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ABREVIATURAS

A

Ac: Anticuerpo

ACM: Arteria cerebral media

ACO: Anticonceptivos orales

ADN: Acido ribonucleico

Ag: Antigeno

AIT: Accidente isquémico transitorio

AMPA: Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato
ATP: Adenosin trifosfato

B
BDNF: Factor neurotrofico derivado de cerebro
BHE: Barrera hematoencefalica

C
CADASIL: Arteriopatia cerebral autosomica dominante con infartos subcorticales y
leucoencefalopatia

COX: Ciclooxigenasa

D

DL.: Dislipemia

DM: Diabetes mellitus

DNP: Deterioro neurologico precoz

dNTPs: Desoxinucleétidos trifosfato

E
EC: Escala Canadiense

ECG: Electrocardiograma

F
FA: Fibrilacién auricular

FPP: Farnesil pirofosfato

11



FSC: Flujo sanguineo cerebral
FT: Factor tisular
FVW: Factor Von Willeberand

G
GIM: Grosor intima-media

H

HDL.: Lipoproteina de alta densidad

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
HTA: Hipertension arterial

|
IAM: Infarto agudo de miocardio
IB: indice de Barthel
ICAM: Molécula de adhesion intercelular
sICAM: Molécula soluble de adhesion intercelular
ICC: Insuficiencia Cardiaca Congestiva
IL: Interleuquina
IL-1ra: Antagonista del receptor de interleuquina
IMC: indice de masa corporal

INF: Interferén

L
LCR: Liquido cefalorraquideo
LDL: Lipoproteina de baja densidad

M

MCP: Proteina quimotéactica para monocitos
MMP: Metaloproteinasa de matriz

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

MRS: Escala de Rankin modificada
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ABREVIATURAS

N

NF: Factor nuclear

NIHSS: Escala de ictus del Instituto Nacional de Salud

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico

NOS: Sintasa de 6xido nitrico
NOSi: Forma inducible de la sintasa de 6xido nitrico
NOSe: Forma endotelial de la sintasa de 6xido nitrico

@)
OR: Odds Ratio

P

PALI: Inhibidor del activador del plasmindgeno
pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

R

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphisms
RM: Resonancia magnética

rn: Rango normal

rpm: Revoluciones por minuto

rTPA: Activador tisular del plasmin6geno recombinante

S

SNP: Polimorfismos de nucleotidos simples

T
TA: Tension arterial
TAC: Tomografia axial computerizada

TGF: Factor de crecimiento transformante

13



TH: Transformacion hemorragica
TNF: Factor de necrosis tisular
tPA: Activador tisular del plasmindgeno

Vv
VCAM: Molécula de adhesién vascular

sVCAM: Molécula soluble de adhesién vascular
VGEF: Factor de crecimiento endotelial vascular
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

VSG: Velocidad de sedimentacion globular
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR. GENERALIDADES

1.1.Definicion

La enfermedad cerebrovascular o ictus es un problema circulatorio cerebral en el
cual un area del encéfalo se afecta de forma transitoria o permanente por una isquemia o
hemorragia, estando uno o mas vasos sanguineos cerebrales afectados por un proceso
patolégico. Este término incluye de forma genérica un grupo de trastornos que
comprenden el infarto cerebral, la hemorragia cerebral y la hemorragia subaracnoidea.

Existen diversas clasificaciones de la enfermedad cerebrovascular, en funcion
del subtipo de ictus, el perfil evolutivo, los resultados de la neuroimagen, la etiologia, el
tamaio, la topografia de la lesién o el mecanismo de produccion.

Segun su naturaleza, la enfermedad cerebrovascular se puede presentar como
isquemia o como hemorragia, con una proporcion en torno al 85% y 15%,
respectivamente.

La isquemia se produce por la disminucién del aporte sanguineo cerebral de
forma total (isquemia global) o parcial (isquemia focal). La hemorragia es la presencia
de sangre en el parénquima cerebral o en el interior de los ventriculos cerebrales
(hemorragia cerebral), o en en el espacio subaracnoideo (hemorragia subaracnoidea).

Dentro de la isquemia cerebral, y teniendo en cuenta la duracion de los sintomas,
se debe distinguir entre accidente isquémico transitorio (AIT) e infarto cerebral.

Los AIT son episodios breves de pérdida de funciones cerebrales debidos a una
isquemia cerebral. Convencionalmente se consideran AIT aquellos sintomas de menos
de 24 horas de duracion, aunque generalmente duran entre 2 y 15 minutos. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que puede hallarse imagen de infarto cerebral en estos
pacientes, fundamentalmente en los de larga duracion.

El infarto cerebral se define como un déficit neuroldgico focal de mas de 24
horas de duracion secundario a una disminuciéon del aporte circulatorio a un territorio

cerebral, que ocasiona necrosis tisular.
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1.2.Epidemiologia

La enfermedad cerebrovascular es un importante problema de salud, ya que tiene
una elevada prevalencia y es una importante causa de morbilidad y mortalidad [1].
Cada afio unas 795.000 personas sufren un ictus, de los cuales 610.000 son primeros
episodios y 185.000 ictus recurrentes. De todos ellos aproximadamente el 85% son
isquémicos, 10% hemorragicos y 3% hemorragias subaracnoideas [2].

En Europa tiene una prevalencia del 4,8% en personas de entre 65 y 84 afios. Su
incidencia aumenta de forma marcada con la edad, de forma que en la poblacién de
entre 65 a 84 afios la incidencia de ictus es de 8,72 por 1.000 personas-aiio, y de 17,3
por 1.000 personas-aiio en mayores de 74 afios [3].

En Espafia constituye la primera causa de mortalidad en mujeres y la tercera en
hombres, por detras de la isquemia de miocardio y del cancer de pulmon [4].

Ademas de la mortalidad (alrededor de un 10% de los pacientes de entre 45 y 64
afios que sufren un ictus isquémico fallece en los primeros 30 dias) [5], es importante
destacar las consecuencias funcionales que tienen quienes sobreviven, ya que
aproximadamente un 30% requiere alguin tipo de ayuda para las actividades de la vida
diaria y cerca de un 20% necesita ser institucionalizado [6]. Todo esto supone una
notable demanda de cuidados, con una gran repercusion sobre la calidad de vida del
paciente y de sus familiares.

Por todas estas razones, es fundamental conseguir una disminucion de la
incidencia de la enfermedad cerebrovascular, lo que se consigue, en gran parte,

controlando los factores de riesgo susceptibles de modificacion.

1.3.Factores de riesgo vascular

Un factor de riesgo se define como una caracteristica bioldgica o habito que se
asocia con un mayor riesgo de presentar una determinada enfermedad. Su importancia
radica en que identificarlos permite reducir las posibilidades de padecer dicha
enfermedad.

Existen factores de riesgo modificables y otros que no se pueden modificar, pero
que también es importante detectar, ya que ambos permiten clasificar los sujetos de alto
riesgo de padecer una enfermedad vascular, en los que es mas importante, si cabe, el

control de los factores de riesgo modificables [7,8].
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INTRODUCCION

1.3.1. Factores de riesgo no modificables

- Edad. La incidencia de enfermedad cerebrovascular aumenta con la
edad. El riesgo de ictus isquémico y hemorragia intracraneal se dobla en cada década a
partir de los 50 anos.

- Sexo. La prevalencia de ictus es mayor en hombres que en mujeres [9],
excepto en la franja de edad entre 35 y 44 afios y a partir de los 85 afios. El uso de
anticonceptivos orales y el embarazo en mujeres jovenes, y la muerte relacionada con
enfermedades cardiacas en varones mayores, podrian contribuir a estas diferencias
[10,11].

- Bajo peso al nacer. Las personas con bajo peso al nacer tienen mas
riesgo de padecer un ictus [12] y mayor tasa de mortalidad por el ictus [13].

- Raza/etnia. Las personas de raza negra y algunos americanos hispanicos
tienen una mayor incidencia de ictus, con una mayor tasa de mortalidad [10]. Esto
puede ser debido a una mayor prevalencia de hipertension arterial (HTA), diabetes
mellitus (DM) u obesidad, aunque no lo justifica por completo, por lo que
probablemente existan otros factores asociados, relacionados con cuestiones genéticas.

- Factores genéticos. Se requieren estudios mas amplios, pero la evidencia
existente hasta el momento pone de manifiesto un incremento del riesgo de ictus de
hasta un 30% en personas con historia familiar de isquemia cerebral [14,15]. Esto puede
ser debido a una herencia de los factores de riesgo, a una susceptibilidad genética a
dichos factores de riesgo, a que las personas de la misma familia suelen tener habitos de
vida y ambientes similares o a una interaccion entre los anteriores.

Existen patologias relacionadas con el ictus con un componente monogénico
bien definido (CADASIL, sindrome de Marfan, neurofibromatosis, etc), pero en la
mayor parte de las ocasiones la relacion del ictus con la genética resulta de un efecto
multiplicativo de un amplio espectro de alelos patogénicos, cada uno de los cuales
confiere un ligero aumento del riesgo [16]. Algunos de estos alelos predisponen a un
tipo etioldgico concreto (por ejemplo, el polimorfismo -572GC del gen de la IL-6 se
relaciona con el ictus aterotromboético y la hemorragia intracraneal, siendo el alelo C
factor de riesgo [17]), mientras que otros pueden afectar a la gravedad del ictus (el
polimorfismo 312AT del gen del fibrindgeno o se asocia con un incremento en la

mortalidad asociada al ictus en pacientes con fibrilacion auricular, siendo el alelo A el
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marcador de riesgo [18]), o al riesgo de recidiva (la presencia del alelo T en el
polimorfismo 1444CT del gen de la proteina C reactiva se asocia con un mayor riesgo
de recurrencia de eventos isquémicos en pacientes con estenosis intracraneal

sintomatica) [19].

1.3.2. Factores de riesgo modificables y bien documentados

- HTA. Es un factor de riesgo importante para la enfermedad
cerebrovascular, tanto isquémica como hemorragica. La relacion de la presion arterial y
el ictus es fuerte, continua, gradual, consistente, independiente, predictiva y con
significado etioldgico [20]. Hay estudios que indican que un descenso de la presion
arterial de 5-6 mmHg reduce en un 42% el riesgo de ictus [21].

Se recomienda un objetivo terapéutico de cifras menores de 140/90mmHg en la
poblacion general y de 130/80 mmHg en las personas diabéticas [20].

- Tabaquismo. Existe evidencia del aumento de riesgo de ictus en
personas fumadoras [22], que es mayor cuanto mayor sea el consumo de tabaco.
Ademas puede potenciar otros factores de riesgo, como la presion arterial sistolica o
los efectos secundarios protromboticos de los anticonceptivos orales.

El abandono del consumo de tabaco reduce rapidamente el riesgo de ictus y
otros problemas cardiovasculares, aunque sin alcanzar el nivel de las personas que
nunca han fumado [23].

- DM. Las personas con diabetes tienen mayor susceptibilidad a la
aterosclerosis y una mayor prevalencia de factores de riesgo proaterogénicos,
fundamentalmente HTA y dislipemia (DL). Por estas razones la diabetes es un factor de
riesgo de ictus, aumentando su riesgo relativo entre 1,8 y 6 veces [24].

- DL. Diversos estudios relacionan cifras elevadas de colesterol total con
el infarto cerebral, y cifras bajas con la hemorragia cerebral. Cuando los niveles
plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) aumentan, las LDL se retienen en la matriz extracelular de la arteria y
son diana de ataques oxidativos y enzimaticos. Los fosfolipidos que se liberan de las
LDL pueden activar células endoteliales para que expresen moléculas de adhesion

leucocitaria, lo que desencadena una respuesta inflamatoria que ocasiona el crecimiento
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INTRODUCCION

de la placa y finalmente su ruptura, formacién de trombo y consecuentemente isquemia
arterial e infarto [25].

Aunque hay algunos datos contradictorios, en general, los estudios relacionan la
hipertrigliceridemia con el riesgo de ictus isquémico [26]. También existe evidencia de
la relacidon inversa entre cifras plasmaticas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) e
ictus [27].

- Fibrilacién auricular. La fibrilacion auricular (FA), aun en ausencia de
patologia valvular, aumenta 4-5 veces el riesgo de ictus isquémico por émbolos
cardiacos [28].

El antecedente de ictus o AIT previo es el mayor factor de riesgo para padecer
una isquemia cerebral secundaria a la FA. Existen diversas clasificaciones para graduar
el riesgo de ictus en una persona con FA [29,30] lo que conlleva tratamientos diferentes.
En general las guias recomiendan tratamiento anticoagulante en personas con FA no
valvular que ademads presenten algun otro factor de riesgo para padecer un ictus (edad,
AIT o ictus previo, HTA, insuficiencia cardiaca o DM) y tratamiento antiagregante en el
resto.

- Otras patologia cardiacas: otras arritmias, trombos de ventriculo
izquierdo, tumores cardiacos, vegetaciones, valvulas protésicas, miocardiopatia dilatada,
valvulopatias o endocarditis, coronariopatia e infarto agudo de miocardio (IAM).

Tras un IAM el riesgo de ictus es de 1-2% al afio, siendo mayor en el primer
mes, en que puede alcanzar hasta el 31%.

Ademads, también pueden ser causa de ictus algunos procedimientos externos
como los cateterismos cardiacos, implantes de marcapasos o la cirugia de
revascularizacion coronaria.

- Estenosis carotidea asintomatica. La enfermedad carotidea
aterosclerdtica es un factor de riesgo importante para el ictus, que ademas aumenta con
el aumento del grado de estenosis [31].

En pacientes con estenosis carotidea asintomatica se considera el tratamiento
médico de control de factores de riesgo (antiagregantes, estatinas, hipotensores, etc) y el
tratamiento de intervencidon carotidea (cirugia o tratamiento endovascular con

colocacion de “stent”). Aunque la eleccion de una u otra modalidad terapéutica es
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controvertida, estudios aleatorizados demuestran que en algunos casos la cirugia reduce
el riesgo de ictus frente al tratamiento médico [32].

- Enfermedad de células falciformes. Es una enfermedad autosdémica
recesiva, que se caracteriza por la produccion de una cadena B de la hemoglobina que es
anormal. Esto ocasiona clinica secundaria a procesos vasooclusivos, con infartos en
localizaciones variables, incluyendo isquemia cerebral.

En estos pacientes se debe realizar despistaje con doppler transcraneal a partir de
los 2 afos, y se recomienda tratamiento con transfusiones sanguineas cuando se
constatan velocidades medias en el doppler transcraneal a partir de 250cm/s [33].

- Tratamiento hormonal sustitutivo. Aunque en algin momento se
sugirid que este tratamiento podia disminuir el riesgo vascular, estudios posteriores
demostraron que dicho tratamiento no s6lo no era eficaz a este respecto, sino que
incluso podia aumentar el riesgo cardiovascular en algunos casos, por lo que en la
actualidad no se recomienda como tratamiento preventivo de la enfermedad
cardiovascular [34].

Sin embargo, hay alguna teoria que postula que los estrogenos administrados a
mujeres jovenes promueven efectos beneficiosos en la vasculatura, pero que cuando la
aterosclerosis esta avanzada pueden acelerar su desarrollo [35].

- Anticonceptivos orales (ACO). El uso de ACO con alto contenido en
estradiol (>50pg) se relaciona con un incremento del riesgo de ictus, que no es tan
evidente con dosis menores.

Existen grupos de mujeres con un mayor riesgo asociado, que son aquellas de
mas edad, tabaquismo, HTA, DL, migrana, obesidad y las portadoras de algunas
mutaciones protromboticas como el factor V Leiden o la mutacion 20210A del gen de la
protrombina [36].

- Factores nutricionales. Existen diversos factores dietéticos y
nutricionales que pueden aumentar el riesgo de ictus. Por ejemplo, la ingesta de una
dieta rica en sodio puede favorecer la aparicion de HTA, postulado como el principal
factor de riesgo de ictus. Asimismo, las dietas bajas en potasio o el exceso de peso
también pueden favorecer la HTA [37,38]. Las dietas ricas en vegetales y fruta pueden
contribuir a disminuir el riesgo de ictus, mediante mecanismos antioxidantes o mediante

la elevacion de los niveles de potasio.
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- Inactividad fisica. Un estilo de vida sedentario aumenta el riesgo de
ictus, asi como de mortalidad global y morbimortalidad cardiovascular.

El efecto protector de la actividad fisica estd mediado por su papel en la
reduccion de factores de riesgo vascular, tales como la HTA, y por otros mecanismos
como la reduccion de los niveles plasmaticos de fibrindgeno, de la actividad plaquetaria
y mediante la elevacion de la actividad del activador tisular del plasmindgeno (tPA) y
de las concentraciones de colesterol HDL [39-42].

- Obesidad y distribucion de la grasa corporal. Las personas con
sobrepeso (indice de masa corporal -IMC- entre 25 y 29kg/m®) y obesidad (IMC
>30kg/m?) tienen un mayor riesgo de ictus y una mayor mortalidad asociada con los

accidentes cerebrovasculares [43].

1.3.3. Factores de riesgo con menor evidencia cientifica o parcialmente
modificables

Existen otras situaciones clinicas que parecen estar relacionadas con la
incidencia del infarto cerebral, como son la migrafia (fundamentalmente con aura), el
sindrome metabolico, el consumo de alcohol a dosis altas (por el contrario se ha
observado que pequenas cantidades de alcohol, sobre todo vino, protegen de la isquemia
cerebral), el consumo de drogas, trastornos respiratorios del suefio,
hiperhomocisteinemia, elevacion de la lipoproteina a y los estados de
hipercoagulabilidad.

La inflamacion y la infeccion son otros dos factores de riesgo que parecen estar
relacionados con la isquemia cerebral. Existen diversos aspectos que relacionan el
infarto cerebral con la inflamacion, ya que por una parte, hay una relacion entre ésta y
los factores de riesgo clasico que hemos mencionado y por otra, se considera la
aterosclerosis como una enfermedad inflamatoria [44].

Los factores de riesgo vascular clasicos (HTA, DL, tabaquismo) aumentan los
niveles de factor de necrosis tumoral o (TNF-a), lo que hace aumentar la migracion
transendotelial de los linfocitos in vitro [45]. Ademas, los monocitos circulantes regulan
los niveles plasmaticos de TNF-o y pueden causar un efecto similar in vivo. El
colesterol es un factor que activa los monocitos y se acumula en ellos a medida que

maduran como macrofagos o como células grasas. Ademds la hipercolesterolemia
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aumenta marcadores de activacion en las células inflamatorias y en el endotelio [44,46].

La HTA mantenida se asocia con un aumento de los niveles circulantes de la
molécula soluble de adhesion intercelular-1 (sICAM-1), de la molécula soluble de
adhesion vascular-1 (sVCAM-1) y de la E- selectina [47]. También se ha comprobado
que los monocitos de pacientes hipertensos estan “preactivados” comparados con los de
personas sanas, lo que ocasiona que liberen mas cantidad de TNF-a tras ser estimulados
con lipopolisacaridos [48].

El tabaquismo es un factor que favorece la coagulabilidad y puede ser
proinflamatorio. Se ha demostrado un aumento en la expresion de factor tisular (FT) en
mujeres fumadoras, probablemente secundario a la induccidon del factor nuclear kf
(NF-kPB) en monocitos [49]. Ademds aumenta los niveles circulantes de sICAM-1 y
disminuye el nimero de monocitos circulantes, lo que puede ser secundario a un

aumento de la adhesion intercelular [50].

2. FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL

2.1.La cascada isquémica

El cerebro humano comprende el 2% del peso corporal total, pero su
requerimiento de oxigeno es el 20% del total corporal. El flujo sanguineo cerebral
(FSC) es de >50ml/100g/min, y cuando desciende por debajo de 10ml/100g/min se
produce la muerte celular por alteracion de los mecanismos que mantienen el equilibrio
i6nico. No obstante, entre las zonas normalmente perfundidas y las zonas isquémicas
hay una region de hipoperfusion, cuyo mejor o peor funcionamiento depende de la
circulacion colateral. Estudios recientes con tomografia por emision de positrones
permiten distinguir 2 zonas en esta region hipoperfundida: un area de oligohemia (con
FSC >22ml/100g/min), en la que la isquemia solo ocurre en circunstancias muy
adversas, y un area de FSC muy reducido (por debajo de 22ml/100g/min), conocida
como el area de penumbra isquémica. En la fase de isquemia aguda la mayor parte de
esta zona de penumbra progresa a isquemia si no hay un restablecimiento inmediato de

la perfusion cerebral adecuada [51,52].
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La isquemia cerebral es una cascada de eventos desencadenados como
consecuencia de la disminucion del FSC que ocasiona alteraciones metabolicas, con
cambios en los niveles de oxigeno y del metabolismo de la glucosa, y depleciéon de
metabolitos energéticos, que incluyen adenosin trifosfato (ATP), fosfocreatina, lactato y
N-acetilaspartato.

