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Tesis Doctoral fndice de acrénimos y abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

AIT: ataque isquémico transitorio

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

BHE: barrera hematoencefalica

ELISA: del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

GCS: del inglés, Glasgow Coma Scale o escala de valoracion del coma
HIC: hemorragia intracerebral

HTA: hipertension arterial

LCR: liquido cefalorraquideo

MAVs: malformaciones arteriovenosas

MEC: matriz extracelular

MMP: del inglés, Matrix MetalloProteinase, Metaloproteasa de matriz
mRS: del inglés, modified Rankin Scale, escala funcional tras el ictus
NIHSS: del inglés, National Institutes of Health Stroke Scale, escala de
gravedad neuroldgica del ictus

NSE: del inglés Neuronal Specific Enolase, enolasa neuronal especifica
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PIC: presion intracraneal

RAGE: del inglés, Receptor for Advanced Glication End-products

rFVIla: del inglés, recombinant factor VII activated, o factor VII activado
recombinante

RM: resonancia magnética

rt-PA: del inglés recombinant tisular plasminogen activator, activador tisular
del plasmindgeno recombinante, agente trombolitico.

STICH: del inglés, International Surgical Trial in Intracerebral Hemorrhage,
estudio internacional de tratamiento quirdrgico en la HIC

TC: tomografia computerizada

TEP: tromboembolismo pulmonar

TIMPs: del inglés, Tissular Inhibitor MetalloProteinase, inhibidor tisular de
metaloproteasas

TUNEL: del ingles, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine 5-triphospate nick-end labelling.

TVP: trombosis venosa profunda

VCAM-1: del inglés, Vascular Cellular Adhesion Mollecule-1, molécula de
adhesion
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2.1. HEMORRAGIA INTRACEREBRAL

El ictus se define como un sindrome clinico, de presumible origen vascular, que
se caracteriza por el desarrollo rapido de signos de afectacidén neuroldgica focal.
Segun la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud), es la tercera causa de
muerte después de la cardiopatia isquémica y el cancer. En nuestro pais
constituye la primera causa de muerte en las mujeres de mas de 65 afios y en
los hombres de mas de 75 afios. También es la primera causa de invalidez y la
segunda de demencia.

En Catalufa, la prevalencia de ictus fue en el afo 2002 del 1,8% en los
hombres y del 1,4% en las mujeres de todas las edades. Ello supone que el
ictus es el responsable de mas de 15.000 ingresos hospitalarios al afio, y mas
de 5.000 pacientes mueren al afio por esta enfermedad (Document Marc per al

Pla d’Atencid a la malaltia vascular cerebral 2003-2006).

Aproximadamente el 80% de todos los ictus son isquémicos, es decir estan
producidos por una disminucidon subita del aporte sanguineo al parénquima
cerebral. El ictus hemorragico, constituye el 20% restante y aparece como
consecuencia de la rotura de un vaso del interior de la cavidad craneal. En
funcidon de la localizacion de la sangre extravasada puede dividirse en cinco
categorias: hemorragia intracerebral (HIC), hemorragia subaracnoidea,
hemorragia intraventricular, y hematomas subdural y extradural. La HIC se

define como aquella coleccion hematica situada dentro del parénquima
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encefalico, con o sin comunicacion con los ventriculos o el espacio
subaracnoideo.

Esta tesis esta dirigida al estudio de los procesos moleculares que suceden tras
la HIC, y con especial énfasis, en la identificacion de marcadores bioldgicos
relacionados con la evolucién y el prondstico de los pacientes que puedan ser

aplicados en la practica clinica.

2.2. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia anual de la HIC en la poblacion europea es de aproximadamente
15 por cada 100.000 habitantes (Broderick J, Handbook of Neuroepidemiology,
1994). Esta cifra aumenta con la edad, de modo que llega a ser de 25 por cada
100.000 habitantes en el grupo de poblacién superior a los 80 afos. Otras
razas, como la negra y la asiatica, muestran una mayor incidencia, alcanzando

hasta 35 por cada 100.000 habitantes (Broderick et al, N Engl J Med, 1992).

2.3. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo no modificables mejor conocidos para presentar una HIC
son la edad y la raza.

Existen otros factores de riesgo potencialmente modificables, de los cudles el
mas importante es la hipertension arterial (HTA), cuya relacién con la HIC se
analizara en detalle en el apartado 2.4 de etiologia de la HIC. Otros, como el
abuso de alcohol aumentan el riesgo de presentar una HIC por mudltiples

mecanismos. Asi, actia produciendo alteraciones plaquetarias y de la
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coagulacion, y afectando a la integridad de los vasos (Juvela et al, Stroke,
1995).

La angiopatia amiloide cerebral es un factor de riesgo para los pacientes de
edad avanzada, especialmente para los portadores de los alelos €2 y €4 del gen
de la apolipoproteina E (O’'Donnell et al, N Engl J Med, 2000).

El creciente uso de farmacos antiagregantes, anticoagulantes, tromboliticos v el
consumo de farmacos o drogas con actividad simpaticomimética también
aumentan el riesgo de sufrir una HIC, asi como el ser portador de una diatesis
hemorragica. Otros factores de riesgo menos establecidos son la
hipocolesterolemia (Segal et al, Neuroepidemiology, 1999), el haber presentado
un infarto cerebral previo, la leucoaraiosis y ciertos polimorfismos genéticos
(Woo et al, Stroke, 2002).

Por Ultimo, las variaciones estacionales influyen en el riesgo de sufrir una HIC
de origen hipertensivo, con mayor incidencia en el invierno (Caplan et al, Arch

Neurol, 1984).

2.4. ETIOLOGIA DE LA HIC

La clasificacion etioldgica de las hemorragias cerebrales distingue entre
primarias y secundarias. Las primarias son las mas frecuentes y se deben a la
ruptura espontanea de un vaso afectado por los cambios producidos por la
hipertensién arterial o la angiopatia amiloide. Las secundarias se asocian a
tumores, malformaciones vasculares, consumo de drogas o alteraciones de la
coagulacién, entre otras multiples causas. La siguiente tabla (Tabla 1) resume

las posibles etiologias de la HIC.
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Tabla 1: Factores etiol6gicos en la HIC

Hipertension arterial crénica
Angiopatia amiloide cerebral
e Malformaciones vasculares
Malformacion arteriovenosa
Telangiectasia
Angioma cavernoso o cavernoma
Angioma venoso
Aneurismas (saculares, infecciosos, traumaticos, neoplasicos)
Diatesis hemorragicas
Coagulopatias primarias: hemofilia A y B, déficit de factor de Von Willebrand, afibrinogenemia.
Coagulopatias secundarias: purpura trombocitopénica idiopatica, coagulacion intravascular
diseminada, purpura trombética trombocitopénica, trombocitopenia y sindromes
mieloproliferativos, mieloma multiple
Farmacos antitrombéticos: antiagregantes, anticoagulantes, tromboliticos
Tumores cerebrales primarios o metastaticos
e Vasculopatias
Vasculitis sistémicas
Vasculitis aislada del SNC
Otras: sarcoidosis, Enfermedad de Behget, Enfermedad de Moya-Moya, diseccion arterial,
vasculitis infecciosas
e Causas relacionadas con picos hipertensivos
Farmacos o drogas con efecto simpaticomimético (anfetaminas, efedrina, descongestionantes
nasales, cocaina, IMAQO)
Exposicion al frio
Tras estimulacion del nervio trigémino
Durante cateterismo cardiaco
Tras picadura de escorpidn o avispa
e Tras situaciones de cambio de flujo cerebral
Tras endarterectomia o angioplastia carotidea
Tras intervencion por cardiopatia congénita
Tras trasplante cardiaco
e Otras
Alcohol, metanol
Migrafa
Trombosis venosa cerebral
Desconocida

2.4.1. Hipertension arterial

La HIC de causa hipertensiva se produce principalmente por dos mecanismos:
a) por la ruptura de pequenas arterias perforantes lesionadas por la HTA
cronica y b) por alteraciones agudas en la presion arterial en arteriolas y
capilares no acostumbrados a estos cambios circulatorios.

La HTA crénica produce cambios histoldgicos que afectan predominantemente
las porciones medias o distales de las arterias perforantes (de un diametro

entre 50 y 200 pm) o bien sus bifurcaciones. Dichos cambios son la
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lipohialinosis, necrosis fibrinoide, degeneracion de la capa media vy
microaneurismas de Charcot-Bouchard (Fisher, J Neuropathol Exp Neurol,
1971). Al afectarse principalmente las arterias perforantes, las localizaciones
mas tipicas de las hemorragias de origen hipertensivo son el putamen, talamo,
protuberancia, cerebelo y sustancia blanca subcortical, aunque en menor
proporcién, la HTA puede ser la causa de una HIC de localizacion lobar

(Broderick et al, Stroke, 1993).

2.4.2. Angiopatia amiloide cerebral

La angiopatia amiloide cerebral, también denominada angiopatia congdfila, se
debe al depdsito de proteina beta-amiloide en la pared de las arterias de
pequeiio y mediano calibre de la superficie cortical y leptomeningea.

Su incidencia aumenta con la edad y en sujetos con enfermedad de Alzheimer,
cuya presencia en series necropsicas puede llegar hasta el 98% de los casos. Es
la causa mas frecuente de HIC de origen no hipertensivo en adultos de mas de
55-60 afios de edad.

Existen varias formas familiares de angiopatia amiloide cerebral, que se
heredan con un patron de herencia autosémica y en las que se han encontrado
diferentes mutaciones en el gen de la proteina precursora de la beta amiloide.
Dichas formas familiares asocian la presencia de HIC, a crisis comiciales,
demencia de inicio precoz, etc. Sin embargo, la forma mas comun de angiopatia
amiloide cerebral, es la esporadica, asociada a la edad (Greenberg, Neurology,

1998).
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La localizacién mas frecuente de la hemorragia cerebral asociada a angiopatia
amiloide cerebral es, al contrario de lo que ocurre en la HTA, la lobar, con
preferencia por los I6bulos occipital y parietal, aunque puede localizarse en
cualquiera de los demas. Con frecuencia el sangrado puede tener una
localizacién subaracnoidea y tiende a ser recurrente y mdltiple.

La agrupacion de estas caracteristicas (localizacion lobar, multiplicidad, edad) y
la ausencia de otras causas que puedan producir las hemorragias son la base
del diagndstico clinico de probabilidad, cuyos criterios han sido validados con
estudios histoldgicos (Knudsen et al, Neurology, 2001). Dado que el depdsito de
la proteina es parcheado, el estudio histoldgico de biopsias corticales es poco
rentable (Greenberg et al, Stroke, 1997) y el diagndstico definitivo sélo puede
realizarse mediante el estudio necropsico cerebral, una vez ha fallecido el
paciente.

Como factores de riesgo, independientes de la edad, para presentar una
angiopatia amiloide cerebral se han descrito diversos polimorfismos genéticos,
el mas importante de los cuales es el del gen de la apolipoproteina E
(Greenberg et al, Stroke, 1996).

