturias, Meurology, Oviedo, Spain
Background and Aims: Differential disgnosis between ischemic and
hemorrhagic stroke in prehospital setting is one of the major challenges
of neurovascular research. Several biomarkers have been swdied, but
artempts o date have focused on determining their blood levels.
Recently cerebral lymphatic drainage towards the nostrils has been dis-
covered, and this fact gives us the chance of studying nasal exudate
looking for biomarkers of neural damage. Ye sought to determine
whether iron levels in nasal exudate could determine the ischemic or
hemorrhagic nature of the acute stroke.

Methods: We swdied iron nasal exudate levels in 33 ischemic and 43
hemorrhagic stroke patients. All patients underwent neurological exam-
ination assessed by Mational Institutes of Health Stroke Scle (NIHSS),
brain computed tomography (CT) to differential diagnosis of stroke sub-
type, laboratory tests and measure of iron levels in nasal exudate.
Results: The iron levels in nasal exudate were higher in hemaorrhagic
stroke patients. The area under the receiver operating characteristic
{ROC) curve for ischemic-hemorrhagic stroke discriminaton was 0.896
(08230970, ct point of 0.095 miliMokr, sensitvity 90%, specific-
ity 76%)

Condusions: Our findings suggest that iron levels in nasal exudate may
be useful in prehospital setting for differential diagnosis between ischemic
and hemorrhagic damage in acute stroke patients. And they also open a
potential field for sudying biomarkers

Trial registration number: NA

AS33-041

EVALUATION OF CIRCULATING MIRNAS AS
POTENTIAL BIOMARKERS OF YVULNERABLE
PLAQUE IM PATIENTS WITH CAROTID
STEMNOSIS

€. Gubern', S. Bashir', L Pardo', M. Reina', M. Terceno',

Y. Silva' and }. Serena’

'IDIBGI, Stroke Unit-Meurology, Girona, Spain

Background and Aims: Carotid stenosis is one of the most prevalent
and significant @uses of stroke. The identification of vulnerable plaque
biomarkers would permit the identification of high and low risk patients,
adllowing a better selection of patients to indicate surgical or intensie
medical treatment The usefulness of circulating miRMAs as vulnerable
plaque biomarkers has not been too explored. Our aim was to analyse
plasma levels of selected miRMAs described as differentially expressed in
symptomatic or asymptomatic plagues.

Methods: Circulating RMA was extracted from citrated-plasma samples
of symptomatic (n= |9), progressive-asym ptomatic (n= |6) and stable-
asymptomatic (n=|2) patients using the mirYana miRNA Isolaton kit
and cel-miR-54-3p and cel-miR-39 as spike-in. After reverse transcription
and preamplification, miR-16-5p, miR-93-5p, miR-191-5p and miR-24-3p
were evaluated as endogenous controls and miR-100-5p, miR-1332-5p,
mif-143-3p and miR-494-3p as potentidl biomarkers using spedfic
TagMan™" Advanced MicroRMA Assays. Sttistical differences between

groups were assessed by ANOVA or Kruskall-Wiallis test, as appropriate.
P < 0.05 was considered significant.

Results: The four analysed miRMAs as endogencus controls except for
miR-16-5p were found to have significantly diferent plasma levels
bbetween groups. The analysis of the potential biomarkers {miR-100-5p,
miR-| 33a-5p, miR-143-3p and miR-494-3p) and the miRMAs excluded as
endogenous controls (miR-93-5p, miR-191-5p and miR-24-3p) with the
miR-16-5p as normaliser showed that none of them have significant dif-
ferent plasma levels between the different profile of patients.
‘Condusions: Mone of the analysed miRMAs seems to be 2 potental
liomarlker able to differentiate subtypes of patients with carotid stenosis.
Further studies, increasing number of patients, will be conducted to val-
idate these results.

Trial registration number: NA

AS533-031

EPIGENOMIC AGE IS ASSOCIATED WITH
LEUKOARAIOSIS YOLUME IN STROKE
PATIENTS, IRRESPECTIVE OF
CHRONOLOGICAL AGE

| imenez-Conde', E. Giralt-Steinhauer', C. Soriano-Tarraga',
M. Mola-Caminal’, C. Avellaneda’, U. Lazcano', R. Yivanco-
Hl'dalp', I Fernandez-Perez', A. Ois', A. Rodriguez-
Carr'.rello', E. Cuadrado-Godia' and J. Nocper'

"Institut Hospirl del Mar d'Imvestigado Media, Neuralogy,

Barceloma, Spain

Background and Aims: White matter hyperintensity or leukoaraiosis
(LK), is a radiological sign of cerebral small vessel disease and is consid-
ered as a good marker of brain aging. However, aging is not only due to
chronological age, there are age-related DMNA-methylation changes in
multiple CpG sites across the genome that can be used to estimate
the epigenomic age or biological age (b-Age). We seek t analyze if the
|possible association between LK and b-Age.