La reduccion del ATP ocasiona una depolarizacion de la membrana celular y
alteracion de la permeabilidad de la membrana (por bloqueo de las bombas Na"/K"
ATPasa y Ca®" ATPasa), con un aumento de las concentraciones intracelulares de Na,
Ca*" y CI'y una aumento del K" extracelular, lo que a su vez ocasiona un aumento de la
liberacion extracelular de glutamato y de otros aminoacidos excitadores e inhibidores,
como glicina y 4cido gamma-aminobutirico (GABA), respectivamente. El glutamato
activa los canales mediados por glutamato (N-metil-D-aspartato-NMDA- y o -amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato -AMPA-), lo que conlleva un aumento del calcio
intracelular. Este aumento del calcio intracelular desencadena una cascada inflamatoria,
que comienza con la expresion local de citoquinas, entre otras TNF-a e interleuquina 1§
(IL-1B), que a su vez estimula la liberacién de otras citoquinas, como IL-6 e IL-8, y
factores quimotacticos, tales como moléculas de adhesion leucocitaria (selectinas),
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM 1) y molécula de adhesion plaquetaria y
endotelial. Los leucocitos que llegan a la zona de isquemia interaccionan con las células
endoteliales de los capilares, ocasionando la oclusion de las arterias y secundariamente
un fenémeno de “no reflujo”. Ademads, estos leucocitos estimulan la liberacion de
sustancias vasoconstrictoras y enzimas proteoliticas que rompen la barrera endotelial y
permiten el flujo de agua y eritrocitos, lo que a su vez produce edema celular y

transformacion hemorréagica de la lesion isquémica [53].

2.2.Arteriosclerosis e inflamacion

La arteriosclerosis es un término genérico para describir el endurecimiento y
engrosamiento de las arterias, en las que la lesion fundamental es la placa de ateroma.
Es un proceso multifactorial, sobre cuyo origen existen muy diversas teorias, siendo una
de las mas aceptadas la teoria de Ross, en la que el estadio inicial de la arteriosclerosis
seria el dafio endotelial, que ocasiona una serie de respuestas moleculares y celulares

que conllevan la formacion de la placa de ateroma [54,55].
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Cuando los niveles plasmaticos de VLDL y LDL crecen, las particulas de LDL
se acumulan en la matriz extracelular de la arteria, donde pueden ser oxidadas. Los
fosfolipidos liberados de las LDL activan el endotelio que de esta forma expresa
moléculas de adhesion leucocitaria y quimoquinas, que ocasionan un reclutamiento de
monocitos y células T [25]. Asi se aumenta la permeabilidad del endotelio y la
adhesividad de leucocitos y plaquetas circulantes, lo que conlleva una descarga y
activacion de factores activadores almacenados en las plaquetas (ligandos de membrana
y quimoquinas), que a su vez juegan un papel en el reclutamiento de mas plaquetas,
leucocitos u otras células sanguineas a la pared vascular. Como resultado, se altera el
equilibrio de la sintesis de moléculas vasoactivas, con predominio de las
vasoconstrictoras, de las citoquinas y de los factores de crecimiento.

A partir de la acumulacion inicial de células mononucleares se forman células
espumosas por captacion de lipidos. Ademas, los factores liberados por los macrofagos
y leucocitos liberan otros factores proinflamatorios que estimulan la proliferacion y
migracion de células musculares lisas.

Si la respuesta inflamatoria se mantiene se liberaran enzimas hidroliticas,
quimoquinas y factores de crecimiento que aumentan el dafio endotelial. La matriz del
tejido conectivo queda expuesta a la luz y se constituira el lugar potencial de deposito
de agregados de plaquetas y trombos murales.

Durante este proceso tiene lugar una respuesta fibroproliferativa que es la
culminacién de la respuesta inflamatoria mantenida y que constituye el estado avanzado
de la placa fibrosa. En este punto la arteria no puede compensar mds los cambios
estructurales y la lesion tiende a protruir hacia la luz, con las consiguientes alteraciones
del flujo [56,57].

Por estas y otras razones se considera que la inflamacion juega un papel
importante en la isquemia cerebral, aunque todavia existen estudios contradictorios en
cuanto a determinar si el efecto de la inflamacién en dicha isquemia es siempre

deletéreo o puede tener cierto componente beneficioso para el organismo [58].

2.2.1. Respuesta celular
Se ha demostrado que el infiltrado inflamatorio esta presente desde las primeras

fases de la enfermedad [59], mas prominente incluso que la proliferacion de células de
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musculo liso [55]. Las principales células que participan en las lesiones
arterioscleroticas son leucocitos, plaquetas y células mastoideas, ademas de las células
musculares lisas.

Tras la interrupcion del FSC se produce una infiltracion de leucocitos
(polimorfonucleares y monocitos/macrofagos) que son los mediadores celulares de las
subsiguientes obstruccion microvascular, necrosis celular e infarto tisular.

Aunque inicialmente se creia que la acumulacion leucocitaria ocurria de forma
tardia con el objetivo de destruir los residuos y formar cicatrices, se ha observado que
aparece desde los primeros momentos de la isquemia cerebral, independientemente de la
presencia de neuronas necrdéticas, con lo que juega un papel esencial en la iniciacion y
propagacion del dafio tisular secundario a la isquemia cerebral. Existe un perfil
especifico de mediadores inflamatorios en este contexto que incluye moléculas de
adhesion (selectinas, integrinas e inmunoglobulinas), citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-a y
factor de crecimiento transformante  -TGF-B-) y quimoquinas (proteina quimotactica
para monocitos -MCP-1), de las que se hablara detalladamente mas adelante [60].

Los neutrofilos se acumulan en el cerebro a los 30 minutos de la obstruccion
permanente de la arteria cerebral media. El reclutamiento de estos neutréfilos al cerebro
isquémico comienza con su paso por las paredes de los vasos sanguineos del endotelio
activado, mediado por selectinas, que es seguido por la activacion y adherencia de
dichos neutrofilos, mediados por integrinas e inmunoglobulinas. Una vez adheridos a
las paredes vasculares, los neutréfilos migran al parénquima cerebral, lo que estd
facilitado por la disfuncion de la barrera hematoencefalica (BHE) [51]. Tras entrar en el
parénquima ocasionan dao tisular liberando radicales libres y enzimas proteoliticas.

Las células de musculo liso proliferan y se extienden hasta los margenes de la
lesion en la region subendotelial, donde formaran la cubierta de la placa aterosclerotica,
gracias a su capacidad para elaborar el estroma de sostén, constituido por coldgeno,
proteoglicanos y elastina.

En las fases iniciales de la enfermedad arteriosclerdtica predomina la actividad
contractil de estas células musculares, mientras que en las fases avanzadas predominan
las células musculares lisas sintéticas, lo que empeora la reactividad vascular [56].

Las plaquetas son elementos muy importantes en el desarrollo y progresion de

la isquemia cerebral, tanto por su papel directo sobre el endotelio como por su funcién
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como puente de union de los vasos con otras células. Las plaquetas se adhieren al
endotelio disfuncional, al colageno expuesto y a los macréfagos, lo que facilita su
activacion y liberacion de aminas vasoactivas (serotonina e histamina) y factores de
crecimiento: factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento fibroblastico y TGF-B. Este factor, a su vez
contribuye a la proliferacion de células de musculo liso y macréfagos y al deposito de
matriz rica en coldgeno en el “core” y en el borde de la placa de ateroma. También
facilitan la secrecion de proteinas que degradan la matriz, con la consecuente ruptura de
la placa [56].

Las plaquetas activadas expresan P-selectina en su superficie, que actia como
receptor para los leucocitos que de esta forma se acumulan en la lesion. Asimismo
liberan mediadores protrombdticos y proinflamatorios, entre otros, el ligando soluble
CD40, que se une al CD40 de las células endoteliales e induce la expresion de
moléculas de adhesion relacionadas con el trafico leucocitario (ICAM-1, VCAM- 1 y E-
selectina). Ademds secretan muchas otras sustancias proinflamatorias, como IL-1f e
IL-6, que activan leucocitos y células endoteliales y a su vez aumentan la expresion de
otros mediadores inflamatorios, como TNF-a, que induce activacion celular y apoptosis

[57].

2.2.2. Moléculas de adhesion

Existen tres clases de moléculas de adhesion que influyen en la migracion
leucocitaria y en las interacciones intercelulares durante la respuesta inflamatoria, a
saber: selectinas, integrinas y proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

Las selectinas, P, E y L, son glicoproteinas que median interacciones de baja
afinidad entre leucocitos y células endoteliales. La P-selectina se encuentra en plaquetas
y células endoteliales y las E y L-selectinas en células endoteliales y leucocitos.

Las integrinas son proteinas de membrana heterodiméricas que tienen un papel
importante en las interacciones intercelulares y en la matriz extracelular. La unién de un
ligando a dichas proteinas induce un cambio conformacional en el dominio intracelular,
lo que ocasiona una modificacion del citoesqueleto que permite la migracion de la

célula. En el cerebro unen las células endoteliales, los astrocitos y la lamina basal que
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componen la BHE, por lo que juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
microvasculatura cerebral [61].

La superfamilia de las inmunoglobulinas estd constituida por diversas
moléculas, muchas de las cuales se expresan en las células endoteliales activadas, entre
otras ICAM-1, ICAM-2, molécula de adhesion plaqueto-endotelial y VCAM-1. En
general median la adhesion entre leucocitos y endotelio, y crean una union de mayor
intensidad que las selectinas [62,60].

Se han propuesto vias de investigacion dirigidas a bloquear la adhesiéon mediada
por P-selectina o por ICAM-1, con la consiguiente reducciéon de la respuesta
inflamatoria a la isquemia, la disminucion del volumen de infarto, y la mejoria de la

recuperacion funcional [63].

2.2.3. Citoquinas

Las citoquinas son glicoproteinas pequefias liberadas por diversas células en
respuesta a estimulos.

Durante la isquemia cerebral se liberan diversas citoquinas, como IL-1, IL-6,
TNF-o y TGF-B, que son producidas por diferentes células (células endoteliales,
plaquetas, leucocitos y fibroblastos) y que tienen multiples funciones: modulan la
expresion de receptores en sus células diana, modulan la expresion de moléculas de
adhesion y alteran los niveles de mediadores endogenos implicados en la trombogénesis

[60].

La produccion de IL-1 aumenta durante la isquemia cerebral en microglia,
astrocitos y neuronas [51, 60], siendo la IL-1f el tipo principal de IL-1 liberado en la
isquemia cerebral. No esté claro cual es el mecanismo de accion de la IL-1 en el cerebro
isquémico. Se sabe que su liberacion desencadena una serie de respuestas que pueden
inhibir, exacerbar o inducir dafio y muerte neuronal, tales como: fiebre, edema, lesion
de la vasculatura cerebral, activaciéon de la glia, inducciéon de neurotrofinas, de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), de la proteina precursora de amiloide, de moléculas de
adhesion y del factor estimulante de corticotropinas, liberacion de 6xido nitrico y otros
radicales libres, activacion del complemento y modificacion de la homeostasis del

calcio [64]. Es importante su papel como inductora de la expresion de moléculas de
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adhesion endotelial, tales como E-selectina, ICAM-1, ICAM-2 y VCAM-1, lo que
parece relacionar los niveles elevados de esta molécula tras la isquemia cerebral, con el
aumento de neutrdfilos y la subsiguiente necrosis tisular [60]. La actividad de la IL-1
esta regulada a través del antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra) [65]. Diversos
estudios han demostrado que la administracion del IL-Ira en ratas sometidas a
obstruccién de la arteria cerebral media (ACM) [66] disminuye la extension de la
necrosis tisular y la gravedad de los déficits neurologicos, y que la concentracion de esta

molécula se relaciona con el prondstico a los 6 meses [67].

La IL-6 es una glicoproteina de 20-30 kDa, producida en diferentes células entre
las que estan las células endoteliales, monocitos, macroéfagos y las células T y B.

En situacion basal se liberan pequenas cantidades de IL-6 que aumentan de
forma notable tras la estimulacion. Por ejemplo, se ha demostrado que la presencia de
LDL oxidada en astrocitos de zonas cerebrales infartadas estimula la secrecion de IL-6
por dichas células [68].

Esta citoquina ejerce multitud de funciones, tanto beneficiosas como
perjudiciales para las células del sistema nervioso central (SNC). En funcion de la célula
diana puede actuar como factor de crecimiento, inhibidor de crecimiento o como
inductor de diferenciacion celular [69].

Existen diversas evidencias de su papel proinflamatorio. La IL-6 es una de las
citoquinas del SNC implicada en las respuestas celulares. Organiza la respuesta
inflamatoria entre células sanguineas, endotelio y células parenquimatosas cerebrales,
siendo capaz de inducir la sintesis de quimoquinas y moléculas de adhesion que
permiten la infiltracion leucocitaria en el cerebro.

Algunos estudios demuestran que en pacientes con infarto cerebral, niveles
plasmaticos mas elevados de IL-6 se relacionan con un mayor volumen de infarto [70] o
con un peor prondstico [71].

Por otra parte se cree que puede desempefiar un papel neuroprotector de diversas
maneras: mediante su capacidad para inducir la sintesis del IL-1ra [65], reduciendo el
dafio neuronal mediado por NMDA [72], disminuyendo la concentracion de citoquinas
proinflamatorias y aumentando las moléculas antiinflamatorias. Asimismo hay estudios

que demuestran que la administracion de anticuerpos anti IL-6 en ratas sometidas a
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obstruccion de la ACM aumenta el numero de células apoptoticas en la zona periinfarto,
aumenta el tamafio del infarto y empeora el prondstico funcional, asociado a una
disminuciéon de la fosforilacion de la proteina Stat3, que parece ser otro de los

mecanismos a través de los que la IL-6 ejerce su accion neuroprotectora [73].

El TNF-a, al igual que la IL-1, es otra citoquina implicada en el inicio de la
respuesta inflamatoria. Su activacion en la isquemia cerebral ocurre de forma precoz
pero transitoria, ¢ induce una segunda respuesta inflamatoria mas persistente, mediada
fundamentalmente por la IL-6 y la IL-8. En la isquemia cerebral es liberada por
neuronas, astrocitos, microglia y granulocitos.

Diversos trabajos evidencian que pacientes con infarto cerebral con niveles
mayores de TNF-a tiene un mayor volumen de infarto, un peor pronostico funcional
[74,75] y un mayor riesgo de recurrencia [76]. También se ha demostrado que la
inyeccion intraventricular de TNF-o 24 horas antes de la oclusion de la ACM
aumentaba de forma significativa el tamafio del infarto, efecto que se podia revertir con
la aplicacion de anticuerpos antiTNF-a [77].

El TNF-a es capaz de inducir la produccion de metaloproteinasas, como la
metaloproteinasa de matriz-9 (MMP- 9), ya que el promotor del gen de la MMP-9 tiene
una zona de unidén para factores de transcripcidon, como la proteina activada-1 y el
NF-kB, que responde a numerosos estimulos inflamatorios. Los genes de respuesta
inmediata (c-fos y c-jun) forman un heterodimero que activa el gen de MMP-9, y asi el
TNF-a estimula la produccion de esta metaloproteinasa lo que permite la migracion
leucocitaria a través del endotelio, destruye la BHE y contribuye a la formacion de
edema [52]. También induce la expresion de moléculas de adhesion en las células
gliales y células endoteliales del cerebro, lo que favorece la acumulacion y migracion
leucocitaria transendotelial [51,60], ademés de estimular la expresion de factor tisular
(FT) y la liberacion de 6xido nitrico (NO), factor VII/factor von Willebrand (FVW),
factor activador plaquetario, endotelina, supresion del sistema trombomodulina-poteina
C-proteina S, disminucion del activador tisular del plasmindgeno (tPA) y liberacion de
inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) [64]. Esto favorece un cambio
fenotipico en las células endoteliales cerebrales, lo que contribuye a formar un medio

procoagulante en los microvasos cerebrales. El TNF-a también activa a las células
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gliales para formar cicatrices, como parte del proceso de reparacion en respuesta a la
isquemia [60].

Hay evidencia de que la elevacion cronica del TNF-a en el cerebro aumenta la
susceptibilidad al dafo isquémico pero no tiene efecto en la densidad vascular. Un
estudio con ratas transgénicas para TNF-a, que sobreexpresaban en el cerebro el gen del
TNF-a, demostrd que los animales transgénicos eran mas susceptibles a la muerte por

apoptosis tras la oclusion de la ACM que los animales salvajes [78].

2.2.4. Quimoquinas

Las quimoquinas son un tipo especial de citoquinas con la capacidad de hacer
migrar a diversas células hacia el lugar en el que estan. Son una familia de moléculas de
bajo peso molecular que comparten una estructura con 4 residuos de cisteina. Estos se
unen a receptores especificos compuestos por 7 dominios transmembrana que estan
unidos a proteinas-G, activando proteinquinasas intracelulares. Las citoquinas pueden
estimular la produccion y liberacion de diversas quimoquinas, como la proteina MCP-1

[60].

La MCP-1 es una molécula de 8-15kD constituida por 76 aminoacidos. Se
expresa en Organos periféricos y en el sistema nervioso central se puede expresar en el
liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con gliomas malignos, encefalitis alérgica
experimental y en tejidos de tumores cerebrales [79]. Se ha demostrado un aumento
transitorio del mRNA de MCP-1 en modelos experimentales de isquemia focal en ratas,
y también se ha demostrado que las células endoteliales y los macréfagos del cerebro
isquémico pueden expresar MCP-1 [80,81].

Diversas moléculas inflamatorias como IL-1, TNF-a, interferon-1 (INF-[7),
lipopolisacaridos y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), pueden
estimular la producciéon de MCP-1 en algunas células tales como leucocitos, células
endoteliales, fibroblastos o células epiteliales [79,60], asi como favorecer la
proliferacion, migracion y diferenciacion de progenitores neurales [82].

Se ha demostrado que la oclusién transitoria de la ACM en ratas ocasiona un
aumento de los niveles de MCP-1 en el hemisferio sometido a isquemia [83] y un

aumento de expresion de mRNA de MCP-1 en el estriado y cortex ipsilateral [84].
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Con técnicas de inmunofijacién se observa que la expresion de MCP-1 se
localiza en la microglia y astrocitos de las areas isquémicas. Asimismo la infusion de
MCP-1 en el estriado normal induce la migracién de neuroblastos al sitio de infusion
[84].

Otros estudios ponen de manifiesto que la MCP-1 en la isquemia cerebral es
necesaria para el reclutamiento de células desde la sangre, ya que se observa que en
ratas deficientes para MCP-1 existe menos infiltracion de macrofagos y neutréfilos

procedentes de sangre periférica [85].

3. BIOMARCADORES EN EL ICTUS ISQUEMICO

Como se ha detallado previamente, la isquemia cerebral conlleva la activacion
de una cascada de eventos moleculares que tienen como resultado la liberaciéon en
sangre periférica de determinadas sustancias que pueden utilizarse como biomarcadores.
Estos son sustancias caracteristicas que se pueden medir y evaluar de forma objetiva
como indicadores de un proceso bioldgico normal, de un proceso patoldgico o de una
respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica [86].

Para que sean utiles, los biomarcadores utilizados para estratificar el riesgo en la
enfermedad vascular deben cumplir una serie de requisitos: tener una forma
estandarizada de determinacién con un adecuado control de variabilidad, ser
estadisticamente independientes de otros factores de riesgo establecidos, tener una
asociacion con los objetivos propuestos demostrable en estudios clinicos y poder ser
validos para poblaciones diferentes. Ademas deberian tener una relacion coste-beneficio
aceptable [46,87].

Las caracteristicas necesarias para cada biomarcador dependen de las funciones
que vayan a desempenar. Por ejemplo, un biomarcador que vaya a ser usado para
diferenciar un evento cerebrovascular agudo de otros simuladores de ictus debe tener
una alta sensibilidad, aunque sea menos especifico, para garantizar una adecuada
evaluacion de todos los pacientes que realmente tengan un evento cerebrovascular. Sin
embargo, una vez que se ha establecido el diagndstico de isquemia cerebral y se

necesita decidir qué paciente es candidato para un determinado tratamiento, como por
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ejemplo la fibrinolisis, se necesitaria un biomarcador que permitiese identificar la
hemorragia intracraneal con un 100% de sensibilidad. Por el contrario, si lo que se
quiere es hacer un cribaje prehospitalario de hemorragia cerebral la sensibilidad del
biomarcador debe ser alta, pero no necesariamente del 100% [88].

En relacion a la isquemia cerebral existen biomarcadores especialmente utiles
para diversos propositos: marcadores de riesgo de ictus, marcadores diagndsticos de
infarto cerebral, marcadores del tamafio del infarto y marcadores pronodsticos. Dentro de
estos ultimos se pueden distinguir marcadores de deterioro neuroldgico precoz (DNP),

de infarto maligno y de transformacién hemorragica (TH) [53,88].

3.1.Biomarcadores de riesgo de ictus

Diversos estudios epidemioldgicos evidencian que el recuento leucocitario y la
cantidad plasmatica de fibrindgeno estan asociados con mayor riesgo de eventos
isquémicos. En concreto, se ha asociado el nimero de leucocitos con el riesgo de
padecer un primer evento isquémico cerebral [89] o de recurrencia de ictus [90,62],
independientemente de otros factores. También se ha demostrado que niveles elevados
de fibrindgeno se asocian con un mayor riesgo de ictus [62,91].