La existencia de otras posibles etiologias, como la HTA, no excluye a la
angiopatia amiloide cerebral como causa de HIC de localizaciéon lobar, si se
cumplen el resto de criterios diagndsticos, como se ha demostrado

recientemente en un estudio histopatoldgico (Ritter et al, Neurology, 2005).
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2.4.3. Malformaciones vasculares y aneurisimas

Las malformaciones vasculares son causa de aproximadamente el 5% de las
HIC y deben sospecharse en personas jovenes, ya que en la poblaciéon menor
de 45 afos pueden representar hasta un 38% de los casos.

Entre las malformaciones vasculares se incluyen las malformaciones
arteriovenosas (MAVs), angiomas cavernosos (0 cavernomas), angiomas
venosos Y telangiectasias capilares.

Las MAVs se subclasifican en piales y durales y su ruptura conduce a un
sangrado de localizacion lobar, siendo necesaria la practica de una arteriografia
para su diagndstico. El riesgo neto de un primer sangrado por una MAV no rota
es de aproximadamente un 2%. Sin embargo, el riesgo de recurrencia
hemorragica durante el primer afio puede llegar al 18%, siendo posteriormente
mas incierto (Al Shahi et al, Brain, 2001).

Los angiomas cavernosos 0 cavernomas son malformaciones vasculares de
pequefio tamano, excluidas de la circulacion, por lo que su diagndstico se
realiza por RM craneal, siendo arteriograficamente ocultas. Pueden ser multiples
y mostrar agregacion familiar y el riesgo de sangrado es menor que para las
MAVs, alrededor de un 4,5% al afio (Kondziolka, J Neurosurg, 1995). Los
angiomas venosos suelen ser hallazgos incidentales y se asocian con frecuencia

a cavernomas. Su riesgo de sangrado es bajo, del orden del 0,15%.

La ruptura de aneurismas intracraneales se asocia a hemorragia subaracnoidea,
pero puede producir también una HIC. El riesgo de recurrencia es muy elevado

durante los primeros 6 meses (hasta un 50%) reduciéndose posteriormente
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hasta un 3% al afio (Jane et al, J Neurosurg, 1985). Para su diagndstico, en
general se requiere la practica de una arteriografia convencional, si bien la
angiografia por tomografia computerizada puede detectar con alta sensibilidad
y especificidad la mayoria de casos de aneurismas rotos de la arteria cerebral

media (Anderson et al, Neurosurgery, 1999).

2.4.4. Tumores cerebrales

Los tumores constituyen una causa menos frecuente de HIC, situandose entre
el 6 y 10% (Wakai et al, Neurosurgery, 1982). En general cursan con datos
clinicos o radiolégicos que nos hacen sospechar esta etiologia, como son: la
localizacion atipica de la HIC, un gran efecto de masa asociado a edema de la
sustancia blanca y el realce nodular en la periferia del hematoma tras la
administracion de contraste, entre otros datos.

Dentro de los tumores cerebrales primarios los que mas sangran son los
gliomas. En cuanto a las metastasis, su frecuencia de sangrado en orden
decreciente es: carcinoma broncogénico, melanoma, mama, coriocarcinoma e

hipernefroma.

2.4.5. Anticoagulantes

El tratamiento con anticoagulantes orales dobla el riesgo de presentar una HIC,
alcanzando una incidencia anual de entre el 0,3% al 0,6%. Los factores de
riesgo mejor conocidos para presentar esta complicacion son la edad avanzada
(especialmente en mayores de 75 afios), la HTA mal controlada, la historia de

ictus previos y la intensidad de la anticoagulacion (Hart et al, Stroke, 2005). Las
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HIC asociadas a anticoagulantes orales tienen en general un peor prondstico,
aumentando la mortalidad de forma dependiente a la intensidad de la
anticoagulacion (Rosand et al, Arch Intern Med, 2004).

El tratamiento con heparina también puede producir hemorragias

intracerebrales, aunque con mucha menor frecuencia.

2.4.6. Antiagregantes plaquetarios

El tratamiento con acido acetilsalicilico aumenta el riesgo de HIC en
aproximadamente un 40% (riesgo estimado entre 23% y 84%), siendo éste
menor con otros antiagregantes plaquetarios (Hart et al, Stroke, 2005).

El riesgo de presentar una HIC en pacientes tratados con doble antiagregacion
(acido acetilsalicilico y clopidogrel) parece ser superior en la prevencion
secundaria del ictus que en la de eventos coronarios (Yusuf et al, N Engl J Med,
2001). Asi, la combinacion de dosis bajas de estos antiplaquetarios ha mostrado
una tasa superior de HIC que el tratamiento aislado con clopidogrel en el
estudio MATCH (Management of Atherothrombosis with Clopidogrel in High risk
patients), que incluyd a pacientes con un ictus o AIT reciente (Diener et al,

Lancet, 2004).

2.4.7. Tromboliticos

El tratamiento trombolitico para el ictus isquémico y el infarto agudo de
miocardio se asocia a HIC. Las variables predictoras mas importantes del riesgo
de desarrollo de HIC en pacientes que reciben tratamiento trombolitico por un

infarto agudo de miocardio son: la edad>65 afos, peso<70 kg, la presion
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arterial por encima de 170/95 mm de Hg y el tratamiento con rtPA (The GUSTO
investigators, N Engl J Med, 1993).

El uso de rtPA endovenoso en pacientes con infarto cerebral se relaciond con
una frecuencia de HIC de 6,4% respecto a 0,6% en el grupo placebo en el
estudio aleatorizado del NINDS y del 8,1% vs. 0,8% en el ensayo clinico
ECASS-II (Hacke et al, Lancet, 1998; The National Institute of Neurological
Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, N Engl J Med, 1995). Los
factores de riesgo implicados son: a) edad> 75 afios, b) déficit neuroldgico
importante, ¢) presencia de signos precoces de isquemia extensa en la TC

inicial, d) diabetes mellitus o glucemia elevada y e) plaquetopenia.

2.4.8. Drogas simpaticomiméticas

Las drogas que se asocian mas frecuentemente a la HIC son las anfetaminas, la

cocaina y los descongestionantes nasales.

2.4.9. Miscelanea

Entre las causas mas raras asociadas a HIC cabe considerar aquellas
relacionadas con vasculitis sistémicas o primarias del SNC, o las relacionadas
con picos hipertensivos.

La HIC puede producirse también en el contexto de un sindrome de
hiperperfusion tras endarterectomia carotidea o angioplastia carotidea hasta en
un 1% de los casos. Los factores de riesgo mas importantes asociados a ésta

son el grado de estenosis arterial ipsilateral, la presencia de estenosis u
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oclusion carotidea contralateral y la presencia de HTA en el momento del

procedimiento (Abou-Chebl et al, J Am Coll Cardiol, 2004) .

2.5. CLINICA

La HIC suele debutar como un déficit neuroldgico focal de inicio brusco que
progresa en los siguientes minutos u horas. La progresion precoz del déficit
neuroldgico en muchos pacientes con HIC se debe a persistencia del sangrado y
crecimiento del hematoma durante las primeras horas. Hasta en el 50% de los
casos, el déficit neuroldgico se acompana de disminucion del nivel de conciencia
de forma precoz, un hecho menos frecuente en el ictus isquémico. Asimismo,
es frecuente la presentacion clinica con cefalea (hasta 40% de los pacientes) y
vomitos (50%). La HTA puede ocurrir hasta en un 90% de los pacientes con
HIC. En los casos en que hay extensidon de la HIC hacia el espacio
subaracnoideo puede haber rigidez de nuca.

Y hasta en un 6-7% de los casos se pueden presentar de forma precoz crisis
comiciales parciales o secundariamente generalizadas, sobretodo en las HIC de

localizacion lobar.

2.6. DIAGNOSTICO DE LA HIC

Para la realizacion de un correcto diagnostico de la HIC deberan seguirse varios
pasos. Por un lado, la historia clinica debera incluir los antecedentes médicos
personales y familiares y estara dirigida a descartar todas aquellas causas
potenciales de HIC previamente descritas. La exploracion fisica nos ayudara a

descartar enfermedades sistémicas (como por ejemplo una vasculitis, o una
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neoplasia diseminada) y a determinar la repercusion sistémica de una posible
HTA.

Por otra parte nos ayudaremos de las exploraciones complementarias basicas
como las pruebas de laboratorio (que deberan incluir un hemograma completo,
perfil de coagulacion, funcidon hepatica y renal, ionograma y despistaje de
ciertas drogas), el electrocardiograma vy la radiografia de torax.

Finalmente, seran necesarias una o varias exploraciones de neuroimagen y/o
angiograficas. La necesidad de las exploraciones angiograficas se valorara
individualmente en funcién de la edad, localizacion de la HIC, antecedentes

médicos y estabilidad clinica en cada caso.

2.6.1. Tomografia computerizada craneal

La tomografia computerizada (TC) craneal simple constituye el método mas
rapido y fidedigno para el diagndstico de la HIC aguda. Permite la localizacion
de la lesion, el calculo del volumen del componente hemorragico y aporta
informacion sobre el efecto de masa que ejerce la HIC en el resto de
estructuras cerebrales. Esta indicada como prueba de eleccién para el
diagndstico en cualquier paciente con sospecha de HIC. En fase aguda, la lesion
hemorragica aparece como una coleccidén hiperdensa (a veces con un halo
hipodenso periférico debido a la formacién de edema cerebral). Sélo en

pacientes con intensa anemia puede aparecer isodensa en dicha fase.

La TC craneal nos ofrece informacidon acerca de la etiologia en algunos casos.

La presencia de sangre en ciertos compartimentos cerebrales, la localizacién de
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la HIC y la presencia de calcificaciones o de lesiones expansivas nos puede
orientar hacia una causa subyacente. Ademas, hoy en dia estan disponibles
técnicas de angiografia por TC (Angio-TC) que ayudan al diagndstico de
malformaciones vasculares subyacentes.

A grandes rasgos, la TC cerebral nos permitira diferenciar tres grandes tipos de

HIC: hemorragias profundas, lobares y de fosa posterior (Figura 1).

Figura 1: Representacion de las principales localizaciones de la HIC.

A: hemorragia de localizacion lobar, B y C: hemorragias profundas (ganglios basales), D y E: hemorragias de fosa
posterior (D: tronco encefalico, E: cerebelo). Tomada de Qureshi et al. Spontaneous intracerebral hemorrhage. NEJM
2001: 1450-60.

2.6.1.1. Medicion del volumen lesional

Para la medicién del volumen de la lesidn hemorragica se debe seguir el
método denominado ABC/2 (Gebel et al, Stroke, 1998; Kothari et al, Stroke,
1996), basado en el calculo del volumen de una esfera o un elipsoide. Para la
aplicacion de este método en la HIC se selecciona el corte de la TC craneal
donde se observa el area hemorragica de mayor tamafio, siendo A la longitud
maxima del area hiperdensa y B el didametro transversal determinado en el

mismo corte. El parametro C o altura de la lesion se calcula mediante la
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sustraccion de los valores de la posicién de la camilla del ultimo y del primer

corte en los cuales se visualiza la lesion (Figura 2).