Method=s 'We included 254 individuals with acute ischemic strole
assessed in Hospital del Mar (Barcelona) Demographic and clinical
dam, chronological age (c-Age), anthropometric data, and vascular risk
factors (VRF) were registered. Biological age (b-Age) was estimated with
Hannumm algorithm, based on DMNA methyation in 65 CpGs. Age-
Acceleration (AgeDif) was calculated by subs tracting c-Age from b-Age.
LK variable was obmined in a semiautomatic volumetric measurement in
FLAIR sequence of MRL

Results: Bivariate analyses for LK showed significant assodations with c-
Age and b-Age (both p<0.001) and abo with AgeDif (cc:-0.l58,
p=0.0I2). When induded in 2 multivariate linear regression model all
the variables assodated in bivariate analyses, AgeDif remained indepen-
dendy associared (betad.|38; p=0.038), despite containing c-Age in
adjustment. Hypertension (p=0.009), diabetes (p =0016) and smoking
lhabit {p=0.022) kept significance as well.

‘Con dusions: Volume of LK is assodated with b-Age measured, by DINA
methylation in a cohort of stroke patients. It was also associared with
Age-Acceleration, irrespective of c-Age. These data supports that healthy
aging might modulate LK-burden accumubated "

Trial registration number: N/A
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MEDICION DE OLIGOELEMENTOS EN EXUDADO NASAL EN LOS PACIENTES CON
ICTUS Y SU USO COMO BIOMARCADORES EN EL DIAGNGSTICO DIFERENCIAL ENTRE
ISQUEMIA Y HEMORRAGIA. ESTUDIO BIOMHCTUS HUCA

Carmen Garcia-Cabot®, Pablo Liano®, Sergio Callel Puerts

A REA DE “Hospitsl Uinfesriterin de Cabusfes Gijin,
- &
CONOCIMIENTO . "“':‘\""""“' e
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IRON MEASURED IN NASAL EXUDATE AS A NEW AND USEFUL BIOMARKER
IN THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF PATIENTS WITH ACUTE STROKE

L. Banaventa?, J M. Costa?, M. Femandaz-Al

Differential diagnosis between ischemic and hemorrhagic We studied iron nasal exudate levels in 33 ischemic and 43
stroke in prehospital setting is one of the major challanges hemerrhagic stroke patients. All patients underwent neurological
of neurovascular research. Several biomarkers have been examination assessed by Mational Institutes of Health Stroke Scale
studied, but attempts to date have focused on determining (NIHSS), brain computed tomography (CT) to differential diagnosis
their blood levels. Recently, cerebral lymphatic drainage of stroke sublype, laboratory tests and determination of iron levels
towards the nostrils has been discovered (Figure 1), in nasal exudate (Figure 2).

and this fact gives us the chance of analysing nasal —

exudate looking for biomarkers of neural damage. We Figure 2. Clinical protocol

ought to determine whather iron levels in nasal exudate

could determine the ischemic or hemarrhagic nature of the m e
-

aculs strake.
Figure 1. Cerebral lymphatic drainage ! ¥
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Figure 3. Levels of iron in nasal exudate in patients with ischaemic and Figure 4. ROC curve for ischemic-
hemormhagic stroke hemorrhagic stroke discrimination
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The iron levels in nasal exudate were significatively higher in hemorrhagic stroke patients (Figure 3). The area under
the recever operating characteristic (ROC) curve for ischemic-hemorrhagic stroke discrimination was 0.896 (0.823-0.970),
cut point of 0.095 milliMolar, sensitivity 90%, specificity 76%. (Figure 4).

Our findings suggest that iron levels in nasal exudate may be useful in prehespital setting for differential diagnosis between
ischemic and hemorrhagic damage in acute stroke patients. And they also open a potential field for studying biomarkers. And
they also open a potential field for studying biomarkers, being a proof of concept of the possibility of finding central nervous

| syster m—'~—iles;in nasal exudate.
'|:.|:I :IE ¥ the: Universty of Oviedo under the project PAP|-18-PUENTE-3
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