Otro marcador inflamatorio clasico es la proteina C reactiva, que es una proteina
de fase aguda de sintesis hepatica, cuyos niveles estan relacionados con un mayor riesgo
de eventos coronarios en personas con enfermedad coronaria inestable y con isquemia
cerebral y también en personas sanas [92-94]. Sin embargo, algunos estudios ponen de
manifiesto que este aumento del riesgo estd en relacion con otros marcadores de
inflamacioén [95].

Se sabe que la IL-6 juega un papel importante en la cascada inflamatoria
asociada a la isquemia. Se han publicado resultados en los que niveles de IL-6 se
asocian con otros marcadores inflamatorios mediados por esta citoquina, tales como
proteina C reactiva, fibrindgeno o recuento leucocitario [96,97], y en los que los niveles
plasmaticos de IL-6 se relacionan con un mayor riesgo de enfermedad coronaria e
isquemia cerebral [96]. Un trabajo reciente, en el que de forma prospectiva se evaluaba
el riesgo de recurrencia de ictus en pacientes no anticoagulados, demostrd que niveles
basales de IL-6 por encima de 5 pg/ml y de VCAM-1 por encima de 1.350 ng/ml

aumentaban en 21 y 4 veces respectivamente el riesgo de nuevos eventos vasculares o
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de muerte por enfermedad vascular [98]. Otros estudios ponen de manifiesto que la
asociacion de marcadores de respuesta de fase aguda (IL-6, TNF-a, proteina C reactiva
y fibrindgeno) se asocian con riesgo de recurrencia de ictus, siendo dependientes unos

de otros en modelos multivariables [76].

3.2.Biomarcadores diagnosticos de infarto cerebral

La historia clinica y la exploracion fisica son puntos fundamentales en el
diagnostico y manejo de los pacientes con sospecha de enfermedad cerebrovascular
aguda, siendo imprescindible ademas la realizacion de una técnica de neuroimagen para
diferenciar la isquemia de la hemorragia cerebral. En la mayor parte de los hospitales la
tomografia axial computerizada (TAC) craneal sigue siendo la técnica mas disponible.
Sin embargo, menos de la tercera parte de los pacientes con isquemia cerebral tienen
alteraciones en el TAC craneal en las primeras 3 horas desde el inicio de los sintomas
[99].

En algunos casos la gravedad de los signos precoces de isquemia se correlaciona
con niveles elevados de diversas moléculas en plasma. De este modo se ha puesto de
manifiesto que: niveles elevados de glutamato se correlacionan con una hipodensidad en
el TAC sin efecto de masa (Odds Ratio -OR- 13,2), niveles elevados de TNF-a e IL-6
se correlacionan con borramiento de los surcos corticales (OR 21,6 y 18,2,
respectivamente), niveles altos de IL-6 y de MMP-9 con asimetria ventricular (OR 26,5
y 11,9) y niveles elevados de MMP-9 con un desplazamiento de la linea media
(OR 34,4) [100].

Recientemente se han publicado trabajos en los que se evalia de forma
simultanea un panel de biomarcadores que participan en la patogenia de la isquemia
cerebral. En uno de estos estudios se ha encontrado una relacion del ictus con la
proteina astroglial S100b, factor de crecimiento neurotrofico tipo B, FVW, MMP-9 y
MCP-1 [101], de tal modo que valores de 3 de ellos por encima de sus respectivos
puntos de corte tienen una sensibilidad y especificidad del 93% para el diagndstico de
ictus isquémico. Un estudio posterior establecid una elevada correlacion del ictus con
otros biomarcadores, MMP-9, FVW y VCAM, con una sensibilidad y especificidad del
90% para predecir ictus, definido como la presencia de sintomas neurologicos focales

de mas de 24 horas de evolucion [102].
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Laskowitz y cols. estudiaron 130 pacientes con déficits neurologicos focales de
menos de 6 horas de evolucion, analizando un modelo predictivo que incluia péptido
natriurético atrial, proteina C reactiva, dimero D, MMP-9 y proteina astroglial S100b.
Los resultados mostraron una sensibilidad del 81% y una especificidad del 70% para el
diagnostico de ictus [103]. Lamentablemente estos resultados no se replicaron
posteriormente en un estudio prospectivo, ya que los valores de sensibilidad y
especificidad fueron peores [104], pero esta es una importante via de estudio que podria
mejorar de forma notable la capacidad de diagndstico para los pacientes con isquemia
cerebral.

También hay numerosos estudios que relacionan el subtipo etiologico de ictus
con la presencia de determinados biomarcadores. Por ejemplo, se han determinado
niveles mas elevados de proteina C reactiva en pacientes con enfermedad aterosclerdtica
de grandes vasos que en aquellos con enfermedad de pequeno vaso [105], y en pacientes
con estenosis extracraneal respecto a aquellos con estenosis intracraneal.

Otro trabajo publicado recientemente pone de manifiesto que los niveles de IL-6
son mayores en pacientes con estenosis intracraneal de grandes vasos que en aquellos
que no la tienen. Ademas, los pacientes con concentraciones de IL-6 en el tercil superior
tenian una mayor OR de aterosclerosis intracraneal de grandes vasos que aquellos en el
tercil inferior (OR 3,25) [106].

Se ha reportado también que los pacientes con ictus de etiologia cardioembolica
tienen niveles mas elevados de IL-6, IL-1B y TNF-a, que aquellos con ictus lacunar
[75,107].

En un interesante trabajo realizado por Montaner y cols. se estudié un panel de
10 biomarcadores (proteina C reactiva, dimeroD, receptor soluble de productos finales
de glicosilacion avanzada, MMP-9, S100b, péptido natriurético cerebral, neurotrofina 3,
caspasa, quimerina y secretagogina) en pacientes con ictus de menos de 24 horas de
evolucién, y se encontrdé que los pacientes con ictus cardioembolico tenian niveles
elevados de péptido natriurético cerebral, receptor soluble de productos finales de

glicosilacion avanzada y dimero D [108].
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3.3.Biomarcadores de tamaifio del infarto cerebral

El resultado final de la isquemia depende de factores vasculares, hemodinamicos
y metabolicos, y hay variedad de marcadores plasmaticos que se han relacionado con el
volumen final del infarto cerebral. Varios marcadores inflamatorios podrian ser
utilizados como herramientas utiles para predecir el tamafo del infarto.

Asi, se ha puesto de manifiesto que niveles elevados de IL-6 en plasma se
correlacionan con mayores volumenes de infarto [109,110], aunque algun estudio
encuentra una relacién opuesta [111]. También se ha encontrado correlacion positiva
entre las concentraciones de proteina C reactiva y el nimero de leucocitos y el volumen
del infarto [112].

En otros casos se ha objetivado que moléculas marcadoras de dafio endotelial
también tienen una relacion directa con el tamano del infarto, como la MPP-9 [113] o

la proteina astroglial S100b [114,115].

3.4.Biomarcadores prondsticos

3.4.1. De deterioro neuroldgico precoz

El ictus progresivo estd ocasionado por la conversion de la zona de penumbra
isquémica en una zona de lesion irreversible. Datos clinicos y experimentales han
demostrado la participacion de los mecanismos inflamatorios en el deterioro
neurologico precoz (DNP), siendo el glutamato el principal predictor de la progresion
del infarto. Concentraciones de glutamato por encima de 200 umol/l en plasma y de
8,2 umol/l en liquido cefalorraquideo (LCR) han demostrado ser predictores
independientes de DNP en la fase aguda del infarto cerebral hemisférico [116]. También
se ha demostrado que niveles bajos de GABA son predictores de deterioro neuroldgico
en las primeras 48 horas en pacientes con infartos lacunares [117].

Ademas de los aminoacidos existen otros mecanismos secundarios a la
liberacion de glutamato que permiten explicar el aumento progresivo de zonas no
viables, que conllevan el aumento del volumen del infarto y explican el empeoramiento
clinico. En este sentido se ha publicado que concentraciones elevadas de IL-6 son un

potente predictor de DNP [118].
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3.4.2. De infarto maligno

El infarto cerebral maligno de ACM es una situacion clinica de extrema
gravedad, secundaria a una obstruccion en el territorio de la ACM, en el que se
desarrolla un intenso edema cerebral y que se asocia a una tasa de mortalidad cercana al
75%. Es por esto que seria importante conocer predictores para ayudar a detectar a los
pacientes en mayor riesgo de desarrollar esta complicacion, y poder asi establecer un
tratamiento 6ptimo lo antes posible.

Un estudio demostré6 que en pacientes con infarto de ACM los niveles de
proteina S100b son mas elevados en los que tienen una evolucion a infarto maligno. En
este mismo trabajo se objetivo que niveles de esta proteina por encima de 0,35 pug/l a las
12 horas del inicio de los sintomas predecian la aparicion de infarto maligno con unas
elevadas sensibilidad y especificidad, del 75 y 80% respectivamente, y mas aln a las 24
horas del inicio (94% y 83% respectivamente) [119].

Otros trabajos realizados por cientificos espafioles han relacionado la proteina
MMP-9 con el riesgo de desarrollar infarto maligno. En un caso, la determinacion basal
y seriada de las concentraciones de esta proteina detect6 a los pacientes en riesgo [52], y
en otro se objetivd que niveles plasmaticos de MMP-9 >140 pg/ml predicen el
desarrollo de infarto maligno de ACM con una sensibilidad del 64% y una especificidad

del 88% [120].

3.4.3. De transformacion hemorragica

El tratamiento con el activador tisular del plasminégeno recombinante (rTPA) es
el principal tratamiento activo para los pacientes con infarto cerebral. Sin embargo una
de sus principales complicaciones y limitantes para su uso clinico [121] es el riesgo de
transformacion hemorragica (TH). La pérdida de la integridad de la BHE es
determinante para la aparicion de esta complicacion [122], y en concreto la disfuncion
de la lamina basal endotelial secundaria a la activacion de MMP [123], que ocasiona la
degradacion de diversos componentes de dicha estructura, tales como la laminina y la
fibronectina.

Diversos estudios clinicos han demostrado relacion entre niveles elevados de
MMP-9 y el riesgo de desarrollar TH. En uno de ellos se determind que niveles

elevados de MMP-9 (>191,3 ng/ml) previos a la administracion de tratamiento
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trombolitico eran un importante predictor de TH posterior al tratamiento, con una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 78% [124]. Otro estudio en pacientes con
infarto cerebral no tratados con trombolitico, evidencid que niveles de MMP-9>140
ng/ml predecian el riesgo de TH con una sensibilidad y especificidad del 87% y 90%
respectivamente [125].

La fibronectina celular, sintetizada principalmente por células endoteliales [126]
es otro marcador que se ha relacionado con la TH del infarto cerebral, asi como la
proteina S100b [127] y distintos componentes de la cascada de coagulacion, tales como
el inhibidor del activador de plasminogeno-1 (PAI-1) y el inhibidor de fibrinolisis

activado por trombina [128].

3.4.4. De pronostico funcional

Muchos de los biomarcadores que se han sefialado previamente estan
relacionados de cierta manera con el prondstico funcional de los pacientes que han
sufrido una isquemia cerebral, ya que el tamafio del infarto, el deterioro neurologico
precoz o la existencia de infarto maligno, entre otros, se correlacionan con un peor
pronostico. Pero ademas algunas de estas moléculas o marcadores hemostaticos se han
relacionado de forma directa con la situacion clinica.

Se ha visto que el nimero de leucocitos y la proteina C reactiva desde el primer
dia y la temperatura a partir del 2° dia, se relacionan con la puntuacion en la escala de
ictus del National Institute of Health (NIHSS) al ingreso [112]. También se ha descrito
una mortalidad intrahospitalaria mayor en pacientes con infarto cerebral y con un
recuento leucocitario elevado (por encima de 9.700/ul; OR 8,26) [129].

Diversos estudios han valorado un conjunto de biomarcadores y variables
hematicas y clinicas, evidenciandose una relacion de la proteina C reactiva [76,130] y
del dimero D con una mayor probabilidad de muerte o dependencia [76]. Es probable
que la proteina C reactiva sea un predictor prondstico por su papel como indicador de
aterosclerosis y su papel en la inflamacion, pero también como marcador de
complicaciones secundarias a la isquemia cerebral.

También la velocidad de sedimentacion globular (VSG) es otro factor que se
relaciona con mal prondstico funcional, y asi cifras de VSG por encima de 13mm/h en

hombres o de 20mm/h en mujeres se asocian con mayor posibilidad de dependencia,

39



considerada como un valor de la escala de Rankin modificada (mRS) >3 a los 6 meses
del evento isquémico [67].

Otros marcadores de inflamacién como la IL-6 o el TNF-a también han sido
ampliamente estudiados como marcadores de pronostico funcional en el infarto
cerebral. Asi se ha visto que niveles elevados de IL-6 se relacionan con un mal
prondstico clinico [71,131], y también que los pacientes que no mejoraron clinicamente
tenian niveles mayores de dicha interleuquina [71]. En este mismo estudio se demostrd
que los niveles de TNF-a eran mayores en los pacientes con infarto lacunar que tenian
una afectacion moderada-severa (NIHSS>6).

Se ha estudiado la variacion temporal de los biomarcadores en funcion del
prondstico de los pacientes, demostrandose que hay diferencias significativas en los
niveles de IL-6 y de MCP-1 a las 6 horas del inicio de los sintomas entre los pacientes
con ictus severo y aquellos con una afectacion leve-moderada [132].

Por todo lo expuesto anteriormente se puede afirmar que los biomarcadores

pueden ser utiles como ayuda para determinar el prondstico funcional.

4. POLIMORFISMOS GENETICOS DE MOLECULAS
PROINFLAMATORIAS EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

4.1.Generalidades

El ictus es una enfermedad multifactorial, en la que junto con otros factores
también influyen componentes genéticos, pero sin poder definir un patrén de herencia
clasico. A este respecto cabe decir que hay evidencias en gemelos, familias y en
modelos animales, que de forma consistente demuestran una influencia genética para
sufrir una enfermedad cerebrovascular [133].

Se han identificado algunos sindromes, entre cuyos sintomas se incluye la
isquemia cerebral, que tienen una herencia mendeliana [134], pero sin embargo la
mayoria de los genes estudiados en las formas de ictus mas habituales no ofrecen
resultados consistentes [135].

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son mutaciones de sustitucion

de un nucleétido por otro, y gracias a ellos podemos identificar diferencias en el
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genoma de los seres vivos. Si bien existen varias metodologias para detectar estas
variantes genéticas, los avances en biotecnologia nos permiten detectar una gran
cantidad de SNP en un solo ensayo de forma sencilla, como es el caso de los
“microarray” de ADN, y avanzar en el conocimiento de algunas enfermedades.

Se han estudiado multiples polimorfismos que relacionan la inflamacion y el
ictus isquémico, siendo algunos de los mas replicados aquellos relativos a la IL-1, IL-6
0 TNF-a.

No existen grandes estudios de polimorfismos relacionados con el infarto
cerebral que hayan sido replicados en distintas poblaciones, ya que es dificil obtener
poblaciones homogéneas. Por una parte existen diferencias en la incidencia de ictus
entre distintos grupos étnicos, lo que probablemente esté en relacién con su componente
genético, pero también con una diferente distribucion de factores ambientales (dieta,
ejercicio...) Ademas, varios de los estudios realizados combinan infarto isquémico o
hemorrégico, o varios subtipos etiologicos dentro de los ictus isquémicos [14].

Los aspectos genéticos de la isquemia cerebral son muy complejos, y en ellos
intervienen varios loci que modulan diversos procesos fisiopatologicos y en donde cada
uno de ellos confiere un riesgo determinado. Algunos de los alelos patogénicos
estudiados aumentan la predisposicion a un tipo determinado de ictus, ya que afectan a
algin factor de riesgo concreto, tales como el grosor intima-media (GIM) [136], o el

riesgo de cardiopatia isquémica [137].

4.2.Polimorfismos del gen de la IL-6

El gen de la IL-6 en humanos se encuentra situado en el brazo corto de
cromosoma 7 (7p21), mientras que el gen de su receptor (IL-6Ra) se sitia en el brazo
largo del cromosoma 1 (1g21) [138].

En los ultimos afos, se han descrito distintos polimorfismos de la region
promotora del gen de la IL-6, como son el -572GC, el -373AT, el -597GA y el -174GC,
siendo este ultimo el de mayor prevalencia e importancia bioldgica.

Existen tres genotipos para este polimorfismo: GG, GC y CC, que parecen
afectar a la trascripcion de la citoquina [139]. El genotipo GC presenta la prevalencia

mas elevada en la mayoria de estudios poblacionales realizados hasta el momento.
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Como se ha expuesto previamente, los niveles de IL-6 se pueden asociar con la
enfermedad cerebrovascular. Diversos estudios han relacionado el polimorfismo
-174GC del gen de la IL-6 con esta enfermedad. Se ha promulgado que la sustitucion de
un par de bases en la region del promotor del gen de la IL-6 regula la transcripcion del
gen y por tanto regula la concentracion de IL-6 en el plasma, con el consiguiente efecto
proinflamatorio. Estudios llevados a cabo en poblacion espafiola determinaron que los
pacientes con ictus de etiologia lacunar presentan una mayor frecuencia del genotipo
CC en posicion 174 del promotor del gen de la IL-6 [140,141]. Por el contrario, otros
trabajos relacionan el alelo G del citado polimorfismo con la cardiopatia isquémica
[137] o con el infarto cerebral [142].

El alelo C se ha asociado en ocasiones con una mayor expresion del gen de la
IL-6 y con niveles mas altos de dicha interleuquina [143], mientras que otros trabajos
relacionan ese alelo con niveles més bajos de IL-6 [144], o no encuentran diferencias
significativas en las concentraciones de IL-6 en grupos con diferentes genotipos [145].

También se ha descrito una relacion de los diferentes genotipos con la gravedad
de la isquemia cerebral. Un estudio en pacientes jovenes con isquemia cerebral (ictus o
isquemia transitoria) puso de manifiesto que aquellos pacientes con discapacidad severa
a la semana y a los 3 meses del evento vascular (mRS 4-5 y NIHSS>6) tenian una
mayor frecuencia del genotipo GG [146].

Estos resultados discrepantes pueden ser el resultado de la compleja
fisiopatologia de la IL-6, ademas de las diferencias entre diversos tipos de ictus, entre
diferentes poblaciones y distintas metodologias de los estudios.

Ademéas, las asociaciones con el polimorfismo del promotor de la IL-6 son
dificiles de interpretar ya que la IL-6 tiene una compleja regulacion de transcripcion y
ademads tiene acciones proinflamatorias y antiinflamatorias segun las ocasiones. En
general, tal y como se ha expuesto previamente, se considera una molécula
proinflamatoria (participa en la liberacion de adhesinas y metaloproteinasas, favorece la
migracion leucocitaria y la rotura de la BHE), pero también tiene acciones
antiinflamatorias, como la produccion del IL-1ra y del TNF-a p55, antagonista del
TNF-o [147]. Por otra parte, la regulacion de la transcripcion de la IL-6 puede ser

diferente en diferentes lineas celulares [148].
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Todo esto hace pensar que es plausible que la expresion de la IL-6 y sus efectos

sean diferentes en funcion del tipo de ictus y de las poblaciones estudiadas [149].

4.3.Polimorfismos del gen de la IL-1

Existen evidencias de que los polimorfismos relacionados con los genes de la
IL-1 se asocian de diversas maneras con el infarto cerebral.

El gen de la IL-1 ha sido mapeado en el cromosoma 2q13-g21, y es parte de un
grupo de genes que comprenden el de la IL-1a, IL-1B y el del IL-1ra.

Se han descrito varios polimorfismos en estos genes [150]. En el gen de la IL-1a
se ha descrito un polimorfismo constituido por un cambio de base en posicion 889 de la
region del promotor [151] y en el gen de la IL-1f se han descrito varios polimorfismos
de cambio de base, en posicion 511 de la region del promotor o en posicion + 3954,
entre otros [152-155].

Los polimorfismos en la region del promotor, -511CT y -31TC, parecen
aumentar el riesgo de cancer gastrico, probablemente mediante un mecanismo
inflamatorio mediado por IL-1B [156]. También se ha asociado el polimorfismo -511CT
con la enfermedad meningocécica [157]. Asimismo se han relacionado estos y otros
polimorfismos del gen de la IL-1 con enfermedades inflamatorias y otras enfermedades,
como la demencia tipo Alzheimer [158,159]. Algunos estudios han puesto de manifiesto
que el alelo T en el exon 5 del gen IL-1P (C3954T) se relaciona con un aumento de la
secrecion de IL-1B [160]. Teniendo en cuenta el aspecto inflamatorio de la enfermedad
cerebrovascular, se ha relacionado el infarto cerebral con los polimorfismos del gen de
la IL-1.

Existen estudios contradictorios a este respecto: mientras algunos no encuentran
relacion de estos polimorfismos con el infarto cerebral [161-163], otros si lo hacen, con
el ictus en general o con algin subtipo determinado. Se ha demostrado una mayor
frecuencia del alelo T (genotipos TT y CT) en posicion -889 en pacientes con infarto
cerebral que en controles [164].