A= 65mm B= 40mm C= 25mm

ABCR=—BOX40X25 o so0mme= 32,5 cc

2

Figura 2: Ejemplo del calculo del volumen de la HIC. Tomada de “Protocolo de diagnostico y tratamiento de
la Hemorragia Intracerebral de origen no traumatico”. Hospital Vall d’Hebron.

La TC permite la aproximacién a otros datos de interés en la fisiopatologia de la
HIC, como son el crecimiento y la presencia de edema perilesional.
El crecimiento de la HIC entre dos exploraciones de TC craneal fue definido por
primera vez por Brott y colaboradores (Brott et al, Stroke, 1997) como un
incremento en el volumen superior al 33% en una exploracion de TC
comparada con la previa. Los motivos para escoger el 33% como un
crecimiento relevante fueron los siguientes:
- El 33% es el cambio en el volumen de una esfera que corresponde a un
10% de cambio en su diametro, el cual puede ser facilmente observable

a simple vista.
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- Especialmente en las HIC de pequefio tamafio, un cambio en el volumen
de hasta el 33% puede producirse al haberse obtenido las imagenes de

TC de diferentes formas en las dos exploraciones.

En estudios posteriores se han utilizado definiciones similares del calculo del
crecimiento de la HIC para las hemorragias de pequefio volumen (<20 mL),
aplicando un incremento superior al 10% en las de mayor tamano (Leira et al,

Neurology, 2004; Silva et al, Stroke, 2005).

La medicion del edema o hipodensidad perilesional se calcula al sustraer el
volumen de la HIC al volumen total de la lesion (HIC+ hipodensidad

perihematoma).

2.6.2. Resonancia magnética cerebral

Dada la progresiva instauracion del tratamiento trombolitico en el infarto
cerebral, existen cada vez mas evidencias de que la resonancia magnética
(RM) cerebral permite el diagnostico de la HIC de forma fiable y rapida desde
las primeras horas (Kidwell et al, JAMA, 2004). Ademas, gracias a la técnica de
angiografia por RM (Angio-RM) puede realizarse el diagndstico de la causa
subyacente, constituyendo la prueba de eleccion cuando no existe la posibilidad
de realizar un estudio de TC craneal y/o Angio-TC. Asi pues, los estudios de RM
cerebral y Angio-RM tendran las mismas indicaciones que la TC craneal y Angio-
TC en situaciones especiales (alergia a contrastes yodados, gestacion,

problemas técnicos de la TC o Angio-TC, etc).
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Constituye también la técnica diagndstica de eleccion ante la sospecha de
trombosis de senos venosos. La RM craneal es especialmente util en el
diagndstico de malformaciones vasculares arteriograficamente ocultas
(cavernomas) y de causas mas raras de HIC (vasculitis, enfermedad de Moya-

Moya, etc.).

2.6.3. Angiografia convencional

La posibilidad de realizar una valoracion angiografica tanto por TC como por RM
craneal, ha modificado el papel en los Ultimos afos de la arteriografia
convencional. Sin embargo, esta técnica continla siendo la exploracion de
eleccién ante la sospecha de patologia vascular estructural subyacente. Dado
que dicha exploracion no carece de complicaciones, su indicacion debera
establecerse en funcién del riesgo/beneficio y de forma individualizada.

Los signos sugestivos en la TC de la existencia de una lesion vascular
subyacente son la presencia de sangre subaracnoidea o intraventricular, las
calcificaciones intracraneales, las estructuras vasculares prominentes o la
presencia de una HIC de localizacién determinada (por ejemplo perisilviana en
los aneurismas de la arteria cerebral media). En dichos casos y segun el estudio
de Halpin y colaboradores (Halpin et al, J Neurol Neurosurg Psychiatry, 1994),
la arteriografia es positiva hasta en el 84% de los casos respecto a sélo un 24%
de los casos cuando no existe ningln dato sugestivo.

También la edad del paciente, la localizacion de la HIC y la HTA preexistente se
consideran factores determinantes de la probabilidad de encontrar una

malformacion vascular subyacente. Asi, en el estudio de Zhu y colaboradores
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(Zhu et al, Stroke, 1997), la arteriografia fue positiva en el 49% de los
hematomas lobares (Unicamente en un 10% en ancianos hipertensos pero en
64% de los pacientes de edad inferior a 45 afos no hipertensos) y hasta en el
65% de las hemorragias intraventriculares puras. No se obtuvo ningun
beneficio diagndstico en los pacientes hipertensos con HIC de localizacion
tipicamente hipertensiva (putamen, talamo o fosa posterior).

En resumen, la arteriografia convencional estaria indicada en los pacientes con
HIC no traumatica, a excepcion de los mayores de 45 afos, con HTA previa y

con hemorragias localizadas en putamen, talamo o fosa posterior.

2.7. TRATAMIENTO DE LA HIC

Pese al conocimiento de la elevada mortalidad y discapacidad que conlleva la
HIC, alin hoy dia se desconoce cual es su tratamiento 6ptimo, tanto desde el
punto de vista médico como quirurgico. En este apartado revisaremos
brevemente las evidencias de las que se dispone en cuanto al tratamiento
médico y quirdrgico de estos pacientes y finalmente nos centraremos en las
nuevas perspectivas de tratamiento, que han sido el resultado de Ia

investigacién en los ultimos afios.

2.7.1. Tratamiento médico

Sélo se han realizado cuatro pequefios estudios aleatorizados de tratamiento
médico para la HIC en los que se testaba la eficacia de: esteroides vs. placebo,
hemodilucidn vs. mejor tratamiento médico y glicerol vs. placebo (Italian Acute

Stroke Study Group, Lancet, 1988; Tellez et al, Stroke, 1973; Yu et al, Stroke,
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1992). Ninguno de estos estudios mostrd un beneficio significativo del
tratamiento. El tratamiento con esteroides mostré incluso mayor tendencia a
presentar complicaciones infecciosas que el grupo placebo.

En consecuencia, las guias de tratamiento médico actuales se basan en la
experiencia de series clinicas y en las guias generales de tratamiento de
enfermos de cuidados intensivos (Broderick et al, Stroke, 1999; Hack et al,
Cerebrovasc Dis, 2003; Lainez et al, Rev Neurol, 2000).

De forma muy resumida, las medidas generales del tratamiento médico se

basan en los siguientes puntos:

a) Mantener permeable la via aérea y una oxigenacion adecuada.

Los pacientes que presenten una disminucidn progresiva del nivel de conciencia
o signos de disfuncién del tronco encefalico (alteraciones pupilares, patron
respiratorio severamente afectado, respuestas posturales andmalas...) pueden
ser candidatos a mantener permeable la via aérea mediante intubacion
orotraqueal.

b) Manejo de la presion arterial.

En general, las recomendaciones de tratamiento de la presion arterial en la
hemorragia cerebral son mas agresivas que en los pacientes con ictus
isquémico, por el tedrico aumento de riesgo de sangrado persistente desde las
arterias pequenas y arteriolas. Sin embargo, un tratamiento hipotensor
demasiado agresivo puede disminuir la presién de perfusion cerebral y
tedricamente empeorar el dafio cerebral, particularmente en casos en que hay

hipertension intracraneal. Para balancear estos dos hechos, se recomienda que
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la presidn arterial sistdlica no exceda los 185 mmHg y/o la presién arterial
diastolica los 105 mmHg.

c) Fluidoterapia y manejo hidroelectrolitico.

Se administraran liquidos con el objetivo de conseguir la euvolemia e
intentando evitar soluciones hipoosmolares.

d) Tratamiento de la hipertermia.

Se debera tratar la hipertermia e investigar las fuentes de infeccion mas
comunes (respiratorias y del tracto urinario), administrandose tratamiento
antibiotico en los casos oportunos.

e) Manejo de la hipertension intracraneal.

La hipertension intracraneal se define como una presion intracraneal (PIC)
superior a 20 cm de H,0 durante mas de 5 minutos. Clinicamente se sospechara
ante un paciente que presenta cefalea, vomitos y edema de papila, con mayor
o menor grado de disminucién del nivel de conciencia y con evidencia en la TC
craneal de una HIC con efecto de masa o hidrocefalia.

Ademas de las medidas generales (elevar la cabecera 309, evitar aumentos de
la presion intratoracica, control de la agitacion psicomotora y de la
hipertermia...), la osmoterapia con manitol (un maximo de 5 dias y nunca de
forma profilactica) puede utilizarse como medida especifica para el control de la
PIC. La hiperventilacion, los relajantes musculares, farmacos sedantes y como
ultimo recurso el coma barbittrico, son medidas avanzadas para el control de la
PIC.

e) Tratamiento de las crisis comiciales.
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f) Prevencion de la trombosis venosa profunda (TVP) y el
tromboembolismo pulmonar (TEP).

g) Prevencion de la aspiracion del contenido gastrico.

i) Medidas especificas:

-En pacientes con alteraciones de la hemostasia, como aquellos que
reciben tratamiento anticoagulante, se planteara el uso de plasma fresco o
factores del complejo protrombinico, lo antes posible, para normalizar la
coagulacién (Goldstein et al, Stroke, 2006).

-Los pacientes trombopénicos pueden requerir transfusiones de
plaquetas en fase aguda.

-En etiologias especiales (trombosis de senos y venas cerebrales,

vasculitis) se realizara el tratamiento especifico de cada entidad.

2.7.2. Tratamiento quirargico

En la actualidad, el manejo quirdrgico de la HIC continta estando poco claro.
Ello, en parte, se debe a una escasez cualitativa y cuantitativa de estudios que
permitan otorgar una suficiente evidencia cientifica para establecer unas claras
indicaciones quirdrgicas, e incluso, ni siquiera para permitir afirmar si la cirugia
ofrece unas mejores posibilidades prondsticas que el tratamiento médico. La
siguiente tabla (Tabla 2) resume las principales caracteristicas de los estudios
mas importantes que se han realizado en este campo (Auer et al, J Neurosurg,
1989; Batjer et al, Arch Neurol, 1990; Juvela et al, J Neurosurg, 1989;
McKissock W et al, Lancet, 1961; Morgenstern et al, Neurology, 1998;

Teernstra et al, Stroke, 2003; Zuccarello et al, Stroke, 1999).
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Tabla 2: Estudios randomizados publicados comparando tratamiento médico y quirurgico.

AUTORES GRUPOS DE NUMERO DE MUERTE O CARACTERISTICAS
TRATAMIENTO PACIENTES DISCAPACIDAD
POR GRUPO AL 6° MES/%
McKissock Craneotomia 89 88 Era pre-TC
Tratamiento médico 91 89
Juvela Craneotomia 26 96 Tiempo largo hasta el
tratamiento: el mas
Mejor tratamiento médico 26 81 precoz a las 6 horas
Pacientes graves
Batjer Craneotomia 8 75 Incluidos solo pacientes
con hemorragias
Mejor tratamiento médicoy | 9 78 putaminales =23 cm de
monitorizacion PIC diametro
4 100
Auer Cirugia endoscépica 50 74 Beneficios limitados a
pacientes con
Tratamiento médico 50 90 hemorragias lobares
Zuccarello Craneotomia o aspiracién 9 22 (3* mes) Escaso numero de
estereotaxica pacientes
Tratamiento médico 11 27 (3* mes)
Morgenstern Craneotomia 17 17 mortalidad Cirugia precoz (dentro
de las primeras 12
Tratamiento médico 17 24 mortalidad horas)
Teernstra Aspiracion 36 56 Alto indice de
estereotaxica+urokinasa resangrado en el grupo
quirurgico
Tratamiento médico 35 59
Por dultimo, recientemente se han publicado los resultados del STICH

(International Surgical Trial in Intracerebral Hemorrhage) (Mendelow et al,
Lancet, 2005), el estudio randomizado con mayor numero de pacientes
incluidos hasta la fecha. En total, se incluyeron 1033 pacientes (503 en el grupo
de cirugia y 530 en el grupo de tratamiento médico conservador). La cirugia se
realizd dentro de las primeras 24 tras la aleatorizacion (mediana de 30 horas).
Globalmente, no se obtuvieron beneficios significativos del tratamiento
quirdrgico respecto al médico (el 26% de los pacientes tuvieron un prondstico
favorable en el grupo quirdrgico comparado con el 24% de pacientes en el
grupo de tratamiento médico). Sin embargo, en el analisis por subgrupos, las

HIC localizadas en la superficie (a menos de 1 cm de la superficie cortical) se

beneficiaron del tratamiento quirdrgico, que en un 70% fue realizado mediante
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una craneotomia, aunque el abordaje quirdrgico fuese decision del
neurocirujano responsable.

Es importante remarcar que la aleatorizacién de los pacientes incluy6é sdélo a
aquellos en los que el neurocirujano responsable tuvo dudas sobre cudl podia
ser el mejor tratamiento. Ademas, un 26% de los pacientes que inicialmente
fueron asignados a recibir tratamiento médico, se operaron posteriormente, en
su mayor parte por presentar deterioro neurolégico. La mayoria de los
pacientes que deterioraron tenian a su llegada hemorragias subcorticales y mas
grandes que las del grupo de tratamiento conservador.

En resumen, los resultados del STICH no han cambiado significativamente la
practica clinica habitual, siendo las HIC profundas en pacientes con una
puntuacion en la escala del coma de Glasgow (GCS) entre 7 y 12, aquellas en
las que el beneficio de la cirugia es mas incierto (Tabla 3).

En el futuro, y sobretodo en las HIC profundas, deberia considerarse si el
abordaje quirirgico menos invasivo (por ejemplo, por via endoscopica) puede

resultar de utilidad.
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Tabla 3: Recomendaciones para el tratamiento quirdrgico de la HIC. Tomada de: Broderick JP
et al. Guidelines for the management of spontaneous intracerebral hemorrhage. A statement for
healthcare professionals from a special writing group, American Heart Association. Stroke
1999; 30:905-915.

PACIENTES NO QUIRURGICOS

e Pacientes con HIC pequefias (<10 cm3) o con déficits neuroldgicos minimos (niveles de
evidencia de Il a V, grado de recomendacién B).

e Pacientes con una puntuacion en la GCS<4 (niveles de evidencia de Il a V, grado de
recomendacién B). Sin embargo, pacientes con una puntuacion en dicha escalas4 que tienen
una hemorragia cerebelosa con compresion del tronco del encéfalo pueden ser candidatos

quirargicos en determinadas situaciones clinicas.

CANDIDATOS QUIRURGICOS

e Pacientes con HIC cerebelosas>3 cm que presentan deterioro neurolégico o que tienen
compresion de tronco o hidrocefalia obstructiva, tan pronto sea posible (niveles de evidencia de
Il a V, grado de recomendacion C).

e HIC asociada a una lesion estructural como aneurismas, malformaciones arteriovenosas o
angiomas cavernosos deberian ser evacuados si hay posibilidad de un buen prondstico y la
lesion es accesible quirirgicamente (niveles de evidencia de Il a V, grado de recomendacion C).

e Pacientes jévenes con una hemorragia lobar de tamafio moderado a grande que estén

clinicamente deteriorando (niveles de evidencia de Il a V, grado de recomendacién B).

NO ESTA CLARO CUAL ES LA MEJOR TERAPIA

o El resto de pacientes.

2.7.3. Nuevas perspectivas en el tratamiento

En el ultimo afio se han publicado también los resultados del tratamiento
ultraprecoz con factor VII activado recombinante (rFVIIa) (Mayer et al, N Engl J

Med, 2005). Dicho factor de la coagulacion promueve la hemostasia en
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pacientes hemofilicos que tienen anticuerpos dirigidos contra los factores VIII o
IX, pero también en pacientes sin coagulopatia. Las bases para dicho
tratamiento en la HIC asientan en el hecho de que aproximadamente un tercio
de los pacientes con una HIC diagnosticada dentro de las tres primeras horas,
van a presentar un crecimiento significativo de ésta, sobretodo durante la
siguiente hora. Ademas, dicho crecimiento se asocia a deterioro neuroldgico

posterior.

Este estudio aleatorizd a 399 pacientes con una HIC de menos de 3 horas de
evolucion, a recibir placebo (n=96), 40 pg/kg de rFVIIa (n=108), 80 pg/kg de
rFVIIa (n=92) o 160 pg/kg de rFVIIa (n=103) dentro de la siguiente hora tras
la realizacién de la TC cerebral basal. El porcentaje en el cambio de volumen de
la HIC (objetivo primario del estudio) en el grupo placebo fue del 29% respecto
a 16%, 14% y 11% en los tres grupos de tratamiento (40, 80 y 160 ug/kg), en
el que se consiguieron reducciones absolutas del volumen de 3,3; 4,5y 5,8 mL
a las 24 horas. La mortalidad y la discapacidad severa a los tres meses
(puntuacion en la escala mRS>3) fue significativamente superior en el grupo
placebo que en los grupos tratados. En cuanto a la seguridad del tratamiento,
éste se asocid a un 7% de efectos adversos serios tromboembdlicos (sobretodo
a infartos agudos de miocardio e infartos cerebrales), respecto a un 2% en el

grupo placebo, sin ser dicha diferencia estadisticamente significativa.
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2.8. PRONOSTICO DE LA HIC

2.8.1. Pronostico a corto plazo

Pese a los avances diagndsticos y terapéuticos en el campo de la patologia
cerebrovascular, el prondstico de la HIC, hoy en dia, continla siendo malo, con
una alta tasa de mortalidad y morbilidad. Asi, se estima que entre un 35 y un
50% de los pacientes han fallecido al final del primer mes de la HIC, sobretodo
durante los dos primeros dias (Counsell C et al, Cerebrovascular Diseases,
1995).

Los factores mejor conocidos que confieren un mal prondstico a los pacientes
con HIC son el volumen inicial de la hemorragia y la disminucion inicial del nivel
de conciencia, medido segun la escala de coma de Glasgow (GCS) (Broderick et
al, Stroke, 1993). Otros factores descritos que también se asocian de forma
clara al mal prondstico de la HIC son la invasion ventricular, la edad y la
localizacion primariamente infratentorial (Hemphill, III et al, Stroke, 2001).

El crecimiento precoz de la HIC se asocia de forma independiente a un mal
pronostico, afectando tanto a la supervivencia como al estado funcional (Davis
et al, Neurology, 2006), y en intima relacion con el crecimiento, el uso de
farmacos antitrombdticos se ha asociado también a un peor prondstico precoz
(Saloheimo et al, Stroke, 2006a).

Existen diferentes aproximaciones estadisticas al uso combinado de varios de
los factores prondsticos mas importantes en la HIC, de complejidad variada en
su aplicacion. De todas ellas, una de las que mas sencillamente puede

aplicarse, es la desarrollada por Hemphill y colaboradores en el afio 2001
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(Hemphill, III et al, Stroke, 2001). Este grupo, tras estudiar una amplia muestra

de pacientes, construyd una escala pronostica que contiene los items que se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4: Escala prondstica “ICH score” (Hemphill et al, Stroke, 2001)

Puntuacion GCS Extension ventricular
B 2 | Siiiii 1
NO..ee 0

512, 1 Edad

Superior o igual a 80 afos......... 1
13-15. 0 | Inferiora 80 afios.................... 0

Volumen HIC Origen infratentorial
Superior o igual a 30 cm®......... 1 S, 1
Inferiora 30 cm®..................... 0 | NOwouee e, 0

La puntuacion total se sitUa entre 0 y 6, siendo la mortalidad en el grupo con 0

puntos del 0%, y aumentando progresivamente hasta el 100% en los pacientes

que sumaron 5 puntos. Ningln paciente obtuvo 6 puntos (Figura 3).
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The ICH Score and 30-day mortality

100 -
80
30-day 60
Mortality
(%) 40
20
0 - T . T T T T
2 3 4

Overall 0 1
n=152 n=26 n=32 n=27 n=32 n=29 n=6

ICH Score

Figura 3: ICH Score, tomada de Hemphill et al. The ICH Score: a simple, reliable grading scale for
Intracerebral Hemorrhage. Stroke 2001;32:891-897.

Esta escala ha sido validada por diversos grupos y en distintas comunidades
(Cheung et al, Stroke, 2003; Godoy et al, Stroke, 2003; Jamora et al, Stroke,

2003), con resultados similares.

Pese a que la mayoria de la literatura publicada con respecto al prondstico en la
HIC se refiere, como hemos comentado anteriormente, a los factores de mal
pronostico, el pasado ano se publicaron los resultados de un trabajo
multicéntrico que abordaba qué factores basales se asociaban, por el contrario,
a un buen prondstico, especialmente en las HIC de tamafio moderado a grande
(Castellanos et al, J Neurol Neurosurg Psychiatry, 2005). Los autores mostraron
que los niveles bajos de fibrindgeno, una puntuacién elevada en la escala

canadiense del ictus y la localizacion lobar hacian mas probable un buen
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prondstico final, sugiriendo que estos datos podian ayudar a escoger a aquellos

pacientes candidatos a tratamiento quirlrgico.

2.8.2. Pronostico a largo plazo

La supervivencia a largo plazo tras la HIC se ha descrito en varias series
alrededor del 20% al 40% a los dos afios del evento (Counsell C. et al,
Cerebrovascular Diseases, 1995). Los factores predictores mas importantes de
ésta incluyen el estado inicial de conciencia, la severidad de la discapacidad
producida en las etapas tempranas, la edad del paciente y la localizacién y
volumen del hematoma (Franke et al, J Neurol Neurosurg Psychiatry, 1992).

A largo plazo, existe un riesgo anual de recurrencia hemorragica, de presencia
de cualquier evento vascular o de muerte de origen vascular que se sitla entre
el 2,1% y el 5,9%, doblandose en el sexo masculino y en edades superiores a
65 afos (Vermeer et al, Neurology, 2002). Sin embargo, para aquellos
pacientes que al tercer mes presentan una buena recuperacion, el prondstico a

largo plazo es similar al de la poblacidon general (Saloheimo et al, Stroke, 2006).