En un estudio reciente se ha estudiado la relacion del polimorfismo -511CT
IL-1PB con el infarto cerebral segln su etiologia, y se ha demostrado una asociacion del

alelo T con el ictus de pequefio vaso, demostrando que el genotipo TT era un factor de
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riesgo independiente para este subtipo de infarto cerebral (OR 2,40; IC 95%: 1,17-4,94)
[165].

4.4.Polimorfismos del gen del TNF-a

El gen del TNF-a estd localizado en el cromosoma 6p21.3, que codifica un
polipéptido procesado desde un precursor de 233 aminoécidos.

Se han descrito diversos polimorfismos en el promotor del TNF-a , que pueden
afectar a la union de factores de transcripcion, controlar la actividad del promotor y
modificar los niveles de mRNA y de proteina [166].

De estos polimorfismos, uno de los ue més se ha relacionado con la enfermedad
cardio y cerebrovascular es el -308GA. Estudios in vitro han demostrado que el alelo
-308A en homocigosis se asocia con una mayor actividad de transcripcion, en
comparacion con el genotipo GG [167].

Algunos trabajos han evidenciado que la variante -308A se asocia con mayores
niveles de proteina C reactiva [168] , con niveles mas elevados de tension arterial y con
un aumento del riesgo de obesidad [169]. También se han estudiado asociaciones de
este polimorfismo con el riesgo de infarto cerebral, sin embargo los resultados son
contradictorios [170-172]. En un metaanalisis reciente se concluye que hay un aumento
de riesgo de ictus en personas jovenes de poblacidon europea con el alelo A (AA+AG vs
GG), mientras que en adultos de raza asiatica el alelo A se asocia con un menor riego de
ictus [173].

El polimorfismo -238GA en el promotor del gen del TNF-a también ha sido
estudiado en su relacion con enfermedades inflamatorias sistémicas, tales como la
sarcoidosis [174] o la psoriasis, asociandose el fenotipo -238AG con una mayor
expresion de citoquina [175].

También se ha puesto de manifiesto la relacion de este polimorfismo con la
enfermedad cerebrovascular, aunque los resultados han sido variables. Asi, en un
trabajo reciente no se encontré relacion de dicho polimorfismo con la isquemia cerebral
[171], mientras que otros estudios han relacionado el genotipo AG con un mayor riesgo

de resangrado en pacientes con malformaciones arteriovenosas [176].
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Otros trabajos han estudiado la relacion de diversos polimorfismos del gen del
TNF-a con el subtipo etiologico del ictus, encontrando relacion del alelo A en posicion

-238 del promotor del gen del TNF-a con el ictus de etiologia aterosclerotica [177].

4.5.0tros polimorfismos

Se han estudiado otros polimorfismos relacionados con moléculas
proinflamatorias en su asociacion con el grosor intima-media (GIM) en pacientes con
infarto cerebral. En algin trabajo [136] se concluye que los pacientes portadores del
alelo A y C de los polimorfismos A-2578G y G-927C, respectivamente, del gen de la
MCP-1 tienen un mayor GIM.

Sin embargo otros trabajos revelan resultados diferentes: no relacion evidente
entre el polimorfismo A-2578G y el GIM [178] o relacion del alelo -2578G con un
aumento de la progresion del GIM en pacientes con VIH [179], lo que como hemos
dicho con anterioridad puede estar en relacion con las diferencias entre las poblaciones

estudiadas o por la coexistencia de diversos mecanismos implicados.

S. ESTATINAS EN EL ICTUS ISQUEMICO

5.1.Efectos clasicos

Las estatinas son andlogos estructurales de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima
A reductasa (HMG-CoA reductasa), una enzima fundamental en la sintesis del
colesterol. La accion inicialmente descrita para estos compuestos fue que actuaban
sobre el metabolismo del colesterol por la inhibicion de la HMG-CoA reductasa, lo que
limita el paso de HMG-CoA a mevalonato. Ademas inducen un aumento de los
receptores para LDL, de la extraccién hepatica de precursores de LDL (VLDL) y
también se ha visto actividad sobre el metabolismo de los triglicéridos y de las HDL,
que es variable para cada estatina [180,181]. Se cree que estos efectos lipidicos de las
estatinas reducen la progresion de la aterosclerosis, mediada en parte por la recaptacion

de LDL, que constituye el core de la placa de ateroma [182].
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La disminucion de los niveles de LDL colesterol es, por tanto, uno de los
principales mecanismos a través de los que las estatinas reducen el riesgo de ictus [183],
aunque no el Unico. La bajada de niveles de LDL disminuye la progresion de la
estenosis carotidea, con lo que se disminuye la incidencia de ictus aterotrombotico, pero
ademas disminuye la incidencia de infarto de miocardio, con la consiguiente reduccion
en las complicaciones tromboembdlicas derivadas de ello.

Ademas de estas posibles vias de actuacion, diferentes estudios sugieren que
debe haber otros efectos mas alla de la simple disminucion de los niveles de lipidos que
contribuyan al efecto beneficioso de las estatinas en la isquemia cerebral, ya que al
comparar grupos de pacientes con cifras similares de colesterol, aquellos tratados con
estatinas tienen mejores resultados que pacientes sin este tratamiento [184,185].
Ademas, a pesar de que el LDL no es uno de los principales factores de riesgo de la
isquemia cerebral, se ha demostrado que el tratamiento con inhibidores de la HMG-CoA
sintetasa disminuye el riesgo de ictus hasta un 25% [186-188]. Estos otros posibles

efectos son los conocidos como efectos pleiotropicos.

5.2.Efectos pleiotropicos

Parece evidente que la reduccion de los niveles de colesterol es el mecanismo
fundamental por el que las estatinas tienen efectos beneficiosos en la enfermedad
vascular. Sin embargo, anadido a su efecto directo sobre la sintesis de colesterol, las
estatinas disminuyen la expresion de algunos compuestos intermedios, como el farnesil
pirofosfato o el geranilgeranilpirofosfato, lo que ocasiona una menor translocacion a la
membrana celular de pequefias proteinas de sefializacion, proteinas unidoras de GTP
(Rho, Ras, Rap, Roc, Rab) [189], lo que disminuye la transcripcion de determinados
genes y por tanto reduce la formacion de varias proteinas implicadas en la cascada de la
coagulacion, la inflamacion o la proliferacion. Ademas, a través de la inhibicion del
complejo Rho/Rho-quinasa hay una mayor formacion de oxido nitrico (NO) que
ocasiona una mejora de la funcion endotelial [190].

A continuacion se detallan las acciones mas importantes de las estatinas mas alla
de su capacidad para disminuir los niveles de lipidos, a saber: acciones sobre la funcion

endotelial, sobre la proliferacion de células de musculo liso, sobre la funcion de las

46



INTRODUCCION

plaquetas, sobre la estabilidad de la placa, sobre los procesos inflamatorios, proteccion

contra radicales libres y accion sobre la plasticidad neuronal [181,191].

5.2.1. Accion sobre la funcion endotelial

Una de las primeras manifestaciones de la aterosclerosis es la disfuncion
endotelial, caracterizada, entre otras cosas, por la alteracion de la sintesis, liberacion y
actividad del NO derivado del endotelio. La isoforma inducible de la sintasa de NO
(NOS:I) se considera mediadora de respuestas inflamatorias en los procesos de isquemia-
reperfusion [194], mientras que la forma endotelial (NOSe) se considera protectora.

El NO derivado de endotelio inhibe algunos procesos de la aterogénesis, ya que
interviene en la relajacion vascular, inhibe la agregacion plaquetaria, la proliferacion de
musculo liso vascular y las interacciones entre endotelio y leucocitos. Estudios
experimentales con estatinas demuestran que tienen capacidad para aumentar la
expresion la NOSe e inhibir la NOS;i, lo que protegeria el endotelio cerebral y atenuaria
el dafio isquémico [193,194]. En el endotelio la translocacion de Rho del citoplasma a la
membrana depende de la geranilgeranilacion. La activacion de Rho y de proteinas
relacionadas inhibe la actividad de la NOSi [195], y por lo tanto la inhibicién de Rho
aumenta la expresion de la NOSe, mediado por una alteracion de la conformacion del

citoesqueleto de la actina [196].

5.2.2. Accion sobre la proliferacion de células de musculo liso

La proliferacion de las células de musculo liso vascular es un evento importante
en la patogénesis de las lesiones vasculares. La inhibicion de isoprenoides mediada por
las estatinas disminuye la sintesis de ADN mediada por el PDGF en las células de
musculo liso vascular [197]. Parece que las estatinas bloquean el ciclo celular en la
transicion entre la fase G1 y a fase S, lo que probablemente est¢ mediado por la

inhibicion de la proteina Rho [198].
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5.2.3. Accidn sobre la funcién de las plaquetas

Se ha demostrado que las estatinas inhiben la funcion plaquetaria. Los
mecanismos que se postulan como mediadores de dicha inhibicioén son la reduccién en
la produccion de tromboxano A2, la modificacion del contenido de colesterol de las
membranas de las plaquetas [199] y la inhibicion de la expresion de FT por los

macrofagos [200].

5.2.4. Accion sobre la estabilidad de la placa

Ademas del efecto estabilizador de placa secundario a la disminucién de los
niveles de lipidos, las estatinas contribuyen a estabilizar la placa de ateroma
disminuyendo la expresion de metaloproteinasas y de FT [200], lo que hace que se

reduzca el riesgo de rotura de la placa.

5.2.5. Accidn sobre los procesos inflamatorios

Diversos estudios han puesto de manifiesto que los niveles de proteina C
reactiva disminuyen en pacientes hipercolesterolémicos tratados con estatinas
[201,202], lo que ademds hizo salir a la luz un potencial efecto antiinflamatorio de
dichos farmacos. No estd claro cual es el mecanismo antiinflamatorio, pero parece
mediado por la inhibicién de moléculas de adhesion, como la ICAM-1, implicada en el
reclutamiento de células inflamatorias [203], por la disminucién de la interaccion entre
leucocitos y endotelio secundario a la disminuciéon de la isoprenilacion de proteinas G
leucocitarias y a la disminucion de la formacion de dimeros dependientes de
isoprenoides en moléculas como CD11b/CD18 monocitaria [204].

Un estudio reciente ha demostrado que el tratamiento con estatinas en pacientes
que van a ser sometidos a endarterectomia carotidea disminuye los niveles plasmaticos
de LDL y de prostaglandina E2, ademas de que las células mononucleares sanguineas
tienen una disminucion de la activacion del NF-kB y de la expresion del mRNA de
MCP-1 y de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Asimismo se demuestra una reduccion de la
infiltracién por macréfagos en la placa de ateroma, del NF-kB activado y de la

expresion de COX-2 y MCP-1 [205].

48



INTRODUCCION

5.2.6. Proteccion contra radicales libres

La liberacién de radicales libres después de la isquemia puede aumentar el
tamafio de la zona de penumbra. Dichos radicales libres dafian las células
principalmente por peroxidacion lipidica y oxidacion proteica y de acidos nucleicos.
Algunos estudios con estatinas indican que pueden reducir la peroxidacion lipidica y
disminuir la lesion por radicales libres, ya que los metabolitos hidroxi de la
atorvastatina favorecen la antioxidacion preservando la funcion de la superdxido

dismutasa [189].

5.2.7. Accion sobre la plasticidad neuronal

Existen estudios que ponen de manifiesto que algunas estatinas pueden potenciar
la recuperacion funcional e inducir plasticidad neuronal. La atorvastatina administrada
tras la isquemia cerebral favorece un aumento de la angiogénesis, la proliferacion
celular endogena y la neurogénesis [206]. La plasticidad promovida por estatinas se
relaciona con la regulacion de del factor de crecimiento endotelial vascular y del factor

neurotréfico derivado de cerebro [207].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existe evidencia de que la inflamacion juega un papel importante en la patogenia
de la isquemia cerebral. Sin embargo, algunas teorias plantean que este efecto no es
siempre deletéreo, sino que pudiera tener algun efecto beneficioso en el organismo [58].
Como resultado de la isquemia cerebral se liberan en la sangre determinadas sustancias
implicadas en la respuesta inflamatoria tales como la IL-1a, IL-1p IL-6, TNF-a,
fibrin6geno o proteina C reactiva, entre otras [54,55].

Por otro lado, el estudio de las moléculas inflamatorias y de los polimorfismos
en los genes que codifican para dichas moléculas, podria ayudar a mejorar el
conocimiento de los mecanismos relacionados con la isquemia cerebral y a conocer
mejor el pronostico de la enfermedad cerebrovascular isquémica. Algunos de estos
polimorfismos se han asociado con diferentes subtipos de ictus y con la evolucion
clinica de los pacientes [140,141].

En esta linea, hay que destacar las propiedades antiinflamatorias de las estatinas,
farmacos muy importantes en la prevencion primaria y secundaria de la enfermedad
cardio y cerebrovascular y cuyo uso podria modificar la evolucion de los pacientes con

ictus.

Este trabajo de investigacion se plantea con la finalidad de valorar si los niveles
plasmaticos de moléculas relacionadas con la inflamacion y determinados
polimorfismos en los genes que codifican para estas moléculas, se asocian con la
gravedad del infarto y con el prondstico funcional de los pacientes con isquemia
cerebral. Ademas se pretende valorar si existe relacion entre los niveles de dichas
moléculas inflamatorias y la gravedad, el prondstico funcional y el tratamiento previo

con estatinas.

Por tanto, basdndonos en los planteamientos anteriores, la hipotesis de este
trabajo de investigacion parte de que los niveles plasméaticos mas elevados de moléculas
inflamatorias reflejan un mayor dafio neuronal y por tanto una mayor gravedad y peor
prondstico funcional de los pacientes con isquemia cerebral. Ademas, conocidos los
mecanismos antiinflamatorios de las estatinas, se puede pensar que los pacientes en
tratamiento previo con estos farmacos pudieran tener niveles menores de moléculas

inflamatorias y mejor pronéstico funcional.
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Para confirmar esta hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

1. Caracterizar la poblacion estudiada de pacientes con infarto cerebral
agudo en relacién con sus factores de riesgo vascular y caracteristicas del infarto.

2. Evaluar la relacion entre las concentraciones plasmaticas de fibrindgeno,
leucocitos, IL-6, IL-1a, IL-1B y TNF-a en las primeras 24 horas de evolucion de
pacientes con infarto cerebral, con la gravedad del infarto y el prondstico funcional,

aplicando la escala de NIHSS y la escala de Rankin modificada, respectivamente.

3. Analizar la distribucion de polimorfismos de los genes que codifican para
IL-6, IL-1a, IL-1B y TNF-a en una poblacion de pacientes con infarto cerebral y en una
poblacion control. Evaluar si existe relacion entre los diferentes polimorfismos, la

gravedad del infarto y el pronostico funcional de los pacientes con ictus.

4, Analizar las concentraciones de leucocitos, fibrinbgeno, IL-6, IL-1a,
IL-1B y TNF-a en pacientes con y sin tratamiento con estatinas previo a sufrir la
isquemia cerebral. Valorar si este tratamiento se asocia con la gravedad del infarto y con

el prondstico funcional.
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PACIENTES Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

En el presente trabajo se ha desarrollado un estudio clinico descriptivo,
prospectivo y transversal. La poblacion analizada estd constituida por un grupo de
pacientes con ictus isquémico de menos de 24 horas de evolucién. Se incluyd en el
estudio un grupo control de personas sin antecedentes tromboticos, emparejados por
sexo y edad (+ 5 afios) con los casos. La seleccién de ambos grupos se realizé segun los
criterios de inclusion detallados en el apartado correspondiente.

La realizacion de este trabajo se ha cefiido estrictamente a la declaracion de
Helsinki y a las leyes de proteccién de datos (Ley Orgéanica 15/1999 de Proteccion de
Datos de Caracter Personal) y de proteccion de los derechos de los pacientes (Ley
15/2002).

Este estudio ha sido evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz, donde se han realizado los

estudios.

2. POBLACION DE ESTUDIO

2.1.  Casos con infarto cerebral. Criterios de seleccion

En el grupo de estudio se incluyeron de manera prospectiva un total de 92
pacientes con diagnostico de infarto cerebral ingresados en el Servicio de Neurologia
del Hospital Universitario Fundacion Jimenez Diaz. Todos los pacientes tenian una
evolucién de los sintomas menor o igual a 24 horas. Se excluyeron aquellos casos con
enfermedades autoinmunes o tumorales conocidas y los que hubieran sido

diagnosticados de algun proceso infeccioso en la semana previa.

2.1.1. Diagnostico de infarto cerebral
Todos los pacientes fueron valorados al ingreso por un neurélogo. El diagnéstico
de infarto cerebral se realiz6 ante la presencia de sintomas y/o signos neurolégicos

focales persistentes, de inicio subito, una vez excluidas otras causas potenciales, y con
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una técnica de imagen cerebral (TAC y/o resonancia magnética -RM-) normal o con
signos de isquemia.

A todos los pacientes se les practicd un TAC al ingreso, determindndose la
presencia o ausencia de signos precoces de infarto [208].

Para identificar el mecanismo potencial del ictus, todos los pacientes fueron
estudiados con al menos una técnica de neuroimagen (TAC y/o RM cerebral), asi como
con electrocardiograma, radiografia de torax, ecografia doppler de troncos
supraadrticos, hemograma y parametros bioquimicos. En los casos indicados, segun el
protocolo vigente, se realizaron ademas estudio de trombofilia, estudio de
autoinmunidad, serologias, ecocardiograma, monitorizacion electrocardiografica

continua y/o angiografia cerebral.

2.1.2. Clasificacion etioldgica del infarto cerebral

Con la informacion obtenida de cada paciente segun lo descrito en el apartado
2.1.1, los ictus se clasificaron etiolégicamente siguiendo los criterios TOAST [209], con
la clasificacion adaptada del Laussane Stroke Registry [210] y del comité ad hoc del
Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la SEN [211,212] en: infartos
lacunares, aterotromboticos (con o sin estenosis), cardioembdlicos, de causa poco
habitual o de causa indeterminada. La definicion de cada subtipo fue:

- Aterotrombotico o por arteriosclerosis de grandes vasos: infarto de

tamafo medio o grande, de topografia cortical o subcortical, carotidea o vertebrobasilar
en un paciente con uno o varios factores de riesgo vascular. Puede ser con estenosis (se
objetiva una estenosis mayor o igual del 50% del didmetro de la arteria extracraneal
correspondiente o de una arteria intracraneal de gran calibre) o sin estenosis (placas de
ateroma que ocluyen menos del 50% Yy en presencia de dos o mas factores de riesgo
entre edad mayor de 50 afios, HTA, DM, tabaquismo o DL).

- Cardioembdlico: infarto de tamafio medio o grande, de topografia

frecuentemente cortical en el que se evidencia alguna cardiopatia emboligena.

- Lacunar o enfermedad arterial de pequefio vaso: infarto de pequefio

tamafo (<1,5 cm) en un territorio de una arteria perforante cerebral, que suele ocasionar

un sindrome lacunar, a saber, hemiparesia motora pura, sindrome sensitivo puro,
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sindrome sensitivo-motor, hemiparesia-ataxia o disartria-mano torpe, en un paciente con
antecedentes de HTA u otros factores de riesgo vascular.

- De causa rara: infarto de cualquier tamafio, de topografia cortical o
subcortical, carotideo o vertebrobasilar, una vez descartadas las causas anteriores y que
estd producido por enfermedades sistémicas (conectivopatias, neoplasias, alteraciones
metabolicas, alteraciones de coagulacion...), diseccion arterial, displasia fibromuscular,
trombosis venosa cerebral, migrafia, etc.

- De origen indeterminado: infarto de cualquier tamafio, cortical,

subcortical, carotideo o vertebrobasilar en el que se han descartado los subtipos
anteriores o aquellos en los que existe mas de una causa posible. También se clasifican
como indeterminados aquellos infartos en los que no se encuentra una causa porque el

estudio ha sido incompleto.

2.2.  Grupo control. Criterios de seleccion

El grupo control estaba constituido por 262 personas que se emparejaron por
sexo y edad (+ 5 afios) con los pacientes. La seleccion de este grupo control se realizo
mediante la revision del historial clinico de pacientes que ingresaron en diferentes
servicios del hospital, sin historia previa ni actual de trombosis venosa ni arterial.
Asimismo se excluyeron los pacientes con antecedentes de neoplasia y aquellos que
estaban en tratamiento anticoagulante.

La estrategia de seleccion de controles se hizo para facilitar la recogida de datos
en un corto periodo de tiempo y de manera eficiente de cara a emparejarlos con los

Casos.

3. MUESTRAS EXTRAIDAS

De todos los pacientes se obtuvieron por venopuncion las siguientes muestras de
sangre periférica:
- Una muestra de 3 ml de sangre venosa en anticoagulante EDTA K3 que

se proceso para realizar el hemograma.
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- Una muestra de 4,5 ml de sangre venosa en citrato sddico al 3,8%, que se
proces6 mediante centrifugacion a 3.000 revoluciones por minuto (rpm) en una
centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Alemania) durante 10 minutos. El plasma obtenido
se procesd inmediatamente para la determinacion de fibrindgeno Clauss.