2.9. FISIOPATOLOGIA DE LA HIC

Como se ha comentado en el apartado anterior, la HIC continlia asociandose a
un mal prondstico; ello obedece, en gran parte, al desconocimiento que todavia
tenemos de su fisiopatologia.

Si bien inicialmente, se describié la HIC como un proceso monofasico tras la

rotura Unica de un vaso (Qureshi et al, N Engl J Med, 2001), desde hace varias
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décadas se sabe que el sangrado inicial persiste durante las siguientes horas-
dias, condicionando un crecimiento del hematoma. Ademas, el tejido que rodea
al hematoma sufre las consecuencias de una lesidén cerebral secundaria que
puede observarse en las secuencias de TC cerebral en forma de anillo
hipodenso, también denominado edema perihematoma. Ambos fendmenos
(sobretodo el crecimiento del hematoma) se asocian a deterioro neuroldgico

(Montaner J. et al, Seminars in Cerebrovascular Diseases and Stroke, 2005).

Desde el punto de vista molecular, existen una serie de procesos que se
desencadenan tras la HIC y que estan en la base del crecimiento y de la
aparicion del edema. La descripcion de la literatura referente a dichos procesos
ha sido el objetivo del primer articulo que conforma esta tesis doctoral, por lo

que nos referiremos aqui muy brevemente a este aspecto.

Asi, en las fases precoces tiene un papel importante la activacion de la cascada
de la coagulacion, con la produccién de trombina y otros productos intermedios
que seran responsables de fendmenos posteriores (inflamacién, alteracién de la
permeabilidad de la barrera hemato-encefalica, activacion del sistema del

complemento, produccién de metaloproteasas, etc.).

En fases mas tardias, la lisis de los eritrocitos y posterior liberacion de

aminoacidos excitotdxicos y de productos derivados de la hemoglobina, también

va a influir en la lesidn cerebral secundaria, entre otros procesos.
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2.9.1. Cronologia del edema perihematoma y crecimiento de la

hemorragia

La hipodensidad o edema perihematoma aparece de forma precoz tras la HIC,
de forma que ya existe en la mayoria de los casos diagnosticados dentro de las
tres primeras horas y duplica su volumen durante las siguientes 20 horas
(Gebel et al, Stroke, 2002). Posteriormente, el edema continua creciendo de
una forma retardada durante los siguientes dias e incluso semanas, y puede

asociarse a un incremento del efecto de masa (Zazulia et al, Stroke, 1999).

En cuanto al crecimiento del hematoma, diversos estudios (Tabla 5) con diseno
retrospectivo evaluaron la pasada década este fendomeno (Fuijii et al, Stroke,
1998; Kazui et al, Stroke, 1996).

Sin embargo, el primer estudio prospectivo destinado a conocer su historia
natural fue publicado por Brott y colaboradores en 1997 (Brott et al, Stroke,
1997). De los 103 pacientes que se incluyeron diagnosticados durante las tres
primeras horas, hasta un 38% presentaban crecimiento dentro de las 24 horas
siguientes (pero sobretodo en las primeras 4 horas tras el inicio de los
sintomas). Posteriores estudios han confirmado porcentajes similares de

crecimiento (Silva et al, Stroke, 2005).
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Tabla 5: Crecimiento de la HIC en los diferentes estudios retrospectivos.

Fujitsu, 1990 | Kazui, 1996 | Fujii, 1998
Intervalo desde inicio sintomas /h
(n=107) (n=207) (n=627)
0-3 - 36% 18%
3-6 - 16% 8%
0-6 21% 29% -
6-24 - 10% 2%

2.10. BIOMARCADORES EN LA HIC

2.10.1. Definicion

En el ano 2001, se publicd la definicion oficial de marcador bioldgico o
biomarcador, como aquella caracteristica que puede ser medida de forma
objetiva y evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales,
procesos patoldgicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion
terapéutica (Biomarkers Definition Working Group, Clin Pharmacol Ther, 2001).
A continuacién describiremos los biomarcadores que han sido de nuestro

interés en esta tesis.

2.10.2. D-dimero

Los sistemas de coagulacién vy fibrindlisis juegan un papel destacado en la HIC,
como se comentd anteriormente, principalmente asociado a la generaciéon de

trombina.
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La activacién del sistema de la coagulacién conduce a la sintesis de fibrina,
componente fundamental de los trombos. La produccion de fibrina se sigue de
la activacion del sistema fibrinolitico, que resulta en la generacidén de plasmina,
que se encargara de romper la malla de fibrina. Asi, bajo condiciones
fisioldgicas normales existe un equilibrio entre estos dos procesos opuestos. La
disolucién de la fibrina ligada (“crosslinked fibrin”) conduce a la formacion de
productos especificos de su degradacién, incluyendo el D-dimero, que puede
ser determinado en sangre total y en plasma utilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra epitopos localizados en el fragmento de D-
dimero. La actividad del D-dimero se considera que es un reflejo de la actividad
global de formacién vy lisis de los coagulos y dado que no se puede generar in
vitro tras la recogida de la sangre, su determinacién se considera un reflejo de

la actividad hemostatica /n vivo (Figura 4).

Dano
tisular

D-DIMERO
Y OTROS
PDFs

&=

Figura 4: Cascada de la coagulacion y fibrindlisis y formacion del D-dimero de la fibrina.
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Entre las principales aplicaciones clinicas de la determinacion de D-dimero, la
mas ampliamente utilizada, es la de ayudar al diagndstico del TEP. En este
caso, concentraciones bajas de D-dimero, practicamente lo descartan y por su
bajo coste se ha incorporado a los algoritmos diagndsticos de esta patologia
(Wakai et al, Emerg Med ], 2003).

En el caso de la trombosis venosa cerebral, los niveles elevados de D-dimero
acompanados de un cuadro clinico sugestivo apoyarian el diagndstico de
trombosis venosa cerebral. Por el contrario, en el caso de las trombosis de
venas cerebrales que cursan Unicamente con cefalea aislada, no serian
suficientes unos niveles bajos de D-dimero para excluir este diagndstico
(Crassard 1. et al, Stroke, 2005; Lalive PH et al, Neurology, 2003).

El D-dimero también se ha asociado a la incidencia de sindromes coronarios
agudos y a su recurrencia, independientemente de otros factores de riesgo
clasico como el tabaquismo o la hipercolesterolemia. Sin embargo, su falta de

especificidad ha limitado su uso como marcador diagndstico en dicha patologia.

Ademas de las aplicaciones diagndsticas, el D-dimero también puede constituir
un marcador pronodstico Util en varias patologias, como por ejemplo, en la
isquemia intestinal donde su determinacidon podria ayudar al clinico a tomar la
decisidn de realizar una laparotomia urgente, o en la hemorragia digestiva alta,
indicando la necesidad de una endoscopia digestiva (Acosta et al, Br J Surg,
2001; Vreeburg et al, Aliment Pharmacol Ther, 2001; Wakai et al, Emerg Med J,

2003).
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En el caso de otras enfermedades que afectan al sistema nervioso central, tales
como la hemorragia subaracnoidea, el ictus isquémico y el traumatismo
craneoencefalico, el D-dimero también ha sido descrito como un buen marcador
prondstico (Barber et al, Stroke, 2004; Hoffmann et al, Acad Emerg Med, 2001;
Nina et al, Surg Neurol, 2001; Sanchez CM et al, Neurologia, 2004).

En la hemorragia subaracnoidea se ha descrito la existencia de una elevacion
sistétmica de varios factores de la coagulacion y del D-dimero, que en
concentraciones elevadas, se asocia a un peor pronostico. La informacion
aportada por el D-dimero es comparable a la de otros indices de severidad
como la puntuacién en la escala Hunt y Hess o en la escala de Fisher. Los
niveles mas elevados de D-dimero se asocian a la aparicion de vasoespasmo y

fendmenos isquémicos retardados (Nina et al, Surg Neurol, 2001).

En el ictus isquémico, el D-dimero nos puede ser de utilidad en varios aspectos.
Por una parte, Barber y colaboradores (Barber et al, Stroke, 2004) publicaron
un articulo en el afio 2004, que mostraba la elevacién precoz del D-dimero y de
otros marcadores hemostaticos en el ictus isquémico, especialmente en
aquellos pacientes en riesgo de presentar un deterioro neuroldgico precoz
posteriormente. También puede ser utilizado, incluso en la fase aguda, para
ayudar a realizar el diagndstico etioldgico. Asi, el D-dimero parece estar mas
elevado en aquellos pacientes que presentan un ictus de etiologia
cardioembdlica, que en los de etiologia aterotrombdtica o lacunar (Montaner J

et al, Cerebrovasc Dis, 2006), ya desde el inicio.
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En cuanto a la HIC, existen algunos trabajos que nos informan de la elevacion
en sangre periférica del D-dimero tras la HIC, como reflejo de una activacion de
las vias de coagulacion vy fibrindlisis a nivel sistémico. Asi, Fujii y colaboradores
(Fujii et al, Stroke, 2001) investigaron en un estudio retrospectivo de 358
pacientes con una HIC espontanea y menos de 6 horas de evolucidon desde el
inicio de los sintomas, los niveles de complejo trombina-antitrombina, complejo
plasmina-antiplasmina y de D-dimero en sangre periférica. En conjunto, las tres
variables anteriores estaban mas elevadas en los pacientes con HIC que en los
controles sanos que se utilizaron para el estudio y ademas fueron
significativamente mas altos en los que presentaban invasién intraventricular
y/o subaracnoidea, por lo que plantearon la hipétesis de que la llegada de la
sangre al espacio subaracnoideo seria la responsable de la activacion de los

sistemas de coagulacion.

Otros trabajos han mostrado también que aunque la elevaciéon del D-dimero de
la fibrina se produce tanto en la HIC espontanea como en la de origen
traumatico, aumenta significativamente mas en los pacientes con un
traumatismo previo y mayor depresion inicial del nivel de conciencia valorado
por la escala GCS (Sanchez CM et al, Neurologia, 2004). La liberacion a la
circulacion de factor tisular producida por el dafio cerebral seria la responsable

ultima de la activacién de la cascada de la coagulacion.
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2.10.3. 5100B

El término S100 se refiere a un conjunto de proteinas diméricas-Ca®*
dependientes, consistentes en la union de dos subunidades denominadas o y B.
Asi, S100B (Bp), compuesta por dos subunidades B, esta presente a altas
concentraciones en las células gliales y células de Schwann del sistema nervioso
central y periférico. Algunas subpoblaciones neuronales también expresan esta
proteina (Donato, Int J Biochem Cell Biol, 2001).

Aunque originariamente S100B se obtuvo de extractos de cerebro, no esta
Unicamente localizada en el sistema nervioso. Asi, se ha encontrado también en
tejidos no neurales, incluyendo melanocitos, células de Langerhans,
condrocitos, células adenohipofisarias, células de Leydig y adipocitos, entre

otras.