- Una muestra de 5 ml de sangre venosa en tubo sin anticoagulante, que se
procesd mediante centrifugacién a 3.000 rpm durante 10 minutos. El suero obtenido se
utilizé para la determinacion de glucosa y colesterol.

En un subgrupo de pacientes, se obtuvo ademas una muestra de 5 ml de sangre
venosa en tubo sin anticoagulante, que se procesé segun lo descrito previamente. El
suero fue separado y congelado a -80°C hasta su uso y se empled posteriormente para la
determinacion de citoquinas.

En este subgrupo de pacientes y en los controles se extrajo una muestra de 9 ml
de sangre venosa en anticoagulante EDTA K3 que se proceso inmediatamente para la

extraccion del ADN gendmico y para la realizacion de los estudios genéticos.

4. VARIABLES CLINICAS ANALIZADAS EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

4.1.  Grupo de casos con infarto cerebral
En todos los casos se recogieron las variables demograficas de edad y sexo, y los
factores de riesgo vascular. Ademas se analizaron la gravedad del infarto y la situacion

funcional al alta, asi como otras variables.

4.1.1. Factores de riesgo vascular

Los factores de riesgo vascular se definieron como: HTA (cifras persistentes de
TA sistélica >140mmHg, TA diastélica >90mmHg o tratados previamente con
hipotensores), DM (glucemia al ingreso >200mg/dl o tratamiento hipoglucemiante
previo), DL (colesterol total >220mg/dl, triglicéridos >150mg/dl o tratamiento previo

con estatinas) e historia de tabagquismo (previo o activo).
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4.1.2. Gravedad del infarto

La gravedad del infarto se determind mediante la escala NIHSS al ingreso
[213,214].

La escala NIHSS mide el grado de afectacion neurolégica mediante una
puntuacion de 15 aspectos. Es ampliamente utilizada tanto en estudios clinicos como en
la préctica clinica habitual [215]. Evalua el nivel de conciencia, la orientacion, la
comprension de o6rdenes verbales, la mirada horizontal, fuerza, coordinacion,
sensibilidad, lenguaje y signos de extincion cortical (Anexo 1).

La puntuacion basal en la escala NIHSS es un marcador de gravedad de infarto y
es también un marcador de prondstico funcional [216]. Dicha escala ha sido validada en
esparfiol [217].

Se estratifico la gravedad segun la puntuacion NIHSS, de forma que se
considerd que aquellos pacientes con puntuaciones menores de 6 padecian un ictus leve
y aquellos con puntuaciones mayores o iguales a 6, moderado o grave.

La principal limitacion de esta escala es que no contempla todos los déficits
asociados con el infarto cerebral, fundamentalmente aquellos secundarios a isquemia en
territorio vertebrobasilar [218,219], y ademas que las puntuaciones de los ictus en

territorio de arteria cerebral media izquierda son por lo general més elevadas.

4.1.3. Situacion funcional

Se determind la situacion funcional al alta mediante la escala de Rankin
modificada (mRS) (Anexo 2) [220-222].

La mRS mide la situacién funcional, mediante una puntuacion de 7 grados,
considerando 0 la situacion de completa independencia y 6 la situacion de muerte
[220,222,223]. Esta escala es muy utilizada tanto en estudios clinicos como para medir
el impacto funcional global del ictus. Su puntuacion mantiene una moderada correlacién
con el volumen del infarto [224] y se correlaciona de forma estrecha con la puntuacion

en otros indices de discapacidad [225,226].

4.1.4. Otras variables
También se recogieron los antecedentes de FA y de isquemia cerebral previa. Se

constatd la toma de tratamiento habitual con antitrombéticos (acido acetilsalicilico,
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clopidogrel o anticoagulantes) y con estatinas. Ademas se determinaron al ingreso la
temperatura y la presencia o ausencia de signos precoces de isquemia en el TAC

craneal.

4.2.  Grupo de controles

En todos los controles se recogieron los datos de filiacion basicos (edad y sexo)
y los factores de riesgo vascular: HTA, DM, DL y tabaquismo, que se han definido en el
apartado 4.1.1.

o. VARIABLES ANALITICAS

5.1.  Descripcion general de las variables analizadas

En todos los pacientes se determinaron en las primeras 24 horas de inicio de los
sintomas las cifras de leucocitos (rango normal-rn-: 3.500-11.000/ul), plaquetas
(rn: 150.000-450.000/pl), hematocrito (rn: 39-50%), glucemia (rn: 74-100 mg/dl) y
fibrindgeno (rn: 200-400 mg/dl). Durante el ingreso se analizaron también los niveles de
colesterol total y sus fracciones.

En un subgrupo de pacientes se determinaron ademas los niveles de I1L-6, IL-1a,
IL-1B y TNF-a (ver apartado 4.2). En este subgrupo de pacientes, y en los controles, se
estudiaron los polimorfismos -174 GC del gen de la IL-6, -889 CT del gen de la IL-1a,
-511 CT y +3954 CT del gen de la IL-1p y -238 GA del gen del TNF-a (ver apartado 6).

5.2.  Estudio de citoquinas

La concentracién de cada citoquina en suero se determind mediante un ensayo
ELISA (BLK Diagnostics, Espafia) caracterizado por la deteccion de un antigeno (Ag)
por unién con un anticuerpo (Ac) especifico inmovilizado en una fase sélida, y posterior
union de otro Ac sobre él. EI complejo Ac-Ag-Ac se determina midiendo directa o
indirectamente por espectrofotometria.

En este trabajo, la determinacion de citoquinas se realizd en suero atendiendo a
las indicaciones del kit comercial que testaba valores similares de concentracion de

estas en suero y en plasma. Cada ensayo consté de cuatro fases:
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1. Unidn del anticuerpo de superficie (Ac primario) a los pocillos de la
placa.

2. Adicidn del antigeno a determinar (esto es, el suero muestra) y unién de
este al anticuerpo primario.

3. Adicidn del anticuerpo secundario y unién de este al antigeno, formando
el inmunocomplejo “Ac primario-Antigeno-Ac secundario”.

4. Revelado por adicién de un sustrato cromogénico y medida del color en
un espectrofotémetro.

Cada ensayo utilizé un Ac primario monoclonal especifico para cada citoquina a
determinar, adsorbido a la superficie de cada uno de los 96 pocillos de una placa de
microtitulacion.

En una primera parte del ensayo se ajustd la concentracion de los distintos
tampones a la concentracion adecuada segun las condiciones del ensayo, se reconstituyd
el estandar a partir del cual se realizaron las distintas diluciones que dieron lugar a la
curva patrén, se reconstituyeron los controles y se realizo la dilucion de las muestras a
estudio.

A continuacidn, y tras varios lavados rigurosos de la placa con tampon de lavado
al 1x, se procedio a la adicion de las muestras a determinar por duplicado: diluciones del
estandar (curva patrdn), controles y muestras a determinar, de forma que reaccionasen
uniéndose al anticuerpo primario.

En la segunda parte del ensayo se realizd un ELISA indirecto basado en el
sistema de alta afinidad biotina-estreptavidina.

La biotina es una proteina de bajo peso molecular soluble en agua, que presenta
un grupo carboxilico que permite su union a los restos amino de las proteinas. La
estreptavidina es una proteina tetramérica procedente de Streptomyces avidinii.

En este protocolo se afiadio un Ac secundario biotinilizado, que era ademas un
Ac anti-citoquina a determinar, sobre el antigeno ya unido al Ac primario (curva,
controles y muestras a estudio). Tras dos horas de incubacion a temperatura ambiente
con agitacion moderada y constante de 100 rpm, se afiadié la estreptavidina conjugada
con peroxidasa de rdbano, dejando incubar la mezcla 1 hora méas, a temperatura

ambiente y con agitacion de 100 rpm.
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En la tercera parte del ensayo se afiadido el sustrato cromogénico
tetrametilbenzidina, que se incuba en oscuridad durante 10 minutos a temperatura

ambiente y sin agitacion.

6. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN GENES DE MOLECULAS
PROINFLAMATORIAS

El estudio de los distintos SNP se llevo a cabo mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). La deteccion de la diana con la mutacién se llevé a cabo por RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphisms”) mediante digestion del producto de
PCR con enzimas de restriccion especifica. El analisis de los distintos fragmentos
obtenidos de la digestion se analizo por visualizacion en geles de agarosa con marcaje

previo del ADN con bromuro de etidio.

6.1. Analisis de SNP por reaccion en cadena de la polimerasa.
Generalidades

La PCR constituye el primer paso para el estudio de los SNP. Esta técnica es
desde un punto de vista tedrico, un metodo sencillo para la obtencion de un namero
elevado de copias de un fragmento de ADN. Mediante PCR podemos amplificar la
region del ADN de interés, utilizando una enzima de tipo polimerasa que es
termoestable, y que se obtiene de la bacteria termdfila Thermus Aquaticus (Taq). El
ADN se amplifica de forma exponencial a través de ciclos repetidos de
desnaturalizacion, hibridacion y elongacion, al incubar una pequefia cantidad del mismo
(ADN molde) con oligonucleédtidos especificos (cebadores) que flanquean el segmento a
amplificar, desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), la propia enzima polimerasa y un
tampdn adecuado.

Los polimorfismos analizados en este trabajo se han llevado a cabo

seleccionando de la literatura las secuencias de los cebadores adecuados.
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6.1.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR consta de tres etapas o fases: la fase de desnaturalizacion, en la que se
separa la doble cadena de ADN en dos cadenas sencillas, la fase de anillamiento, en la

que se selecciona la temperatura de fusion adecuada para la unién del sustrato de ADN

a sus cebadores y la fase de elongacién en la que la enzima Taqg ADN polimerasa

replica las hebras de ADN incorporando desoxinucledtidos monofosfato a partir de los
dNTP’s presentes en la mezcla de reaccion.

6.1.2. Reactivos y controles de la reaccion en cadena de la polimerasa

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 25 ul. Para
cada procedimiento se prepard una mezcla de reaccion que contenia “n+1” veces la
cantidad de los reactivos que figuran en la tabla (tabla 1), siendo “n” el nimero de
muestras a estudiar. Cada vial de ADN contuvo la concentracion de reactivo que se

adjunta en la tabla 1.

Debido a la alta sensibilidad de la técnica (pueden obtenerse mas de un millén
de copias de la region flanqueada por los oligonucleotidos), es necesario tener un
cuidado extremo en la manipulacion de las muestras para evitar contaminaciones. Por
ello, en todos los protocolos se incluyen dos controles, un control negativo de
amplificacion utilizando agua bidestilada en lugar de ADN, y un control positivo para la

mutacién estudiada.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los reactivos utilizados en la PCR para el estudio
de los distintos SNP

PRODUCTO ‘ CANTIDAD ‘ CASA COMERCIAL

Cebador-1 0,5 Invitrogen-Life Technologies
(20 pmol/pl)

Cebador-2 05 Invitrogen-Life Technologies
(20 pmol/ul)

Tampén PCR 10x
(20 mM Tris-HCI;
50 mM KCI, pH 8,4)

1x

Invitrogen-Life Technologies

MgCl, (25 mM)

X ul segiin PCR

Applied Biosystems

dNTPs (2,5 mM) 2mM Biotools
Taq Polimerasa (5U/pl) 0,06 U/l Invitrogen-Life Technologies
ADN 20 ng/pl
H,0 Hasta 25 pl Braun

6.2. Reaccién en cadena de la polimerasa para cada polimorfismo

6.2.1. Polimorfismo -174 GC para IL-6

El estudio del polimorfismo -174 GC en la regién promotora del gen de IL-6 se
realizo6 mediante PCR sobre ADN gendmico utilizando la siguiente pareja de
oligonucledtidos especificos de acuerdo a la literatura [227]:
- Oligonucleotido sentido: 5> TGA CTT CAG CTT TAC TCT TGT 3°
- Oligonucleotido antisentido: 5° CTG ATT GGA AAC CTT ATT AAG 3’

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Para cada

procedimiento se realiz6 una mezcla de reaccion cuyas concentraciones y voliumenes de

reactivos se muestran en la tabla 2. Las condiciones de PCR se describen en la tabla 3.

66



PACIENTES Y METODOS

Tabla 2. Mezcla de reaccion para la PCR del SNP -174 GC en el gen de la IL-6

REACTIVO H VOLUMEN (ul) ‘
1L-6 OLIGO SENTIDO (20 pmol/l) 0,5
1L-6 OLIGO ANTISENTIDO (20 pmol/ul) 0,5
TAMPON PCR 10x 25
MgCl; (25 mM) 2
dNTPs (2 mM) 25
Tag Polimerasa 0,3
ADN (200 ng/pl) 4
H,0 12,7

Tabla 3. Condiciones de PCR para el SNP -174 GC en el gen de la IL-6

40 CICLOS Fase de elongacion

Fase de desnaturalizacion inicial 94°C, 4 min
Fase de desnaturalizacion 94°C, 1 min
Fase de anillamiento 53°C, 1 min
72°C, 1 min
Fase de extension 72°C, 10 min
Conservacion 4°C

6.2.2. Polimorfismo -889 CT para IL-1a

El estudio del polimorfismo -889 CT en la posicién -889 del gen que codifica

para IL-1a se realizd mediante PCR sobre ADN genomico utilizando la siguiente pareja

de oligonucledtidos especificos de acuerdo a la literatura [164]:

- Oligonucledtido sentido: 5> GGG GGC TTC ACT ATG TTG CCC ACA CTG GAC TAA 3

- Oligonucledtido antisentido: 5° GAA GGC ATG GAT TTT TAC ATA TGA CCT TCC ATG 3’

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Para cada

procedimiento se realizdé una mezcla de reaccion que contenia concentracion y volumen

de reactivos segun la tabla 4. Las condiciones de PCR se detallan en la tabla 5.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para la PCR del SNP -889 CT en el gen de la

IL-1a
REACTIVO H VOLUMEN (ul) ‘
IL-1a OLIGO SENTIDO (20 pmol/ul) 0,5
IL-1a OLIGO ANTISENTIDO (20 pmol/ul) 0,5
TAMPON PCR 10x 25
MgCl; (25 mM) 1
dNTPs (2 mM) 25
Tag Polimerasa 0,25
ADN (200 ng/pl) 4
H,0 13,75

Tabla 5. Condiciones de PCR para el SNP -889 CT en el gen de la IL-/«

Fase de desnaturalizacion inicial 94°C, 4 min
Fase de desnaturalizacion 94°C, 1 min
Fase de anillamiento 58°C, 1 min
35 CICLOS Fase de elongacion 72°C, 1 min
Fase de extension 72°C, 10 min
Conservacion 4°C

6.2.3. Polimorfismo -511 CT para IL-1f
El estudio del polimorfismo -511 CT en el gen que codifica para la IL-1p se

realizd mediante PCR sobre ADN gendmico utilizando la siguiente pareja de

oligonucledtidos especificos de acuerdo a la literatura [228]:
- Oligonucleotido sentido: 5> TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC 3°
- Oligonucledtido antisentido: 5> GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT 3’

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Para cada
procedimiento se realizd una mezcla de reaccion que contenia concentracion y volumen

de reactivos segun tabla 6. Las condiciones de amplificacion para la PCR se describen

en latabla 7.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para la PCR del SNP -511 CT en el gen de la IL-15

REACTIVO ‘ VOLUMEN (ul) ‘
IL-1p OLIGO SENTIDO (20 pmol/pl) 0,5
IL-1p OLIGO ANTISENTIDO (20 pmol/pl) 0,5
TAMPON PCR 10x 25
MgCl, (25 mM) 1
dNTPs (2 mM) 25
Tag Polimerasa 0,25
ADN (200 ng/pl) 4
H,0 13,75

Tabla 7. Condiciones de PCR para el SNP -511 CT en el gen de la IL-15

Fase de desnaturalizacion inicial 94°C, 4 min
Fase de desnaturalizacion 94°C, 1 min
Fase de anillamiento 53°C, 1 min
35 CICLOS Fase de elongacion 72°C, 1 min
Fase de extension 72°C, 10 min
Conservacion 4°C

6.2.4. Polimorfismo +3954 CT para IL-1p

El estudio del polimorfismo +3954 CT en el gen que codifica para la IL-1p se
realizd mediante PCR sobre el ADN gendmico utilizando la siguiente pareja de
cebadores u oligonucleotidos especificos de acuerdo a la literatura [164]:
- Oligonucledtido sentido: 5° CTC AGG TGT CCT CGA AGAAAT CAAA Y
- Oligonucleotido antisentido: 5° GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG 3’

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Para cada
procedimiento se realizd una mezcla de reaccion que contenia concentracion y volumen
de reactivos segun tabla 8. Las condiciones de amplificacion para la PCR fueron las

referidas en la tabla 9.
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Tabla 8. Mezcla de reaccion para la PCR del SNP +3954 CT en el gen de la IL-15

REACTIVO ‘ VOLUMEN (ul) ‘

IL-1p OLIGO SENTIDO (20 pmol/pl) 0,5
IL-1p OLIGO ANTISENTIDO (20 pmol/pl) 0,5
TAMPON PCR 10x 25
MgCl, (25 mM) 1
dNTPs (2 mM) 25

Tag Polimerasa 0,25
ADN (200 ng/pl) 4

H,0 13,75

Tabla 9. Condiciones de PCR para el SNP +3954 CT en el gen de la IL-1/

Fase de desnaturalizacion inicial 94°C, 4 min
Fase de desnaturalizacion 94°C, 1 min
Fase de anillamiento 59°C, 1 min
40 CICLOS Fase de elongacion 72°C, 1 min
Fase de extension 72°C, 10 min
Conservacion 4°C

6.2.5. Polimorfismo -238 GA para TNF-«

El estudio del polimorfismo -238 GA se realiz6 mediante PCR sobre ADN
gendmico utilizando dos oligonucledtidos especificos de acuerdo a la literatura
[229,230]:

-Oligonucledtido sentido: 5> AGA AGA CCC TCG GAACC ¥
-Oligonucledtido antisentido: 5° ATC TGG AGG AAG CGG TAG TG ¥’

La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Para cada
procedimiento se realizd una mezcla de reaccion que contenia concentracion y volumen

de reactivos segun la tabla 10. Las condiciones de amplificacion para la PCR fueron las

reflejadas en la tabla 11.
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Tabla 10. Mezcla de reaccion para la PCR del SNP -238 GA en el gen del

TNF-a
REACTIVO H VOLUMEN (ul) ‘
TNF-a OLIGO SENTIDO (20 pmol/ul) 05
TNF-a OLIGO ANTISENTIDO (20 pmol/ul) 0,5
TAMPON PCR 10x 25
MgCl, (25 mM) 1
dNTPs (2 mM) 2,5
Tag Polimerasa 0,25
ADN (200 ng/pl) 4
H,0 13,75

Tabla 11. Condiciones de PCR para el SNP -238 GA en el gen del TNF-«

Fase de desnaturalizacion inicial 94°C, 1 min
Fase de desnaturalizacion 94 °C, 1 min
Fase de anillamiento 59 °C, 1 min
40 CICLOS Fase de elongacion 72°C, 1 min
Fase de extension 72°C, 10 min
Conservacion 4°C

6.3.  Analisis de restriccion y visualizacion para cada polimorfismo

Una vez obtenido el producto de amplificacion del ADN mediante PCR, se
procedio al analisis de los SNP mediante el uso de endonucleasas de restriccién capaces
de reconocer secuencias relativamente cortas y especificas del ADN de doble cadena.
La digestion de los productos amplificados se realizd segun las condiciones
recomendadas por el fabricante respecto al tampdn, la temperatura y la duracion del
ensayo para que el corte fuese correcto.

Se determind la presencia o la ausencia del alelo mutado analizando la longitud
de los fragmentos originados mediante electroforesis en gel de agarosa
(a-D-galactopiranosa y 3,6-Anhidro-a-L-galactopiranosa) al 3%, con tampon Tris-
borico-EDTA (TBE, Bio-Rad, Alemania) a concentracion 1x y con bromuro de etidio

(Bio-Rad, Alemania) para posterior visualizacién del ADN por fluorescencia.
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Preparacion de geles de agarosa: Se utiliz6 una mezcla de 1,5 g de Agarosa D-
1 Low EEO (Pronadisa, Conda, Espafia) y 1,5 g Agarosa MS- 8 (Pronadisa, Conda,
Espafia) que se afiadid sobre un erlenmeyer con 100 ml de tampon TBE 1x y se llevo a
ebullicion en horno microondas hasta homogeneizacion completa. Se dejo enfriar la
reaccion a temperatura ambiente y se afiadio el bromuro de etidio a una concentracion
de 0,5 ug/ml, agitando para su disolucion. Posteriormente se dejo solidificar la muestra
en el soporte adecuado para la carga del ADN ya digerido. La concentracion final del
gel de agarosa es del 3%, indicada para separar fragmentos de ADN con un tamafio de
150 a 60 pares de bases (pb).