La proteina S100B se encarga de la regulacion de multiples procesos
intracelulares y extracelulares. A nivel extracelular, y en funcién de la
concentracion que alcanza, puede tener efectos tanto tréficos (concentraciones
nanomolares) como toxicos (concentraciones micromolares). Entre sus efectos
troficos destacan el favorecer el crecimiento de las neuritas y la supervivencia
de las neuronas durante el desarrollo y tras una lesién. La actividad protectora
extracelular de S100B depende de la unidon a su receptor RAGE (Receptor for
Advanced Glycation End Products) en las neuronas. Pero a concentraciones
mayores, S100B induce apoptosis de dichas células, activando la cascada de
caspasas e incrementando la cantidad de especies reactivas de oxigeno

(Donato, Int J Biochem Cell Biol, 2001).
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La hipétesis de que los astrocitos responden al dano cerebral con un aumento
de la liberacién de S100B proviene de la observacidon de concentraciones
elevadas de S100B en sangre periférica tras un paro cardiaco (Rosen et al,
Stroke, 1998), un traumatismo craneal (Rothoerl et al, Acta Neurochir Suppl,
2000) o tras un ictus isquémico (Buttner et al, Stroke, 1997). Posiblemente,
tras la muerte astrocitaria, la proteina S100B se acumularia en el espacio
extracelular, adhiriéndose a la matriz extracelular y/o siendo liberada a su vez
por astrocitos activados. Bajo estas condiciones, las concentraciones en el

espacio extracelular estarian en rango micromolar, resultando pues tdxicas.

La proteina S100B ha sido implicada en la fisiopatologia de mdltiples procesos
neurodegenerativos. En este sentido, puede ser relevante el hecho de que esta
codificada en el brazo largo del cromosoma 21, que también esta implicado en
la traslocacion que causa el sindrome de Down. Asi, en los procesos
neurodegenerativos asociados con el sindrome de Down o en la enfermedad de
Alzheimer se ha observado un aumento en la expresion génica de esta proteina.
Se cree que en estos casos, la proteina beta-amiloide puede estimular la

sintesis de S100B y a la inversa (Michetti et al, Clin Chem, 2002).

La utilidad de la determinacién de la proteina S100B en liquidos bioldgicos ha
sido mostrada en varias ocasiones en neonatos con un alto riesgo de presentar
dano cerebral perinatal (Michetti et al, Clin Chem, 2002). Por una parte, permite

predecir las complicaciones hemorragicas (hemorragia intraventricular) en los
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neonatos prematuros o a término con complicaciones andxicas, incluso antes de
que aparezcan los signos clinicos o los hallazgos ultrasonograficos (Gazzolo et
al, Clin Chem, 2001). Ademas, la concentracion de dicha proteina esta bien
correlacionada con la extension del dano cerebral en estos casos y es
facilmente detectable en una gran cantidad de liquidos bioldgicos, como la

orina, la sangre, el liquido cefalorraquideo (LCR), etc.

En el ictus isquémico, la relacién de la proteina S100B con el volumen del
infarto cerebral, con la dinamica de lisis del trombo y con la evolucidn clinica a
corto y largo plazo ha sido motivo de estudio y publicaciones en diversas
ocasiones, aportando informacion de gran valor. Por un lado, Missler y
colaboradores (Missler et al, Stroke, 1997) estudiaron las concentraciones
sanguineas de enolasa neuronal especifica (NSE) y S100B en 44 pacientes, a su
llegada y en los dias 3, 4, 7 y 14 tras presentar un ictus isquémico. Encontraron
la maxima concentracion plasmatica de S100B, alrededor del tercer dia
(2,5+1,3), momento en el que existia también una mayor correlaciéon con el
volumen del infarto y con el prondstico final. De igual forma, la NSE se
relaciond con el volumen del infarto pero no se observd ninguna relacién con la

evolucidn clinica de los pacientes.

Mas interesante desde el punto de vista clinico, resulta la capacidad de la
S100B de predecir un curso maligno del infarto cerebral, es decir de la aparicion
durante los primeros dias de signos clinicos y/o radiolégicos de un edema

masivo ocupante de espacio. Foerch y colaboradores (Foerch et al, Stroke,
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2004), asi lo encontraron en un estudio que incluy6 a 51 pacientes (16 de los
cuales evolucionaron presentando un infarto maligno) mostrando que a partir
de las 12 horas, las concentraciones plasmaticas de S100B eran mayores en
dichos pacientes que en los que no tenian un curso maligno. Ademas, un punto
de corte >1,03 pg/L lo predecia con una elevada sensibilidad (94%) vy
especificidad (83%).

Los mismos autores mostraron que las concentraciones de esta proteina
también eran diferentes en funcion del momento en que se producia la
recanalizacion arterial, de tal manera que cuando la recanalizacion era precoz,
(en menos de seis horas tras el inicio de los sintomas) los valores obtenidos de
S100B en sangre también eran menores que en aquellos pacientes en los que la
arteria persistia ocluida tras ese momento (Foerch et al, J Neurol Neurosurg

Psychiatry, 2003).

La proteina S100B podria tener utilidad en el diagnostico precoz del ictus
isquémico, en combinacién con otros biomarcadores. Asi, Lynch vy
colaboradores publicaron en el ano 2004, los resultados de un estudio en que
estudiaron si la combinacién de varias moléculas era Util para establecer el
diagnostico de ictus isquémico respecto a una poblacién sana (Lynch et al,
Stroke, 2004). Encontraron que concretamente S100B, MMP-9, VCAM (Vascular
Cellular Adhesion Molecule-1) y el factor von Willebrand podian discriminar a los

sujetos con un ictus isquémico con gran sensibilidad y especificidad (90%).
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También se ha descrito su utilidad en la diferenciacion entre el ictus isquémico
y el hemorragico, junto a otros biomarcadores como el RAGE (Delgado P et al,
Cerebrovasc Dis, 2005).

Este tipo de aproximaciones diagndsticas podria servir en el futuro para el

manejo prehospitalario del paciente con un ictus.

Pese a toda la informacion de la que disponemos en el ictus isquémico, y a
diferencia de éste, el papel de la determinacién de S100B en sangre periférica

en pacientes con una HIC espontanea no ha sido investigada por el momento.

2.10.4. Metaloproteasas de matriz

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) constituyen una familia de peptidasas
enddgenas dependientes de Zn**, cuya principal finalidad es la de degradar la
mayoria de los componentes de la matriz extracelular (MEC) (Rosenberg, Glia,
2002). Las MMPs tienen un papel importante en los procesos fisioldgicos que
requieren el recambio de la MEC y también participan en procesos celulares
como la proliferacién, apoptosis y morfogénesis tisular. Sin embargo, ademas
de esta funcién reparadora y remodeladora, estan implicadas en una amplia
variedad de procesos patoldgicos como la diseminacion de metastasis
tumorales, la artritis, la formacion de aneurismas, la aterosclerosis, el enfisema
pulmonar, etc.

Esta numerosa familia se clasifica en funcion del sustrato sobre el que acttan
(Tabla 6), conociéndose hoy en dia varias subfamilias (Rosenberg, Glia, 2002),

como las gelatinasas, colagenasas, etc.
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Brevemente, las caracteristicas comunes a todas ellas son: 1) comparten

secuencias de aminodacidos, 2) su actividad proteolitica se inhibe por los

inhibidores enddgenos, 3) se secretan como pro-enzimas 0 como pro-enzimas

transmembrana, por lo que requieren ser activadas para llevar a cabo su

funcion, 4) su sitio activo contiene Zn?* y requieren un segundo factor como el

Ca®*y 5) su actividad enzimatica es dptima a pH fisioldgicos.

Tabla 6: Clasificacion de las metaloproteasas de matriz.

GRUPO

IDENTIFICACION

NOMBRE

SUSTRATOS

Colagenasas

MMP-1
MMP-8
MMP-13

Colagenasa intersticial
Colagenasa de los neutrdfilos
Colagenasa-3

Colageno |, II, 11,
X; gelatina;
proteoglicanos

Gelatinasas

MMP-2

MMP-9

Gelatinasa-A

Gelatinasa-B

Colagenos
desnaturalizados;
colageno IV, V,
VII, X, XI; elastina

Estromelisinas

MMP-3
MMP-10

MMP-11

Estromelisina-1
Estromelisina-2

Estromelisina-3

Proteoglicanos;
Procolagenos;
Fibronectina,
laminina; gelatina;
colagenasas;
gelatinasa-B
Desconocido

Matrilisinas

MMP-7

Pump-1, matrilisina

Proteoglicanos;
Procolagenos;
Fibronectina,
laminina; gelatina;
colagenasas;
gelatinasa-B,
elastina

Metaloelastasa

MMP-12

Metaloelastasa macrofagica

Elastina;
fibronectina;
colageno IV,
laminina,
proteoglicanos

Metaloproteasas de
membrana

MMP-14

MMP-15

MMP-16
MMP-17

MT-MMP-1

MT-MMP-2

MT-MMP-3
MT-MMP-4

Colageno |, 11, III;
gelatina, elastina,
caseina,
vitronectina,
MMP-2, MMP-13,
pro-TNF-a,
dermatan sulfato
MMP-2, gelatina,
tenascina,
laminina,
fibronectina
MMP-2
Desconocido

Miscelanea

MMP-19
MMP-20

RASI-1
Enamelisina

Gelatinas
Amelogenina
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Existen dos tipos de inhibidores fisioldgicos de las MMPs: la a;-macroglobulina y
una familia de inhibidores especificos, los TIMPs (inhibidores tisulares de las
metaloproteasas). Las caracteristicas de la interaccion entre TIMPs y MMPs son:
1) una elevada afinidad y 2) diferencias para la especificidad entre los diversos
TIMPs, pese al alto grado de similitud en sus secuencias. Asi, el TIMP-2 y

TIMP-3, a diferencia del TIMP-1, son inhibidores efectivos de las MT-MMPs.

Dada la gran cantidad de sustratos sobre los que actian las MMPs, su
regulacion es necesariamente restrictiva a varios niveles: a nivel de su
expresion génica, a nivel de la activacién de sus formas proenzimaticas y por
inhibicién a través de los TIMPs.

Las MMPs interaccionan con otros sistemas proteoliticos, revistiendo especial
importancia, la interaccion con el sistema plasmindgeno/plasmina, ya que
ambos sistemas cooperan en la degradacién de la MEC.

Entre las diversas patologias neuroldgicas en que participa la familia de las
MMPs, las mas estudiadas han sido: la ateromatosis carotidea, la esclerosis
multiple, el ictus isquémico y la HIC. Nos referiremos aqui brevemente al ictus

isquémico y a la HIC.

La participacion de las MMPs en la isquemia cerebral ha sido ampliamente
estudiada tanto en modelos animales como en el humano. Asi, Rosenberg
mostrdé en un modelo animal de isquemia cerebral focal que existe un
incremento de la actividad de MMP-9 desde las 12 horas hasta el 5° dia,

mientras que la MMP-2 se eleva discretamente a partir del 5° dia post-isquemia
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(Rosenberg GA et al, J Cereb Blood Flow Metab, 1996). En condiciones
normales podria pensarse que el plasma contiene MMP-2 y MMP-9 y que por
tanto en situaciones en las que existe un edema vasogénico con filtracion de
elementos plasmaticos al tejido cerebral, se podria originar el aumento de
dichas MMPs como efecto, mas que como causa. Sin embargo, en modelos
animales, la MMP-2 se encuentra solo minimamente elevada en la semana
posterior al ictus, mientras que el incremento de la MMP-9 es maximo desde el
principio. Estos datos sugieren que la contribucién plasmatica de estos cambios
es modesta y que el aumento de la MMP-9 seria la causa de la rotura de la
barrera hematoencefalica (BHE).

El papel deletéreo de las MMPs en la isquemia cerebral, ha sido estudiado por
otros autores. Asi, Asahi y colaboradores (Asahi et al, J Cereb Blood Flow
Metab, 2000) mostraron en un modelo animal, que tras la isquemia existe una
sobreexpresion de formas latentes de MMP-9 en el hemisferio afecto (pero no
en el contralateral ni en animales control); y que entre las 12 y las 24 horas
posteriores al inicio de la isquemia cerebral permanente, los niveles de ARNm
(acido ribonucleico mensajero) de MMP-9 estan aumentados. En tercer lugar,
en animales deficitarios tras una modificacion genética en el gen de la MMP-9,
se observd que ofrecian mayor resistencia a la isquemia y presentaban infartos
mas pequefos y por Ultimo, que tras la administracion de un inhibidor sintético
de las MMPs (BB-94), en los animales no modificados genéticamente, el
volumen de infarto era inferior a los controles y en los modificados

genéticamente, permanecia igual.
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En el hombre, tras el ictus cardioembdlico se encuentran concentraciones
elevadas de MMP-9 en sangre y especialmente en relacion con la
transformacion hemorragica del infarto (Montaner et al, Stroke, 2001). Ademas,
en los pacientes tratados con rt-PA (activador tisular del plasminégeno
recombinante), la determinacion de MMP-9 antes del tratamiento permite
identificar a los pacientes con riesgo de presentar complicaciones hemorragicas
(Montaner et al, Circulation, 2003).

Diversas células del sistema nervioso central, como la microglia, la astroglia y
las células endoteliales, pueden producir MMP-9, en respuesta a diversas
citoquinas y factores de crecimiento. Los leucocitos y macréfagos tisulares
también colaboran en su sintesis. Esto ha sido motivo de estudio, en un trabajo
reciente de Rosell y colaboradores (Rosell et al, Stroke, 2006), que ha mostrado
la presencia y localizaciéon de MMP-9 y MMP-2 en diferentes muestras de tejido
cerebral (core del infarto, zona peri-infarto y contralateral) obtenidas de
estudios necrdpsicos de pacientes con ictus isquémicos dentro de las primeras 6
horas tras el éxitus. Para cuantificar dichas gelatinasas se realizaron diversas
técnicas: zimografias en gelatina que fueron confirmadas por analisis de
Western Blot, estudios de inmunohistoquimica para localizar la fuente de MMP y
zimografia /n situ para detectar la actividad gelatinasa. La zimografia mostré un
alto contenido de MMP-9 en el core del infarto y en las zonas de peri-infarto,
con respecto al hemisferio contralateral. En el core del infarto, la MMP-9 se
localizd predominantemente alrededor de los vasos sanguineos, asociada a
infiltracion por neutrofilos y células de la microglia, mientras que en la zona del

peri-infarto la fuente principal de MMP-9 fueron las células microgliales. En
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contraposicion, la expresion de la MMP-2 fue constitutiva e invariable en las

diferentes zonas de cerebro examinado.

En cuanto a la hemorragia intracerebral, el primer modelo experimental que
sugirié un papel de las metaloproteasas en la hemorragia cerebral fue publicado
por Rosenberg y colaboradores (Rosenberg et al, Neurology, 1997). Dicho
trabajo consistié en la induccion de una HIC profunda en 30 ratas, mediante la
administracion intracerebral por estereotaxia de una colagenasa bacteriana.
Dicho trabajo mostré que la MMP-2 y la MMP-9 enddgenas se encontraban
significativamente elevadas a las 24 horas tras el inicio de la HIC y que su
elevacion coincidia con el momento en que el edema era maximo. A la mitad de
los animales se les administrd a las 6 horas un inhibidor de MMPs, y fueron
sacrificados a las 24 horas. El experimento mostré que en el grupo de animales
que recibieron el farmaco inhibidor, el desarrollo de edema era
significativamente menor que en el grupo sin tratamiento.

Otro trabajo mas reciente, en modelos animales ha estudiado el perfil de
expresion de estas y otras metaloproteasas en el tejido cerebral (Power et al,
Ann Neurol, 2003). Concretamente, los niveles de ARNm de MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9 y MMP-12 se hallaron elevados en la vecindad del hematoma en
un modelo de inyeccidén de colagenasa en rata, siendo la Ultima de ellas la mas
fuertemente inducida. La MMP-12 se encontrd localizada a nivel de las células
monocitarias activadas. En otro experimento del estudio, en que se administrd
minociclina a un grupo de animales, se redujeron tanto la activacién de dichas

células como los niveles de MMP-12 en el parénquima cerebral. Ademas el
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tratamiento mejoraba significativamente los resultados de las pruebas
neuroldgicas en el grupo de animales tratados respecto al grupo control.

Por Ultimo, en un trabajo publicado recientemente se ha descrito la co-
localizaciéon de la MMP-9 con los astrocitos en la regién perihematoma en el

modelo animal y en el hombre (Tejima et al, J Cereb Blood Flow Metab, 2006).

En el hombre, los niveles en sangre de la MMP-9 tras la HIC también han sido
estudiados (Abilleira et al, J Neurosurg, 2003). En dicho trabajo se obtuvieron
los niveles basales de dicha gelatinasa en plasma, mediante técnicas de ELISA
(Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) en las primeras 24 horas tras el inicio
de la HIC. Los niveles de MMP-9 se encontraron elevados en los pacientes con
HIC, y en el subgrupo de pacientes con una HIC de localizacién profunda, se
relacionaron con la apariciéon de deterioro neurolégico y fueron el factor
predictor independiente mas importante de la presencia de edema
perihematoma.

A nivel del tejido cerebral en el hombre, el papel de las MMPs se ha descrito
recientemente en el estudio anteriormente mencionado (Rosell et al, Stroke,
2006), en que los autores estudiaron a 8 pacientes fallecidos tras una HIC, de
los cuales se obtuvieron muestras de tejido de las regiones del perihematoma y
contralateral, dentro de las seis primeras horas tras la muerte. En el tejido del
perihematoma se encontraron niveles mas elevados de MMP-9 que en el

hemisferio contralateral, en relacién con las células gliales.
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2.10.5. Fas y caspasa-3

Desde hace algunos afos conocemos que en la HIC se producen fendmenos de
muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis.

La necrosis ocurre en el sistema nervioso, en areas severamente afectadas por
un colapso bioguimico y conduce a la liberacion de radicales libres vy
excitotoxinas (glutamato, calcio, citoquinas citotoxicas...). Los hallazgos
histoldgicos de la muerte celular en la necrosis suponen “hinchazén® (swelling)
mitocondrial y nuclear, disolucidon de organelas y condensacion de la cromatina
alrededor del nlcleo. Estos eventos se siguen de la ruptura de las membranas
nucleares y citoplasmaticas y de degradacion del ADN (acido
desoxirribonucleico) por cortes enzimaticos producidos al azar en la molécula.
Dados los mecanismos que participan y la rapidez con que se produce dicho
proceso, la muerte celular por necrosis es muy dificil de prevenir y/o tratar

(Friedlander, N Engl J Med, 2003).

La apoptosis, también denominada muerte celular programada, en el sistema
nervioso, ocurre tanto en patologias cronicas como agudas. En el caso de las
agudas, ocurre en areas que no estan muy gravemente afectadas. Por ejemplo,
en la isquemia cerebral, encontramos células necréticas en el core de la lesion,
donde la hipoxia es mas importante, y la apoptosis ocurre en la penumbra
isquémica, donde el grado de hipoxia tisular es menor (Charriaut-Marlangue et
al, J Cereb Blood Flow Metab, 1996). En la apoptosis se produce una cascada
bioguimica que activa proteasas que se encargaran de destruir a aquellas

moléculas necesarias para la supervivencia celular. Durante el proceso, el

59



Tesis Doctoral Introduccion

citoplasma se condensa, los ribosomas y las mitocondrias se agregan, el nicleo
se condensa y la cromatina se agrega, de tal manera, que, tras su muerte, los

fragmentos celulares se convierten en los denominados “cuerpos apoptdticos”.

La apoptosis requiere la activacion de un “programa genético de muerte
celular” que concluye en la activacion de las caspasas. Las caspasas son unas
proteasas cistein-dependientes que existen como precursores latentes, vy
cuando se activan, destruyen componentes clave de la infraestructura celular y
activan a otros factores que median el dafo celular. Se conocen, por lo menos
14 miembros de esta familia de proteasas, de las cuales 11 existen en el
humano. La complejidad de esta familia es muy elevada, pero de forma
genérica, las caspasas pueden dividirse en iniciadoras y ejecutoras. Las
caspasas iniciadoras (caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12 y 13) se caracterizan
por activar a las ejecutoras (caspasas 3, 6, 7 y 14), cuya finalidad es activar la
maquinaria necesaria para degradar el ADN nuclear.

Un aspecto critico de la muerte celular mediada por caspasas es su regulacion,
que encontramos a diferentes puntos. Por un lado, las caspasas estan
reguladas a nivel transcripcional y por otro, existen multiples senales
extracelulares que regulan su activacion. Uno de ellos, es el sistema del

receptor de muerte Fas.

El receptor Fas (también denominado CD95 6 Apo-1), es un miembro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral/factor de crecimiento nervioso, que

se localiza en la superficie celular. El receptor Fas se ha visto implicado en el
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inicio del programa apoptético en una gran variedad de enfermedades, como la
esclerosis multiple, el traumatismo craneal y el dafo cerebral por
hipoxia-isquemia (D'Souza et al, J Exp Med, 1996; Dowling et al, J Exp Med,
1996; Felderhoff-Mueser et al, Brain Pathol, 2000). Las células que expresan el
receptor Fas en su membrana celular, son susceptibles de entrar en la cascada
apoptotica cuando el Fas ligando (o Fas-L) se une al receptor Fas (Figura 5).
Tanto el receptor Fas como el Fas-L existen en forma soluble y en forma unida
a la membrana. Durante la activacién celular, la forma soluble del receptor Fas
se genera por “splicing” alternativo del ARNm del Fas completo. Este Fas
soluble (s-Fas) regula la muerte celular inhibiendo la unién entre Fas y su

ligando en la superficie celular.