Electroforesis y visualizacion: Los distintos fragmentos de ADN se separaron
por electroforesis tras carga submarina de 15 ul de muestra, y aplicacion de una
corriente de 60V en una cubeta de electroforesis (Ecogen, Espafia). El analisis del
patron de bandas se llevo a cabo frente a un patron de 100 pb (Invitrogen- Life
Technologies, New Zealand).

Finalmente, la deteccion de los fragmentos se realizo en un sistema de analisis
de imagen por vision directa con luz ultravioleta en un transiluminador con un equipo
de fotografia acoplado, que permitia la visualizacion de los resultados realizados en

geles de agarosa al 3% con bromuro de etidio al 0,5 pg/ml.

6.3.1. Polimorfismo -174 GC para IL-6

El resultado de la PCR fue un producto de 190 pb sobre el que se realizé una
digestién a 37 °C en incubador, con 1 ul (10 unidades/ul) de enzima de restriccion
Nlalll (10.000 U/ml, R0125S, New England Biolabs, USA) dando como resultado una
banda de 190 pb cuando no se porta la mutacion, dos bandas de 147 y 43 pb en el caso
de ser portador homocigoto de la misma y tres bandas de 190, 147 y 43 pb si se es

portador en heterocigosis.

6.3.2. Polimorfismo -889 CT para IL-1«

El resultado de la PCR fue un producto de 300 pb sobre el que se realizé una
digestion a 37 °C en incubador, con 1 ul (10 unidades/ul) de enzima de restriccion Ncol
(10.000 U/ml, R0193S, New England Biolabs, USA) dando como resultado dos bandas
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de 280 y 20 pb cuando se porta el alelo ancestral, tres bandas de 300, 280 y 20 pb en el
caso de ser portador heterocigoto y una banda de 300 pb si se es homocigoto mutado

para la misma.

6.3.3. Polimorfismo -511 CT para IL-1p

El resultado de la PCR fue un producto de 304 pb sobre el que se realiz6 una
digestion a 37 °C en incubador, con 1 pl (10 unidades/ul) de enzima de restriccion Aval
(10.000 U/ml, R0152S, New England Biolabs, USA) dando como resultado dos bandas
de 190 y 114 pb cuando no se porta la mutacion, tres bandas de 304, 190 y 114 pb en el
caso de ser portador heterocigoto y una banda de 304 pb si se es homocigoto mutado

para la misma.

6.3.4. Polimorfismo +3954 CT para IL-1

El resultado de la PCR fue un producto de 182 pb sobre el que se realiz6 una
digestion a 65 °C en bafio térmico, con 1 ul (20 unidades/ul) de enzima de restriccion
Taqal (20.000 U/ml, R0149S, New England Biolabs, USA) dando como resultado una
Unica banda de 182 pb en ausencia de diana de restriccion en los individuos con el alelo
ancestral en homocigosis, cuatro bandas de 182, 97, 85 y 12 pb cuando se porta la
mutacion en heterocigosis y tres bandas de 182, 85 y 12 pb en el caso de portar la

mutacion en homocigosis.

6.3.5. Polimorfismo -238 GA para TNF-«

El resultado de la PCR fue un producto de 152 pb sobre el que se realiz6 una
digestion a 37 °C en incubador, con 1 ul (20 unidades/ul) de enzima de restriccion Mspl
(20.000 U/ml, R0149S, New England Biolabs, USA) dando como resultado una unica
banda de 152 pb en ausencia de diana de restriccién en los individuos que portan la
mutacion en homocigosis, y dos bandas de 133 y 119 cuando el individuo es portador

del alelo normal en homocigosis.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las diferentes variables del estudio fueron recopilados en una
base de datos del programa Excel para PC.

Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas demogréficas (sexo y
edad) y de los factores de riesgo vascular (HTA, DM, DL, tabaquismo) en el grupo de
pacientes y en la poblacion control. Para comparar las frecuencias de exposicién a los
factores de riesgo de pacientes y controles se calcularon las OR y sus intervalos de
confianza al 95% mediante modelos de regresion logistica ajustados por sexo y edad.

En cada paciente se llevo a cabo también un andlisis descriptivo de las variables
clinicas (TA, temperatura, tratamiento farmacologico previo, puntuacion NIHSS al
ingreso y mRS al alta y subtipo etiolégico del ictus), de laboratorio (leucocitos,
fibrindgeno, glucemia y citoquinas) y polimorfismos en genes que codifican para
moléculas inflamatorias.

La descripcion de las variables cuantitativas se realizd mediante la media y
desviacion estandar. La descripcion de las variables cualitativas se realizO mediante
tablas de frecuencias.

Se obtuvo un analisis global de los valores de leucocitos, fibrinbgeno y
citoquinas en la muestra, y un andlisis estratificado en funcidn del sexo, de los factores
de riesgo vascular, del tratamiento farmacologico previo, de las puntuaciones NIHSS y
MRS y del subtipo de ictus.

Para evaluar la asociacion con variables de tipo cualitativo se realizd una
comparacion mediante la prueba de Mann-Whitney, excepto en la comparacion con el
subtipo de ictus, en que se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, debido a la existencia de
mas de dos grupos.

Para evaluar la asociacion con variables cuantitativas se calculo el coeficiente de
correlacién de Spearman.

Se realiz6 también un analisis descriptivo de polimorfismos de moléculas
inflamatorias en los pacientes y en la poblacion control. Para evaluar la asociacion de
cada polimorfismo en la poblacién total y por subgrupos en funcion de las puntuaciones
NIHSS y mRS, se obtuvieron las OR vy sus respectivos intervalos de confianza al 95%,

mediante modelos de regresion logistica ajustados por sexo y edad.
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Todas las pruebas estadisticas se realizaron empleando pruebas bilaterales y
tomando un nivel de significacion del 5%. Para el calculo de intervalos de confianza se
tomd un nivel de confianza del 95%. Las pruebas que resultaron en un valor de p

inferior a 0,05 se consideraron estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS. DISTRIBUCION DE
FACTORES DE RIESGO VASCULAR Y OTRAS VARIABLES CLINICAS

Se incluyeron en el estudio un total de 92 pacientes, con una media de edad de
78,6 afios (x13,1), de los cuales 34 eran varones (37%) y 58 mujeres (63%).

Dentro de los factores de riesgo vascular, el mas frecuente fue la HTA, que
estaba presente en un 77% de los pacientes (n=71), mientras que otros factores de riesgo
vascular fueron menos frecuentes: 27,2% (n=25) tenian DM, DL 45,7% (n=42) y
tabaquismo 21,7% (n=20). Tenian antecedentes de isquemia cerebral previa, establecida
o transitoria, 27 pacientes (29,3%).

Al analizar la distribucion de los factores de riesgo vascular por sexos en los
pacientes con ictus se observo que estos se distribuian de igual forma en ambos grupos,
a excepcion del tabaquismo que fue mas frecuente en hombres. Solo el 13,8% de las
mujeres tenian antecedentes de tabaquismo, que estaba presente en el 35,3% de los
hombres (p 0,03). El 81% de las mujeres eran hipertensas (n=47) y el 70,6% (n=24) de
los varones lo eran (p 0,37). La DM estaba presente en el 29,3% de las mujeres y en el
25,3% de los varones (p 0,72). El 43,1% de las mujeres y el 50% de los varones tenian
dislipemia (p 0,67).

Se compararon los factores de riesgo vascular en este grupo con los de una
poblacion control de 262 personas sin antecedentes tromboticos ni tratamiento
anticoagulante, constituida por 127 mujeres (48,5%) y 135 varones (51,5%), con una
media de edad similar a la del grupo de pacientes (75,8+12,5 afios; p 0,09). En esta
poblacion el factor de riesgo vascular mas frecuente fue también la HTA, presente en el
42,6% de la muestra (n=95), seguida de DL (25,6%, n=57), tabaquismo (14,9%, n=33)
y DM (12,1%, n=27) (figura 1).

79



HTA77%

TABAQUISMO
0
DL 45,7% 217%

100,00% M 27,2%
80,00%
60,00%
40,00% CASOS
20,00%
0,00% CONTROLES

0,00%

Figura 1. Distribucion de factores de riesgo vascular en pacientes y controles

Se analizaron las OR para cada factor de riesgo en ambas poblaciones, ajustadas
por sexo y edad (x5 afios). De tal modo, paralaHTA la OR fue de 2,5 (IC 95% 1,4-4,7;
p 0,0027), para la DM la OR fue de 1,7 (IC 95% 0,8-3,2; p 0,1354), para la DL OR 2,2
(1C 95% 1,3-3,9; p 0,0053) y para el tabaquismo OR 6,3 (IC 95% 2,8-15,2; p <0,0001)
(tabla 12).

Tabla 12. Odds ratio para cada factor de riesgo vascular en casos y controles

VARIABLE OR

IC 95% p

HTA 2,5

DM 1,7 0,8-3,2 0,135

DL 2,2 1,3-3,9 0,005
Tabaquismo 6,3 2,8-15,2 <0,0001

En el grupo de pacientes la tension arterial sistdlica al ingreso fue de
157,6 mmHg (£23,9) vy la diastdlica de 81,3 mmHg (£18,2). La temperatura media al
ingreso fue de 36,2°C (0,5).

El 30,8% de los pacientes estudiados (n=28) tenia antecedentes de FA

paroxistica o crénica.
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Respecto al tratamiento previo destaca que mas de la mitad de los pacientes
estudiados, el 60,9% (n=56), estaba en tratamiento antitrombotico (antiagregante o
anticoagulante), sin diferencia entre sexos. Se constato que el 63,8% de las mujeres y el
55,9% de los hombres tomaban antitrombéticos (p 0,59). La indicacion del tratamiento
antiagregante fue por prevencion secundaria tras patologia vascular cerebral en 14
pacientes, por prevencién secundaria por cardiopatia isquémica en 8 pacientes o por
ambas razones en 1 paciente. El uso de anticoagulantes (antagonistas de la vitamina K)
se indic6 como profilaxis de los eventos tromboembdlicos en pacientes con fibrilacion
auricular.

El 41,3% (n=38) de los pacientes estaba en tratamiento con estatinas en el
momento de padecer el infarto cerebral, sin diferencias entre sexos, de forma que el
41,4% de las mujeres y el 41,2% de los hombres estaba en tratamiento con este grupo

de farmacos (p 0,98).

2. CARACTERISTICAS DEL INFARTO CEREBRAL

La mayor parte de los pacientes incluidos en este estudio presentaron infartos
cerebrales graves, siendo la puntuacion media de NIHSS al ingreso de 12,3 (0-38). El

64,1% de ellos (n=59) presentd puntuaciones de NIHSS al ingreso >6.

También se observé que la mayor parte de los pacientes tuvo una mala situacion
funcional al alta. Asi, el 63% de los pacientes (n=58) mantuvo al alta una situacion de
dependencia funcional, con valores en la escala mRS >2, siendo la puntuacion media de
3,4 (0-6).

Siguiendo la clasificacién etiolégica TOAST, la distribucion de los diferentes
tipos de ictus fue como sigue: causa aterotrombotica en 28 pacientes (30,4%), causa
cardioembdlica en 36 (39,1%), lacunar en 12 pacientes (13%), inhabitual en 4 (4,3%) y
etiologia indeterminada en 12 pacientes (13%), por estudio incompleto o por la

existencia de dos 0 mas mecanismos posibles (figura 2).
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Figura 2. Distribucion de los ictus segln la etiologia

En mas de la mitad de los casos (68,5%, n=63) el TAC craneal realizado en el

momento agudo no mostrd signos precoces de infarto.

3. VARIABLES ANALITICAS

3.1. Parametros hematoldgicos y bioquimicos

La cifra media de leucocitos fue de 9.700+3.344/ul y la de plaquetas de
226.640+8.376/ul. El hematocrito fue de 41,3%=5,2 y la concentracion media de
fibrinbgeno de 427,1+122,5 mg/dl.

La concentracion media de colesterol total en la muestra analizada fue de
176,4+42,7 mg/dl, siendo la concentracion de LDL vy de triglicéridos de
116,7+35,1 mg/dl y de 114,0£56,0 mg/dl, respectivamente. Las cifras medias de
glucemia fueron de 137,7+60,4 mg/dl.

3.1.1. Leucocitos: relacién con otras variables

No se evidenci6 asociacion de la cifra de leucocitos con la edad (coeficiente de
correlacion -0,1; p 0,40) ni con el sexo (8.956,1+2.979/ul en varones Vs

10.141+3.491/ul, en mujeres; p 0,10). Tampoco se encontro asociacion con los factores
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de riesgo vascular estudiados: HTA (9.613+3.160/ul en hipertensos vs 10.010+3.975/ul
en no hipertensos; p 0,64), DM (9.432+3.101/ul en diabéticos vs 9.805+3.448/ul en no
diabéticos; p 0,64), DL (9.372+3.171/ul en pacientes con DL frente a 9.793+3.703/ul en
los no dislipémicos; p 0,56) ni tabaquismo (9.980+2.757/ul en fumadores vs
9.627+3.503/ul en no fumadores; p 0,68).

No se detectaron diferencias en pacientes con o sin tratamiento antitrombdético

previo (9.361+3.070/pl frente a 10.240£3.713/pl, respectivamente; p 0,22).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre el nimero total de
leucocitos en funcion de la gravedad del ictus al ingreso (9.691+3.022/ul en pacientes
con NIHSS<6 y 9.712+3.582/ul en pacientes con NIHSS >6; p 0,96), ni con la situacion
funcional de los pacientes al alta (9.500£3.053/ul en pacientes con mRS<2 vy
9.823+3.524/ul en pacientes con mRS>2; p 0,66).

No se encontrd diferencia en la concentracion de leucocitos en funcion del

subtipo etiologico de la isquemia cerebral.

3.1.2. Fibrindgeno: relacion con otras variables

Se detectaron concentraciones de fibrindgeno significativamente menores en los
varones respecto a las mujeres (387,6+112,4 mg/dl vs 450,4+123,9 mg/dl,
respectivamente; p 0,02) (figura 3).
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Figura 3. Distribuciéon de la concentracion de fibrindgeno segin el sexo

No se encontraron diferencias significativas en funcién de la edad (coeficiente
de correlacion 0,1; p 0,26), ni de los factores de riesgo vascular clasicos: HTA
(418,1£121,1 mg/dl en hipertensos vs 457,4+125,4 mg/dl en no hipertensos; p 0,20),
DM (443,6+134,2 mg/dl en diabéticos vs 421+£118,3 mg/dl en no diabéticos; p 0,43),
DL (434+114,1 mg/dl en pacientes con DL frente a 415,9 £126,5 mg/dl en los no DL,
p 0,47) ni tabaquismo (433,3£119,4 mg/dl en fumadores vs 425,4+124,1 mg/dl en no
fumadores; p 0,80).

Al analizar la concentracion de fibrinbgeno en funcion del tratamiento previo
con antiagregantes o anticoagulantes tampoco se evidenciaron diferencias. De este
modo, en pacientes con tratamiento antitrombdtico las concentraciones de fibrinbgeno
fueron de 441,8+110,8 mg/dl frente a 404,3+137,2 mg/dl en pacientes sin dicho
tratamiento (p 0,15).

Se estudid la relacion de las concentraciones de fibrindgeno con la gravedad del
infarto y se determiné que los niveles de fibrindgeno fueron ligeramente superiores en
pacientes con infartos mas graves, sin que los datos resultasen estadisticamente
significativos (410,7£125,9 mg/dl en pacientes con NIHSS<6 y 431,7+118,1 mg/dl en
pacientes con NIHSS>6; p 0,43) (figura 4).
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Figura 4. Relacion de la concentracion de fibrindgeno con la puntuacion NIHSS al

ingreso

También se detectd una tendencia a concentraciones mayores de fibrindgeno en
pacientes que al alta quedaron con dependencia funcional, sin que los resultados
alcanzasen significacion estadistica (400,1£125 mg/dl en pacientes con mRS<2 vs

442,9+119,2 mg/dl en pacientes con mRS>2; p 0,10) (figura 5).

p 0,10

) )
m RS<=2 m RS>2

Figura 5. Relacién del fibrindgeno con la puntuacién en la escala de Rankin

modificada, al alta
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Al analizar los datos considerando la puntuacion de la escala de Rankin como
una variable continua, se observé que si existia una correlacion estadisticamente
significativa entre la cantidad de fibrindgeno y los valores de mRS, de forma que
pacientes con concentraciones mas altas de fibrinégeno tenian puntuaciones mayores en

la escala mRS (coeficiente de correlacion 0,2; p 0, 03) (figura 6).
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Figura 6. Relacién de la concentracion de fibrindgeno y la puntuacion en la escala de

Rankin modificada, al alta, considerada como variable continua

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de

fibrindgeno en funcidn de los subtipos etiologicos del infarto.

3.2.  Estudio de citoquinas

En un subgrupo de 23 pacientes se pudo obtener suero en las primeras 24 horas

desde el inicio de los sintomas y almacenarlo a -80°C para llevar a cabo las

determinaciones de citoquinas.
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3.2.1. IL-6: relacion con otras variables

La concentracion media de 1L-6 (n=22) fue de 3,6+0,9 pg/ml. No se detectaron
diferencias significativas entre varones y mujeres (4,0£1,2 vs 3,8+0,5 pg/mi
respectivamente; p 0,36), ni relacién con la edad (coeficiente de correlacion 0,1; p 0,06).
Tampoco se encontraron valores distintos en funcion de la presencia o ausencia de
HTA, de DM o de tabaquismo. Asi, en pacientes hipertensos la concentracion media de
IL-6 fue de 3,9+0,9 pg/ml y en no hipertensos de 3,9+0,6 pg/ml (p 0,89). En pacientes
diabéticos de 4,3+1,7 pg/ml frente a 3,8+0,5 pg/ml en los no diabéticos (p 0,75), y de
3,8+0,5 pg/ml en fumadores y 3,9+0,9 pg/ml en no fumadores (p n.s).

Si se encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-6 en pacientes
con antecedentes de DL frente a los no dislipémicos, de forma que estos fueron mayores
en los pacientes sin este factor de riesgo vascular (3,4 £0,3 vs 4,1+ 0,9 pg/ml; p 0,02)
(figura 7).

p 0,02

L)
DL No DL

Figura 7. Relacién de los niveles de IL-6 con el antecedente de dislipemia

No se observaron diferencias en los niveles de IL-6 en funcion del uso previo de
antitromboticos (3,6+0,6 vs 4,1+1,0 pg/ml; p 0,12).
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Al comparar la concentracion de IL-6 en funcién de la gravedad inicial del
infarto, se determin6 que los pacientes con puntuaciones de NIHSS >6 tenian valores
mayores de IL-6 (4,2£1,0 pg/ml) que aquellos con NIHSS <6 (3,5+0,4 pg/ml; p 0,02)
(figura 8).
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Figura 8. Relacion de los niveles de IL-6 con la puntuacion NIHSS al ingreso

Respecto a la situacion funcional, los pacientes con una situacién de
independencia funcional presentaron concentraciones mas bajas de IL-6 en las primeras
24 horas desde el inicio de los sintomas que aquellos que quedaban funcionalmente
dependientes (3,4£0,5 vs 4,2+0,9 pg/ml; p 0,01) (figura 9).
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Figura 9. Relacion de los niveles de IL-6 con la escala de Rankin modificada al alta
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No se encontraron diferencias en los niveles de IL-6 en las primeras 24 horas en
funcidn de los distintos subtipos etioldgicos de ictus.

3.2.2. IL-1a e IL-1p: relacion con otras variables

La concentracion media de IL-1a en las primeras 24 horas del infarto cerebral en
los pacientes analizados (n=22) fue de 2,8+0,9 pg/ml sin diferencias entre sexos
(varones 2,9+1,1 pg/ml, mujeres 2,8+0,8 pg/ml; p n.s), ni con los factores de riesgo
vascular: pacientes con y sin antecedentes de HTA (2,9+0,9 vs 2,7+0,9 pg/ml; p 0,89),
con o sin DM (2,9+0,8 vs 2,8+0,9 pg/ml, p 0,69), con o sin DL (2,9+0,8 vs 2,8+0,9
pg/ml; p 0,57) y con o sin habito tabaquico (2,5+0,7 vs 2,9+0,7 pg/ml; p 0,39).

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas de los valores de

IL-1o entre pacientes con tratamiento antitrombético previo y aquellos que no lo

tomaban (2,9+1,1 vs 2,8+0,8 pg/ml; p 0,97).

Al analizar las concentraciones de IL-1a en funcion de la gravedad del ictus al
ingreso no se encontraron diferencias entre los grupos (2,5+0,8 pg/ml en pacientes con
NIHSS <6 y 3,1£0,9 pg/ml en pacientes con NIHSS >6; p 0,20), asi como tampoco en
funcion del pronodstico funcional al alta. De tal forma, las concentraciones de IL-1a
fueron de 2,8£1,2 pg/ml en los pacientes independientes al alta y de 2,9+0,7 pg/ml en

aquellos con mRS >2 (p 0,49).

Resultados similares se obtuvieron para las concentraciones de IL-1B (n=20),
que presentd una concentracién media de 3,3+2,6 pg/dl. Los valores fueron semejantes
en varones y en mujeres (3,5+2,3 pg/ml en varones y 5,0+2,8 pg/ml en mujeres; p 0,15),
en pacientes hipertensos (3,8+2,3 pg/ml) y en no hipertensos (5,5+3,4 pg/ml; p 0,42), en
diabéticos frente a no diabéticos (3,7+3,5 vs 4,3+2,3 pg/ml; p 0,48), en pacientes con o
sin DL (3,3+3,2 vs 4,6+2,3 pg/ml; p 0,13) y en fumadores y no fumadores (3,4+2,9 vs
4,5£2,4 pg/ml; p 0,34).
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Lo mismo ocurri6 al analizar las concentraciones de IL-1B en funcion del
tratamiento previo, que resultaron similares en pacientes con y sin tratamiento

antitrombotico (3,9+1,7 y 4,4+3,2 pg/ml respectivamente; p 0,88).

También fueron semejantes los valores de IL-1B en pacientes con NIHSS <6
y >6 al ingreso (4,9+£3,4 vs 3,8+£2,0 pg/ml; p 0,75). Asimismo, en pacientes con peor
pronostico funcional al alta las concentraciones de IL-1p fueron similares a las de los

pacientes con independencia funcional (4,2+3,5 vs 4,2+1,9 pg/ml; p 0,37).

No existen diferencias de concentraciones de IL-1a ni de IL-1PB en funcion del

subtipo de ictus.

3.2.3. TNF-a: relacion con otras variables

La concentracion media de TNF-a en los pacientes estudiados (n=20) fue de
2,5+1,1 pg/ml. No se observaron diferencias significativas en funcion del sexo (2,7+1,1
en varones y 2,5£1,2 en mujeres; p 0,70), asi como tampoco en funcion de los factores
de riesgo vascular: 2,5£1,2 pg/ml en hipertensos frente a 2,7+0,6 pg/ml en no
hipertensos (p 0,79); 1,6+£0,6 pg/ml en diabéticos frente a 2,8+1,1 pg/ml en no
diabéticos (p 0,08); 1,7+0,5 pg/ml en pacientes con antecedentes de DL frente a
2,9+1,1 pg/ml en los no dislipémicos (p 0,05). En pacientes fumadores los niveles de
TNF-a fueron discretamente menores que en no fumadores 1,4+1,9 pg/ml vs 3,1+2,9

pg/ml, respectivamente (p 0,04).

Asimismo las concentraciones de TNF-a en las primeras 24 horas del infarto
cerebral fueron similares, independientemente de que los pacientes estuvieran con o sin
tratamiento antitrombotico. Asi, en pacientes con antitromboticos las concentraciones
medias de TNF-o fueron de 2,2+1,2 pg/ml y en pacientes sin dicho tratamiento de
2,8+0,9 pg/ml (p 0,19).

Al analizar las concentraciones de este marcador teniendo en cuenta la gravedad

del infarto y el prondstico funcional al alta, se demostrd que los pacientes con infartos
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mas severos y en aquellos con peor prondstico funcional tenian una tendencia a
presentar concentraciones mas altas, aunque los datos no resultaron estadisticamente
significativos. En los pacientes con NIHSS<6 las concentraciones medias fueron de
2,4+0,8 pg/ml mientras que en los pacientes con NIHSS>6 fueron de 2,7+1,3 pg/ml
(p 0,49). En los pacientes funcionalmente dependientes al alta (mRS>2) las
concentraciones de TNF-a fueron de 2,8+1,2 pg/ml, y en los pacientes con mRS <2 de
2,2+0,9 pg/ml (p 0,25).

4. ANALISIS DE LA RELACION DE LA TOMA PREVIA DE
ESTATINAS CON OTROS PARAMETROS

De los pacientes estudiados destaca que el 41,3% (n=38) estaba en tratamiento

con estatinas en el momento de padecer el infarto cerebral.

Al analizar la gravedad del infarto en funcion del tratamiento previo con este
grupo de farmacos no se encontraron diferencias entre pacientes con dicho tratamiento
(NIHSS media de 11,5+9,6) y pacientes sin estatinas (NIHSS 12,8+10,8) (p 0,69).
Tampoco evidenciamos diferencias en la situacion funcional al alta, de forma que en los
pacientes que tomaban estatinas previas al infarto cerebral la puntuacion media en la

escala mRS fue de 3,4+2,1 y en los pacientes sin estatinas fue de 3,3+1,9 (p 0,75).

No se observaron diferencias en las cifras de leucocitos, 9.192+3.283/ul vs
9.930+3.589/ul (p 0,32), ni en los niveles de fibrindgeno (444,6 +143,3 mg/dl vs
425,9+130 mg/dl; p 0,52), en pacientes con estatinas frente a pacientes que no las

tomaban.
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Se observaron valores menores de IL-6 y de TNF-a en aquellos pacientes que
estaban en tratamiento con estatinas antes del infarto, respecto a aquellos que no las
tomaban. Las concentraciones de IL-6 en pacientes fueron las siguientes: 3,2+0,3 vs
4,1+£0,9 pg/ml; p 0,008 (figura 10) y las concentraciones de TNF-a: 1,5+0,5 pg/ml
frente a 2,9+1,0 pg/ml; p 0,01 (figura 11).
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Figura 10. Concentracion de IL-6 en relacion con el uso de estatinas previo al ictus
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No se detectaron diferencias entre los grupos que tomaban y no tomaban
estatinas en cuanto a las cifras de IL-1a (3,2+1,3 vs 2,7+0,7 pg/ml; p 0,53) e IL-1P
(3,9£3,3 vs 4,3+2,4 pg/ml; p 0,54).

o. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN GENES DE MOLECULAS
PROINFLAMATORIAS

En un subgrupo de 23 pacientes se estudiaron polimorfismos en genes de
moléculas proinflamatorias y se compararon con un grupo control (n=54), de poblacién
sin antecedentes tromboembdlicos, apareado por sexo y edad (x5 afios) con los
pacientes.

Los polimorfismos analizados fueron los siguientes: polimorfismo -174 GC en el
gen de la IL-6, polimorfismo -889 CT en el gen de la IL-1a, polimorfismos -511 CT y
+3954 CT enelgende lalL-1B y polimorfismo -238 GA en el gen del TNF-q.

5.1.  Distribucion de polimorfismos

5.1.1. Polimorfismo -174 GC en el gen de la IL-6

Se observaron diferencias significativas en la distribucion de los distintos
polimorfismos entre el grupo de pacientes y el grupo control, de forma que el alelo C
(genotipos GC y CC) fue mas frecuente en el grupo de pacientes. En el grupo de
pacientes el genotipo GG estaba presente en el 33,3% y los genotipos GC+CC en el
66,7%. En el grupo control la frecuencia del genotipo GG fue de 63% vy la de los
genotipos GC+CC de 37% (p 0,04) (figura 12).
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Figura 12. Distribucion del polimorfismo -174 GC del gen de la IL-6 en casos y

controles

Al analizar las OR correspondientes a los genotipos GC+CC en casos respecto a
los controles apareados por sexo y edad, se determiné que los genotipos GC+CC
conferian una OR de 3,5 (IC 95% 1,2-10,9; p 0,02) para el desarrollo de ictus.

Al analizar las OR correspondientes a los polimorfismos GC+CC por subgrupos
de gravedad de infarto y de situacién funcional, se evidenci6 que los genotipos GC+CC
conferian una OR de 7,3 (IC 95% 1,5-56,7; p 0,03) en el subgrupo de pacientes con
NIHSS<6. También se encontro relacion de dichos genotipos en los pacientes con peor
situacion funcional al alta: OR 3,9 (IC 95% 1,0-16,5; p 0,05) (tabla 13).

Tabla 13. Odds Ratio de los genotipos GC+CC del polimorfismo -174GC del gen de la

IL-6 en funcidn de la gravedad y la situacion funcional de los pacientes

SUBGRUPO OR IC 95% p

NIHSS<6 7,3 1,5-56,7 0,03
NIHSS>6 2,5 0,7-9,6 0,17
mRS <2 3,4 0,8-17,9 0,11
mRS>2 3.9 1,0-16,8 0,05
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5.1.2. Polimorfismo -889 CT enel gende la IL-1a

No se detectaron diferencias en la distribucién de genotipos entre la poblacién
control y los pacientes. De este modo el genotipo CC en la poblacion control
representaba el 47,2% y en la poblacion de pacientes el 41,2%, mientras que los
genotipos CT+TT constituian el 52,8% de la poblacion control y el 58,8% de la
poblacién de pacientes (p 0,78) (figura 13).
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Figura 13. Distribucion del polimorfismo -889CT del gen IL-/a en casos y

controles

No se encontrd incremento de OR para los genotipos CT+TT al analizar por

subgrupos de gravedad del infarto ni de situacion funcional al alta.

5.1.3. Polimorfismos -511 CT y +3954 CT en el gen de la IL-1p

En este estudio no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la
distribucién de estos polimorfismos entre casos y controles en el anélisis total de la
poblacion, asi como tampoco en el analisis por subgrupos de ictus.

Respecto al polimorfismo -511 CT los porcentajes de cada uno de los genotipos
en casos y controles fueron los que siguen: genotipo CC 52,6% en casos y 43,4% en

controles, genotipos CT+TT 47,4% en casos Yy 56,6% en controles, p 0,59 (figura 14).
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p 0,59

60,0%
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20,0%
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CcC CT+TT

Figura 14. Distribucidon del polimorfismo -511CT del gen IL-1p en casos y controles

En el estudio del polimorfismo +3954 CT la distribucion de genotipos fue la
siguiente: en la poblacién control 50% CC y 50% CT+TT. En el grupo de pacientes los
porcentajes fueron 52,9% CC y 47,1% CT+TT (p n.s) (figura 15).

p n.s
50%
55,0% :
50,0% EPACIENTES
CONTROLES

45,0%

40,0%

cC CT+TT

Figura 15. Distribucion del polimorfismo +3954C/T del gen IL-1f en casos y

controles

Tampoco se evidencidé incremento de OR al analizar por subgrupos en funcién

de la gravedad del infarto ni de la situacion funcional al alta.
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5.1.4. Polimorfismo -238 GA en el gen del TNF-a.

Respecto al polimorfismo -238 GA del TNF-a el genotipo mas frecuente, tanto
en casos como en controles fue el GG (84,2% en casos y 90,7% en controles), siendo
los porcentajes de los genotipos GA+AA 15,8% en casos y 9,3% en controles (p 0,66)
(figura 16).

p 0,66
90,7%
100,0%
B PACIENTES
50,0% 9.3%
770 CONTROLES
0% e
GG GA+AA

Figura 16. Distribucion del polimorfismo -238 GA en el gen del TNF-a en casos

y controles

No se pudieron estimar las OR por el escaso niUmero de pacientes con genotipo

AA.
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La enfermedad cerebrovascular o ictus es un problema de la circulacion cerebral
en el cual un area del encéfalo se afecta por una isquemia o hemorragia, con una
proporcion en torno al 85 y 15%, respectivamente. Existen diversas clasificaciones de la
enfermedad cerebrovascular, en funcion del subtipo de ictus, el perfil evolutivo, los
resultados de la neuroimagen, la etiologia, el tamafo, la topografia de la lesion o el

mecanismo de produccion.

Esta patologia tiene una elevada prevalencia, con importantes consecuencias en
cuanto a la morbimortalidad de los pacientes que la padecen [1]. En Europa se ha
estimado una prevalencia del 4,8% en personas de entre 65 y 84 afios [3]. Ademas, se
sabe que aproximadamente un 30% de los pacientes que sobreviven requiere alglin tipo
de ayuda para las actividades de la vida diaria y cerca de un 20% necesita ser

institucionalizado [6].

Como se ha descrito previamente, son numerosos los factores de riesgo de la
enfermedad cerebrovascular, dentro de los que cabe destacar algunos no modificables,
tales como la edad y el sexo, y otros modificables como la HTA, DM, DL o el
tabaquismo, entre otros. Ademdas existen una serie de factores parcialmente
modificables, como la inflamacion y la infeccion, que estdn intimamente relacionados
con la isquemia cerebral, ya que entre otras razones se relacionan con los factores de

riesgo clasico que hemos mencionado [44].

Es sabido que la aterosclerosis es uno de los principales factores implicados en
la patogenia de la enfermedad vascular cerebral. Teniendo en cuenta la base
fisiopatologica de la aterosclerosis como una enfermedad inflamatoria [44, 54, 55], cabe
pensar que los marcadores plasmaticos de inflamacion pueden estar relacionados con la
gravedad de la isquemia cerebral y con el prondstico funcional de los pacientes que
sufren esta enfermedad. Conocer qué factores estdn mas relacionados con el pronostico
clinico permitiria aplicar medidas terapéuticas mas agresivas en aquellos pacientes que,
presumiblemente, tendran infartos cerebrales mas graves y/o un peor prondstico

funcional.
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También hay evidencia de que ciertos farmacos, como las estatinas, tienen un
efecto antiinflamatorio, mas alld de su papel como reductores de los niveles de
colesterol [181,191], lo que permitiria utilizarlos para disminuir el estado inflamatorio

de los pacientes con isquemia cerebral y de este modo mejorar su situacion clinica.

En este trabajo de investigacion se incluyd una poblacion de 92 pacientes con
infarto cerebral de menos de 24 horas de evolucidon y una poblacién control, constituida
por 262 personas sin antecedentes de enfermedad tromboembdlica, que se emparejaron
por sexo y edad (+ 5 afios) con el grupo de pacientes. Para la seleccion de ambos grupos
se excluyeron aquellas personas con antecedentes de enfermedad autoinmune, tumoral y

de infeccion en la semana previa a la recogida de las muestras.

El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar esta poblacion de pacientes con
infarto cerebral agudo en cuanto a sus variables demograficas, factores de riesgo
vascular y caracteristicas del infarto. Ademas se han evaluado las concentraciones de
marcadores inflamatorios y se ha estudiado su relacion con la gravedad del infarto y el
prondstico funcional. Asimismo se ha analizado la distribucién de polimorfismos de los
genes que codifican para moléculas proinflamatorias, se ha evaluado la relacion entre
los diferentes polimorfismos, la gravedad del infarto y el prondstico funcional de los
pacientes con ictus, y se ha estudiado si el tratamiento previo con estatinas modifica el
perfil inflamatorio de estas personas y si esto tiene relacion con la presentacion clinica y

con su evolucion.

La gravedad del infarto se determind mediante la escala NIHSS al ingreso, que
es una escala validada en espafiol y ampliamente utilizada para evaluar la gravedad
clinica de los pacientes con infarto cerebral. Ademas se correlaciona bien con el
volumen del infarto y la situacion funcional [216]. Su principal limitacién es que las
puntuaciones son mayores en los infartos de hemisferio dominante y que la isquemia
vertebrobasilar se asocia con puntuaciones menores a pesar de que son infartos graves y
con elevada morbimortalidad. Consideramos, de acuerdo con la literatura [217], que los
pacientes con puntuaciones menores de 6 tenian infartos leves y aquellos con

puntuaciones de 6 o superiores, infartos moderados o graves. Sin embargo, esta

102



DISCUSION

clasificacion podria ser discutida, ya que otros trabajos consideran infartos leves

aquellos con puntuaciones por debajo de 4, u otros.

La situacion funcional al alta se determin6 mediante la escala de Rankin
modificada, al alta. Esta escala también mantiene una moderada correlacion con el
volumen del infarto [224] y se correlaciona de forma estrecha con la puntuacién en
otros indices de discapacidad [225,226]. También en esta escala, y de acuerdo con la
descripcion de las puntuaciones, hemos considerado un punto de corte para diferenciar a
aquellos pacientes funcionalmente dependientes (<2) de aquellos con independencia
funcional (>2). Hemos de destacar que los datos de la escala mRS son los referidos al
momento del alta hospitalaria. Seria interesante en futuros trabajos analizar la situacion

funcional a medio y largo plazo.

Caracteristicas de la poblacion estudiada.

La poblacion control y la poblacién de pacientes tuvieron unas caracteristicas
similares en cuanto a sexo y edad. Es de destacar que ambas tenian una edad media
elevada (78,6 anos en el grupo de pacientes y 75,8 afios en los controles; p 0,09) y que
los pacientes presentaron infartos graves, como se demuestra en el hecho de que la
puntuaciéon NIHSS media fuera de 12,3 (0-38), y que mas de la mitad de ellos (64,1%)
tuvieran puntuaciones de NIHSS al ingreso >6. Asimismo los pacientes quedaron con
importante afectacion funcional al alta, presentando el 63% puntuaciones >2 en la

escala de Rankin, con una puntuacién media de 3,4 (0-6).

Encontramos diferencias significativas en la distribucion de todos los factores de
riesgo vascular entre pacientes y controles, a excepcion de la DM, que si bien estaba
presente con mayor frecuencia en los pacientes, las diferencias no fueron significativas
(27,2% en pacientes y 12,1% en controles; OR 1,7 -IC 95% 0,8-3,2; p 0,135). El resto
de factores de riesgo vascular analizados fueron, como cabia esperar, mas frecuentes en
el grupo de pacientes. Dentro de ellos el mas prevalente fue la HTA, tanto en pacientes
como en controles, que estaba presente en un 77% de los pacientes (n=71) y en un
42,6% de los controles (n=95), seguida de DL (45,7% en pacientes y 25,6% en

controles), DM y tabaquismo (21,7% en pacientes y 14,9% en controles).
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En nuestro grupo de pacientes destaca la elevada frecuencia de HTA, que es
hasta un 25% mas frecuente que en otras series espafiolas de pacientes con isquemia
cerebral [231,232]. La DM y la DL también presentaron una frecuencia alta, del 27,2%
y 45,7% respectivamente, mientras que en otros grupos de poblacion espafiola con
isquemia cerebral estdn en torno al 16% [232] y 33%, respectivamente [233]. Sin
embargo, hay que destacar de forma positiva que el porcentaje de tabaquismo estd por
debajo de la media de la poblacién europea y por debajo de otros grupos de pacientes

con infarto cerebral, que lo situan entre el 24,5% y 27% [231,232].

La prevalencia de los factores de riesgo en el grupo control no difiere de la
descrita para poblacion espafola o europea para cada uno de los factores de riesgo
analizados, excepto para el tabaquismo que presenta una baja frecuencia en el grupo de
nuestro estudio. Asi, la prevalencia de HTA en Europa se estima en un 44% y en
nuestro grupo control fue del 42,6% [234]. La DM tiene una prevalencia del 12% en
poblacion espanola mayor de 18 afios [235], y en nuestro grupo fue del 12,1%.
Asimismo se ha estimado una prevalencia de la DL del 24,3% [236] y en nuestro grupo
control fue del 25,6%, mientras que la prevalencia media del tabaquismo en los afios 90

en Europa es del 33,4% [237] y en nuestro grupo control fue menos de la mitad

(14,9%).

También hay que resefiar que el 30,8% de los pacientes estudiados tenia
antecedentes de FA paroxistica o cronica, lo que es muy superior a los datos de
prevalencia general, que estima la prevalencia en el 1%, variando entre el 0,1% en los
menores de 55 afnos y el 9% en los mayores de 80 afios [238], y discretamente superior
a las de otras series de prevalencia de FA en pacientes con ictus, que la sitian entre el
19,4% y el 24,6%. La prevalencia alta de FA observada en nuestra poblacion de estudio
explica que la etiologia mas frecuente del infarto cerebral fuese la cardioembolica
(39,1%) y probablemente también sea la razén de la gravedad de los infartos (NIHSS
media de 12,3) y de su mal pronostico funcional (mRS media de 3,4). Esta gravedad y
mal pronostico probablemente también esté en relacion con la elevada edad de los

pacientes estudiados (78,6+13,1 afios).
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La distribucidn etioldgica de los ictus segun la clasificacion TOAST puso de
manifiesto que la causa mas frecuente fue la cardioembdlica (39,1%) como ya hemos
referido, seguida de la aterotrombotica (30,4%), lacunar (13%), indeterminada (17,4%)
e inhabitual (4,3%).

Respecto al tratamiento previo destaca que mas de la mitad de los pacientes
estudiados, el 60,9% estaba en tratamiento antitromboético (antiagregante o
anticoagulante) y el 41,3% en tratamiento con estatinas en el momento de padecer el
infarto cerebral, sin diferencias entre sexos. Esto evidencia que la mayoria de los
pacientes eran personas con un riesgo cardiovascular elevado y que estaban con
tratamiento preventivo para eventos vasculares. En efecto, el 29,3% de los pacientes

habia tenido previamente algun episodio de isquemia cerebral, permanente o transitoria.

Relacion entre concentracion de fibrinégeno y situacion funcional de los
pacientes.

Nuestro trabajo pone de manifiesto que los niveles de fibrindgeno medidos en
las primeras 24 horas desde el inicio de los sintomas se correlacionan con la situacion
funcional al alta, de forma que aquellos pacientes con cifras de fibrindgeno mas

elevadas tienen puntuaciones mas altas en la escala mRS (coeficiente de correlacion 0,2;

p 0,03).

Existen resultados discordantes en la literatura en cuanto a la utilidad de las
concentraciones de fibrindgeno como marcador prondstico. Algunos estudios no
encuentran relacion de sus niveles con la tasa de recanalizacidon ni con el prondstico
funcional en pacientes tratados con rTPA [232]. Sin embargo, la mayor parte de
estudios estan en la linea de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, en los que se
demuestra que niveles mas elevados de fibrindgeno tras un infarto cerebral se relacionan
con peor prondstico (muerte o dependencia) [74,93,239,240]. También se ha
demostrado que concentraciones mas bajas de fibrindgeno predicen una mejor respuesta
al tratamiento con rTPA, con menor mortalidad. Un estudio realizado por Gonzalez
Conejero y cols. [241] demostré que el tener niveles mas elevados de fibrinégeno al

ingreso en los pacientes con infarto cerebral se relacionaba con una mayor mortalidad.
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El papel deletéreo del fibrindbgeno aumentaba en asociacion con determinados

polimorfismos genéticos relacionados con el factor XIII.

La explicacion del peor prondstico del infarto cerebral en pacientes con niveles
mas altos de fibrindgeno parece estar relacionada con la estructura del trombo. Es
posible que los trombos formados en presencia de altas concentraciones de fibrindgeno
estén compuestos por fibras mas firmemente agrupadas, sean menos porosos y
tedricamente mas resistentes a la fibrinolisis que aquellos trombos formados con

menores cantidades de fibrindgeno [242,243].

Al analizar los niveles de fibrindgeno en funcién del sexo evidenciamos que
eran mas elevados en las mujeres que en los hombres (450,4+123,9 vs 387,6£112,4
mg/dl respectivamente; p 0,02). Este dato, aunque no se ha estudiado de forma extensa
y no se ha replicado en otras poblaciones [244], podria ser una causa mas en la
explicacion del hecho contrastado de que las mujeres que padecen un infarto cerebral
tienen mayor mortalidad y mayor riesgo de dependencia que los hombres que sufren

esta patologia [245].

Relacion entre niveles de citoquinas con la gravedad del ictus y la situacion
funcional de los pacientes.

En este estudio analizamos la relacion de la IL-6, IL-1a, IL-1B y TNF-a con la
gravedad de la isquemia cerebral al ingreso y con el pronostico funcional al alta. La
IL-6 y el TNF-a son las citoquinas que se han relacionado de una manera mas directa
con el prondstico del ictus, ya que parecen actuar de forma directa sobre las

metaloproteinasas cerebrales [52].

Dado que las infecciones se han postulado como un factor relacionado con la
aparicion del infarto cerebral, y puesto que la IL-6 y otras citoquinas se elevan en la
infeccion, cabria pensar que la elevacion de los niveles de citoquinas fuera secundaria a
la presencia de infecciones [246,247]. Por este motivo, para evitar este potencial factor
de confusion, en nuestro trabajo se excluyeron los pacientes con infecciones

documentadas en la semana previa a padecer el infarto cerebral.
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Al analizar la concentracién de IL-6 en las primeras 24 horas del inicio de los
sintomas en funcidn de la gravedad inicial del infarto, observamos que los pacientes con
puntuaciones de NIHSS>6 tenian valores mayores de IL-6 (4,2 +1 pg/ml) que aquellos
con NIHSS< 6 (3,5+0,4 pg/ml; p 0,02). Resultados similares se obtuvieron al analizar
las concentraciones de IL-6 en funcion de la situacion funcional al alta, de forma que al
estudiar los niveles de IL-6 en los grupos de pacientes con dependencia e independencia
funcional, detectamos que los pacientes con una situacion de independencia funcional
tenian concentraciones mas bajas que aquellos que quedaban dependientes (3,4+0,5 vs

4,2+0,9 pg/ml, respectivamente; p 0,01).

En pacientes con infartos mas graves y con mayor discapacidad evidenciamos
una tendencia a valores mas elevados de TNF-a, sin que los resultados alcanzasen
significacion estadistica. En los pacientes con NIHSS<6 la concentracion media fue de
2,4+0,8 pg/ml, mientras que en los pacientes con NIHSS>6 fue de 2,7£1,3 pg/ml (p
0,49). En aquellos funcionalmente independientes al alta mRS<2, las concentraciones
de TNF-a fueron de 2,2+0,9 pg/ml y en los pacientes con mRS>2 fueron de 2,8+1,2
pg/ml (p 0,25).

También encontramos una tendencia a concentraciones mayores de IL-1a en los
pacientes con mayores puntuaciones NIHSS. En este caso las concentraciones fueron de
2,5+0,8 pg/ml en pacientes con NIHSS <6 y 3,1+£0,9 pg/ml en pacientes con NIHSS >6
(p 0,20). Respecto al analisis de IL-1P, las concentraciones fueron similares en los

grupos analizados.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la IL-6 puede utilizarse como
marcador de gravedad y pronostico de los pacientes con isquemia cerebral. Ademas, es
posible que otras citoquinas (IL-1a, IL-1B y TNF-a) pudieran ser también utilizadas es
este sentido. Es importante destacar que la IL-6 tiene su concentracion plasmatica pico
en las primeras 24 horas de la clinica [131], por lo que su cuantificacion en estas
primeras horas permitiria utilizarlo como un marcador prondstico precoz, desde los
primeros sintomas clinicos, permitiendo aplicar medidas terapéuticas mas agresivas

desde el inicio.
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Existen resultados contradictorios en cuanto al papel fisiopatologico de las
citoquinas en la isquemia cerebral, y en cuanto a su utilidad como marcador pronodstico
en este contexto. Algunos estudios no evidencian diferencias en los niveles de IL-6
segun la situacion clinica. En un trabajo experimental publicado en el ano 2.000 [248]
no se encontraron diferencias en el tamafio del infarto ni en la situacion funcional en
ratones sometidos a isquemia cerebral comparando un grupo de ratones mutados, en los
que por un defecto de translacion no se detectaba IL-6 en suero ni en LCR. Sin
embargo, otros estudios ofrecen resultados que apuntan en el mismo sentido que los
obtenidos en nuestro trabajo. Se ha demostrado que los niveles plasmaticos de IL-6,
IL-1B y TNF-a, entre otros, son mas altos en pacientes que en controles, y que estos
niveles se correlacionan de forma positiva con la gravedad del ictus [75,203]. Una
publicacion reciente del grupo de Vila y cols. [109] puso de manifiesto que los
pacientes con isquemia cerebral que padecian deterioro neuroldgico precoz tenian
niveles de IL-6 plasmaticos y en LCR significativamente mas altos que los que no
sufrian este deterioro clinico. En este estudio también se demostrd6 que las
concentraciones plasmaticas de IL-6 se relacionaban con las de TNF-a y que los
pacientes con deterioro neurolodgico precoz tenian concentraciones mas elevadas de
TNF-a, pero sin alcanzar valores estadisticamente significativos. También se ha
demostrado que los pacientes con ictus severo, valorado por la puntuacién en la escala
NIHSS al ingreso y a los 3 meses, tienen niveles plasmaticos de IL-6 mas elevados que

aquellos con ictus leve-moderado [132].

Distribucion de polimorfismos en genes de moléculas proinflamatorias.

Al estudiar el polimorfismo -174 GC del gen de la IL-6 se observaron
diferencias significativas en la distribucion de los genotipos entre el grupo de pacientes
y el grupo control, de forma que el alelo C (genotipos GC y CC) fue més frecuente en el
grupo de pacientes. En este grupo el genotipo GG estaba presente en el 33,3% y los
genotipos GC+CC en el 66,7%. En el grupo control la frecuencia del genotipo GG fue
de 63% y la de los genotipos GC+CC de 37% (p 0,04).

Existen resultados diversos en cuanto a la distribucion genotipica de este

polimorfismo en personas con infarto cerebral y en controles. Nuestros resultados son
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consistentes con los datos de la literatura en estudios llevados a cabo en poblacion
espafiola [140,141], en los que se determind que los pacientes con ictus de etiologia
lacunar presentan una mayor frecuencia del alelo C y del genotipo CC en posicion -174
del promotor del gen de la IL-6. Sin embargo otros trabajos observan mayo frecuencia

del alelo G en los pacientes con infarto cerebral [16,249].

Una revision de la literatura en el afio 2.007 reafirma estos datos, poniendo de
manifiesto las diferentes relaciones del polimorfismo -174GC del gen de la IL-6 con el
infarto cerebral. Asi se describen 2 estudios que relacionan el alelo G con la presencia
de infarto cerebral, y 4 estudios que relacionan esta patologia con el alelo C [149]. El
alelo C se ha asociado en ocasiones con una mayor expresion del gen de la IL-6 y
consecuentemente con niveles mas altos de esta interleuquina [143], mientras que otros
trabajos relacionan este alelo con niveles mas bajos de IL-6 [144], o no encuentran
diferencias significativas en las concentraciones de IL-6 en grupos con diferentes

genotipos [145].

Encontramos hallazgos contradictorios al estudiar este polimorfismo -174 GC
del gen de la IL-6 en los distintos grupos de gravedad y prondstico. La frecuencia del
alelo C fue mayor en pacientes con ictus menos graves, pero por el contrario fue mas
frecuente en los pacientes con peor situacion funcional al alta. No encontramos una
explicacion clara a este hecho, y no podemos establecer conclusiones determinantes al
respecto. Es posible que el alto porcentaje de pacientes con ictus cardioembolico tenga
que ver en estos resultados. Este tipo de ictus es el que probablemente tiene una menor
relaciéon con el polimorfismo descrito, y teniendo en cuenta el resto de resultados
obtenidos en este trabajo es probable que con un mayor nimero de pacientes se pueda

establecer una relacion de dicho alelo con mayor gravedad del infarto.

No existen muchos trabajos en la literatura que analicen este aspecto. Cabe
destacar un estudio que relaciona la presencia del genotipo GG con puntuaciones mas
altas en la escala NIHSS y con peor situacion funcional al alta, con mRS de 4 y 5 [146].
Sin embargo no estan incluidos en esa relacion el grupo de pacientes con dependencia

funcional con mRS de 3. Ademads en este trabajo se incluyen unicamente pacientes
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menores de 60 afos, con ictus e isquemia cerebral transitoria, por lo que los resultados

no son estrictamente comparables con los nuestros.

No hemos encontrado relacion de la distribucion del resto de polimorfismos
estudiados (polimorfismo -889 CT en el gen de la IL-1a, polimorfismos -511 CT y
+3954 CT en el gen de la IL-1B y polimorfismo -238 GA en el gen del TNF-a) con el
diagnostico de infarto cerebral. Aunque existe evidencia de su relacion con

enfermedades inflamatorias, su relacion con la isquemia cerebral es controvertida.

El alelo T en posicion -889 del gen de la IL-la se ha relacionado con la
susceptibilidad a padecer isquemia cerebral en poblacion coreana, aunque no existen
resultados similares en otras poblaciones. [154,164]. En nuestro trabajo no se encuentra
asociacion en la distribucion del polimorfismo -889 CT del gen de la IL-1a entre la

poblacion control y la poblacion de pacientes con ictus isquémico.

Tampoco se evidencia relacion del polimorfismo -511 CT del gen de la IL-1§
en ambos grupos, de la misma forma que ocurre en otros estudios [161], aunque
también existe algun trabajo con resultados opuestos, en los que el alelo T se asocia con

la isquemia cerebral de pequeio vaso [165].

Del mismo modo hay resultados contradictorios en relacion con el polimorfismo
-238GA del TNF-a y la isquemia cerebral. En algin caso se ha relacionado con la
presencia de ictus isquémico [177], mientras que en otros no se ha encontrado esta

relacion [171], de forma similar a lo observado en nuestro trabajo.

Todos estos resultados discrepantes pueden ser el resultado de la compleja
fisiopatologia de las citoquinas, de la gran cantidad de interacciones que se establecen
entre los distintos participantes en los mecanismos de inflamacién y de isquemia
cerebral, ademas de las diferencias entre diferentes poblaciones y distintas metodologias
de los estudios. Ademas es importante destacar que la etiologia mas frecuente del ictus
en los pacientes estudiados en nuestro grupo fue la cardioembolica, en la que la

patologia intravascular cronica, que es la que mas se asocia con las mutaciones
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descritas, probablemente tenga un papel menos relevante que en los ictus de causa

aterotrombotica o lacunar.

Relacion de las concentraciones de IL-6 con el uso previo de estatinas.

Se encontraron valores menores de TNF-a en pacientes con estatinas (1,5+0,5
pg/ml frente a 2,9+1,0 pg/ml; p 0,01). También se detectaron concentraciones mas bajas
de IL-6 en aquellos pacientes que estaban en tratamiento con estatinas antes del infarto,
respecto a los que no las tomaban (3,2+0,3 vs 4,1+0,9 pg/ml; p 0,008), y llamativamente
se detectaron niveles mas bajos de IL-6 en pacientes con antecedentes de DL frente a

los no dislipémicos (3,4 £0,3 vs 4,1+0,9 pg/ml; p 0,02).

En esta afirmacion atrae la atencion el hecho de que los pacientes dislipémicos
tuvieran niveles mas bajos de IL-6 que los que no lo eran, pero es probable que esto sea
debido, al menos en parte, a que una de las condiciones para clasificar a un paciente
como dislipémico fue que estuviera en tratamiento con estatinas, por lo que las estatinas
pudieran tener un efecto antiinflamatorio y disminuir los niveles de IL-6 en los
pacientes con DL. Esta explicacion se sustenta ademas al observar que los pacientes que
tenian tratamiento con estatinas previamente a suftir el ictus tenian niveles mas bajos de
IL-6. En este grupo se incluyen los pacientes con DL pero también los que usaban
estatinas como prevencion secundaria en casos de cardiopatia isquémica o ictus previo.

Estos resultados estan en concordancia con algunos trabajos en los que el
tratamiento con estatinas atenua la relacion entre enfermedad cardio y cerebrovascular y

aumento de marcadores plasmaticos de inflamacion, entre otros la IL-6 [250].

Sin embargo, no encontramos relacion entre el uso previo de estatinas con la
gravedad del infarto ni con el pronostico funcional, lo que si estd descrito ampliamente
en la literatura [231,251]. Es posible que la falta de asociacion se deba al bajo nimero
de pacientes analizados, y que la magnitud de la asociacién sea mayor al ampliar el

estudio en el futuro con un mayor numero de pacientes.

Como conclusion, podemos destacar que nuestra poblacion de estudio estd

constituida por pacientes de edad avanzada, con infartos cerebrales graves (puntuacion
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media de 12,3, en la escala NIHSS al ingreso) y con mala situacion funcional al alta
(puntuacion media de 3,4 en la escala mRS al alta). Esta gravedad de los infartos esta
muy probablemente relacionada con la etiologia cardioembdlica, que es la mas
frecuente en la serie, y con la elevada edad de los pacientes analizados. Los infartos
cardioembolicos son frecuentemente mas graves, porque afectan a territorios mas
extensos, y tienen consecuentemente un peor prondstico funcional. Hay algunos
estudios que demuestran niveles mas elevados de IL-6 y TNF-a en ictus de causa

cardioembolica que en ictus de otras etiologias [75,107].

Las relaciones de las concentraciones iniciales de fibrinogeno y de IL-6 con
mayor gravedad y peor pronodstico funcional, pueden permitir seleccionar un grupo de
pacientes de alto riesgo. Ademas es posible que otros marcadores, tales como IL-1a,
IL-1B y TNF-a puedan tener utilidad en este contexto. Asimismo seria interesante
evaluar a los pacientes de forma prospectiva, con un andlisis de su situacion funcional a
medio plazo para determinar si existe relacion con los niveles de citoquinas

determinados en las primeras horas de los sintomas.

También hemos observado que el tratamiento previo con estatinas parece
disminuir el estado inflamatorio en relacion a la isquemia cerebral, como lo demuestra
el hecho de que las concentraciones de IL-6 y de TNF-a sean menores en el grupo de
pacientes que tomaba previamente este farmaco. Queda por determinar si esto se
relaciona de forma significativa con un mejor prondstico funcional, para lo que creemos

importante aumentar el tamafio de la muestra en proéximos estudios.

La mayor frecuencia del alelo C en posicion -174 del gen de la IL-6 en pacientes
con infarto cerebral podria también ayudar a caracterizar este grupo de pacientes con

mayor riesgo de enfermedad cerebrovascular.

Por tanto, el andlisis de estos factores permitiria seleccionar de forma mas
estricta a aquellos pacientes de alto riesgo y peor pronéstico, en los que los que se
podrian aplicar medidas terapéuticas mas agresivas y quizds aumentar las indicaciones

de tratamientos farmacoldgicos, con estatinas y otros farmacos.
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1. La poblacion estudiada de pacientes con ictus presentd una frecuencia
elevada de factores de riesgo vascular, de los que destaca la HTA. Un porcentaje alto de
pacientes tienen antecedentes de FA, lo que se relaciona con el elevado porcentaje de
ictus de etiologia cardioembdlica de nuestra serie. Los pacientes analizados presentaron

infartos cerebrales graves y con mal pronostico funcional.

2. Los niveles de fibrindgeno en las primeras 24 horas tras el ictus se
relacionan con puntuaciones mayores en la escala de Rankin al alta, de forma que los
pacientes con concentraciones mayores de fibrindgeno al ingreso tienen un peor
prondstico funcional. Los niveles de IL-6 en las primeras 24 horas de la isquemia
cerebral se correlacionan de forma positiva con mayores puntuaciones en la escala

NIHSS al ingreso y con puntuaciones mas altas en la escala de Rankin al alta.

3. El alelo C en posicion -174 del gen de la IL-6 se relaciona con un riesgo
mayor de presentar infarto cerebral. No se ha evidenciado esta asociacion con los
polimorfismos -889 CT en el gen de la IL-1a, -511 CT y +3954 CT en el gen de la
IL-1B ni -238 GA en el gen del TNF-a. No existe una relacion concluyente entre los
diferentes genotipos estudiados con la gravedad del infarto y el pronéstico funcional.

4. La toma de estatinas previamente a padecer un infarto cerebral se
correlaciona con niveles mas bajos de IL-6 en el momento agudo de la isquemia. No
hemos encontrado relacion entre el consumo previo de estatinas y la gravedad o el

prondstico funcional tras el ictus.
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1. ESCALA NIHSS (Tomado de Montaner J. y Alvarez Sabin J.) [217]

la. Nivel de conciencia
0. Vigil, nivel de conciencia normal (alerta)
1. Responde a estimulos verbales (somnoliento)
2. Responde sélo a estimulos dolorosos o repetitivos (estuporoso)

3. Respuestas reflejas 0 ausencia de respuesta (coma)

1b. Orientacion
0. Dos respuestas correctas
1. Una respuesta correcta

2. Ninguna respuesta correcta

1c. Respuesta a ordenes verbales
0. Dos respuestas correctas
1. Una respuesta correcta

2. Ninguna respuesta correcta

2. Mirada conjugada horizontal
0. Normal
1. Paresia parcial de la mirada, sobrepasa la linea media

2. Paresia completa

3. Campo visual
0. Normal
1. Cuadrantanopsia
2. Hemianopsia homoénima

3. Hemianopsia homoénima bilateral, ceguera total
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4. Paresia facial
0. Normal
1. Paresia leve
2. Pardlisis parcial
3. Parélisis completa

5. Fuerza extremidad superior (5a: izquierda; 5b: derecha)
0. Normal
1. Claudica contra gravedad, pero resiste mas de 10 segundos
2. Claudica contra gravedad, pero resiste menos de 10 segundos
3. No levanta contra gravedad

4. No hay movimiento

6. Fuerza extremidad inferior (6a: izquierda; 6b derecha)
0. Normal
1. Claudica contra gravedad, pero resiste mas de 5 segundos
2. Claudica contra gravedad, pero resiste menos de 5 segundos
3. No levanta contra gravedad

4. No hay movimiento

7. Dismetria
0. No hay dismetria
1. Dismetria en una extremidad

2. Dismetria en dos extremidades

8. Sensibilidad
0. Normal
1. Hipoestesia leve-moderada

2. Hipoestesia grave-anestesia
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9. Lenguaje
0. Normal
1. Afasia leve
2. Afasia grave (el interlocutor mantiene el peso de la conversacion)

3. Mutismo

10. Disartria
0. Normal
1. Disartria leve. Lenguaje comprensible
2. Disartria grave. Lenguaje incomprensible, anartria

11. Extincion o inatencion
0. No hay
1. Inatencion o extincion en una de las modalidades (visual, tactil, auditiva,
espacial o corporal)

2. Grave 0 mas de una modalidad
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2. ESCALA DE RANKIN MODIFICADA (mRS) [222]

0. Asintomatico

1. Sin incapacidad importante

2. Incapacidad leve para realizar alguna de sus actividades previas, que las realiza con
dificultad pero sin precisar ayuda

3. Incapacidad moderada. Necesita alguna ayuda

4. Incapacidad moderadamente grave. Sin necesidad de atencion continua

5. Incapacidad grave. Totalmente dependiente, necesitando asistencia constante dia y
noche

6. Muerte
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