En la isquemia cerebral, los niveles en LCR de Fas soluble se han estudiado en
30 pacientes en los dias 0 a 4, 7 a 9, 21 a 26 y 90 de evolucion clinica,
encontrandose disminuidos durante todo el periodo de observacion e
inversamente relacionados con el volumen de infarto cerebral y el déficit
neuroldgico en diversos momentos de la evolucién (Tarkowski et al, Stroke,
1999). Estos hallazgos sugieren cierta propensidon hacia la apoptosis en esta

patologia.

Otra de las formas solubles descritas de este sistema es el Fas ligando (Fas-L)
soluble. El Fas-L soluble es una proteina de membrana tipo-II, que se expresa
en células T activadas y se libera por rotura a través de ciertas MMPs. El Fas-L

soluble funciona como inductor de muerte celular, aunque en condiciones
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experimentales es menos potente que el Fas-L por si mismo. La inhibicion
terapéutica del Fas ligando atenla el dafo cerebral tras la isquemia cerebral

tanto en modelos in vivo como in vitro (Martin-Villalba et al, Cell Death Differ,

2001).
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Figura 5: Esquema de las vias de apoptosis mediada por el receptor Fas. Tomada de: Pope R. Nature Reviews
Immunology 2002; 2:527-535.

Estos sistemas han sido estudiados en diversas enfermedades, por ejemplo en
la hidrocefalia, patologia que se supone puede resultar de la pérdida de tejido
asociada a degeneracidén neuronal, dafio axonal y gliosis reactiva (Felderhoff-
Mueser et al, Pediatr Res, 2003). Los autores compararon los niveles en LCR de
Fas soluble (s-Fas), Fas-L soluble (s-Fas-L) y caspasa-3 activada en tres grupos
diferentes: 1) nifos prematuros con hidrocefalia posthemorragica; 2) nifios con

hidrocefalia no post-hemorragica y 3) controles sanos. Lo que encontraron fue

62



Tesis Doctoral Introduccion

que los niveles de s-Fas estaban significativamente elevados con respecto a los
controles en los grupos con hidrocefalia (tanto post-hemorragica como no post-
hemorragica), mientras que los niveles de s-FasL y caspasa-3 activada no
diferian en los tres grupos estudiados, sugiriendo que la liberacién de s-Fas
intratecal era una respuesta al dafio cerebral secundario a la progresiva

dilatacion ventricular.

Tal y como se ha comentado en la introduccién de este apartado, existen
evidencias de estudios experimentales y estudios en el hombre, de la presencia
de apoptosis como forma de muerte celular asociada a la HIC.

Los modelos animales que han estudiado dichos fendmenos, mostraron la
presencia de células apoptéticas en la periferia del hematoma y en su interior
(matriz del hematoma), de forma precoz tras la induccion de la HIC (Matsushita
et al, J Cereb Blood Flow Metab, 2000). La mayor parte de células encontradas
con caracteristicas apoptodticas eran neuronas y células gliales. Estos autores
mostraron, ademas que la gelsolina (un sustrato de la caspasa) se encontraba
activado en el lado afecto por la hemorragia pero no en el hemisferio
contralateral, por andlisis mediante técnicas de Western Blot. Ademas, al
administrar un inhibidor de amplio espectro de las caspasas (denominado
zVADfmk), entre las 24 y las 48 horas disminuia de forma significativa la
proporcion de células apoptoticas, evidenciando un papel de la muerte celular
por apoptosis en los mecanismos relacionados con el dafio cerebral secundario

producido por la HIC.
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En otro trabajo muy interesante, Felberg y colaboradores (Felberg et al, Ann
Neurol, 2002) investigaron el nimero y densidad neuronal en la zona del
perihematoma, en los primeros 7 dias y en el dia 100 (en fase crénica una vez
establecida la cicatriz). Para determinar los mecanismos de muerte celular,
investigaron la presencia de citocromo ¢, una molécula mitocondrial que cuando
se libera al citoplasma desencadena fendmenos de apoptosis. Encontraron que
existia una pérdida neuronal en la zona adyacente al hematoma desde el dia 1
hasta el dia 7, asociada a liberacion de citocromo c. Sin embargo, en fase
crénica, el tejido adyacente a la cicatriz era morfoldgicamente normal. Con
dichos resultados hipotetizaron que el dafo tisular producido por la HIC, se
asemejaria al producido en un agujero negro astronémico, en el que, de forma
continuada durante los primeros dias, las neuronas y fibras de la sustancia
blanca en contacto con la HIC quedan abocadas a sufrir fendmenos de
destruccion (entre ellos, de apoptosis) para acabar formando parte de una

cicatriz residual.

En el caso de los humanos, Qureshi y colaboradores (Qureshi et al,
Neurosurgery, 2003) estudiaron la presencia de muerte celular por necrosis y
por apoptosis en la region perihematoma de 12 sujetos sometidos a una
evacuacion quirurgica de la HIC. La cuantificacion de células apoptoticas se
realizd mediante la tincion de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated deoxyuridine 5-triphospate nick-end labeling) y la necrosis se
identificO en base a criterios morfoldgicos, mediante tincion con

hematoxilina-eosina. Los autores encontraron evidencias de apoptosis en la
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muestras de tejido de 10 de los 12 pacientes, con una media del 38% de las
células apoptoticas. Las muestras se habian obtenido en los dias 1, 2 y 5 desde
el inicio de los sintomas. El Unico sujeto al que se habia evacuado la HIC mas

alla del 5° dia, Unicamente presentaba caracteristicas histoldgicas de necrosis.

El papel del sistema Fas y caspasa-3 en la HIC en el humano esta por

determinar.
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Los objetivos principales de la presente Tesis Doctoral son:

1. Realizar una revision bibliografica extensa y actualizada de los procesos
fisiopatoldgicos que se desencadenan tras la HIC, las moléculas
implicadas y su potencial empleo como marcadores de la evolucion

clinica y radioldgica de los pacientes con HIC.

2. Determinar las concentraciones plasmaticas basales y el perfil temporal
de moléculas implicadas en coagulacion/fibrindlisis (D-dimero), en dafio
glial (S100B), en sistemas proteoliticos (MMP-2, 3, 9y TIMP-1y 2) y en
fendmenos de apoptosis (Fas soluble y caspasa-3) en una amplia

muestra de pacientes con HIC.

3. Estudiar la relacidon existente entre los marcadores bioldgicos estudiados

y la evolucidn clinica y radioldgica en los pacientes con una HIC.

4. Analizar la implicacion de fendmenos apoptdticos mediados por el

sistema Fas en el tejido cerebral tras la HIC.
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En el primer trabajo se realizd una extensa busqueda bibliografica en diversas
bases de datos, fundamentalmente MEDLINE, de la literatura publicada
referente a los procesos fisiopatoldgicos desencadenados tras la HIC y al papel
de los marcadores bioldgicos Utiles en esta patologia.

Las palabras clave utilizadas para la busqueda fueron:

ICH, Intracerebral hemorrhage, biomarkers, edema, hematoma enlargement,
hematoma growth, pathophysiology, outcome, coagulation, blood brain barrier,

blood, peripheral hijpodensity, inflammation, excitotoxicity, secondary brain

injury.

La metodologia de los siguientes trabajos fue muy similar, por lo que la

resumiremos en los siguientes apartados.

4.1. SELECCION DE PACIENTES

Todos los trabajos incluyeron a pacientes atendidos en el servicio de urgencias
de nuestro hospital, diagnosticados de presentar una HIC supratentorial de
origen no traumatico. Los principales criterios de inclusidon y exclusion fueron

los siguientes:

4.1.1. Criterios de inclusion

-Pacientes con una HIC de localizacion supratentorial diagnosticados

mediante la practica de una TC craneal.
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-Tiempo de evolucién desde el inicio de los sintomas de menos de 24
horas (excepto en el trabajo de las metaloproteasas, que fue de 12 horas). En
aquellos pacientes con inicio al despertar, se consideré el momento del inicio
aquel en que fueron vistos sin sintomas por Ultima vez.

-Firma del consentimiento informado por parte de los pacientes o sus

familiares para participar en el estudio.

4.1.2. Criterios de exclusion

-HIC de causa secundaria (malformaciones vasculares subyacentes,
alteraciones de la coagulacidon o toma de anticoagulantes orales, transformacion
hemorragica en el seno de un infarto cerebral, lesién tumoral subyacente).

-Pacientes que precisaran de una intervencidn quirtrgica (drenaje
ventricular externo u evacuacion quirdrgica de la HIC).

-Origen de la hemorragia a nivel infratentorial (tronco del encéfalo o

cerebelo) o primariamente intraventricular.

Para asegurar el correcto cumplimiento de los criterios de inclusidén-exclusién se
procedié de forma sistematica a:

1) Recogida en la historia clinica de los antecedentes médicos de interés y
anamnesis dirigida a descartar las etiologias secundarias de la HIC
anteriormente mencionadas.

2) Exploracion fisica.

3) Analitica general incluyendo hemograma, pruebas basicas de coagulacion

y bioquimica basica.
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4) Electrocardiograma.
5) Radiografia de tdrax.

6) Tomografia computerizada craneal.

4.2. MUESTRA DE PACIENTES

En el primer trabajo en el que se determind el papel del D-dimero, se
incluyeron consecutivamente a 98 pacientes, diagnosticados dentro de las
primeras 24 horas desde el inicio de los sintomas.

En un subgrupo de 21 de estos pacientes se determind el D-dimero de forma

seriada (24 horas, 48 horas, 7° dia y 3er mes).

En el segundo trabajo, en que se valord el papel de la determinacién basal de

la proteina S100B en plasma, se incluyo un total de 78 pacientes.

En el tercer trabajo, se determind el perfil temporal de varias metaloproteasas y

sus inhibidores enddgenos en un grupo de 21 pacientes consecutivos.

Por ultimo, en el cuarto trabajo se incluyeron a un total de 78 pacientes, a los
que se determinaron las concentraciones basales de Fas soluble y caspasa-3.
En un subgrupo de 21 pacientes se determind también el perfil temporal de

estas moléculas en plasma.
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4.3. VARIABLES CLINICAS

Entre las variables clinicas basales estudiadas se recogieron la edad, el sexo, los
habitos toxicos (tabaquismo, alcoholismo) y los principales factores de riesgo
vascular (HTA, diabetes mellitus y dislipemia) y medicacion concomitante.

A su llegada a urgencias se determind la temperatura corporal, la presion
arterial sistolica y diastdlica, el nivel de conciencia mediante la escala de coma
de Glasgow (GCS) (Teasdale et al, Acta Neurochir, 1976) y de la situacion
neuroldgica mediante la escala National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) (Brott et al, Stroke, 1989) que se utilizaron también para comprobar la
evolucion clinica posterior (24 horas, 48 horas, 7° dia y tercer mes). Los items
incluidos en dichas escalas y su puntuacién se recogen en los anexos de esta

tesis.

4.4. VARIABLES RADIOLOGICAS

Se realizaron dos exploraciones de TC, una basal y otra entre el 2° y el 3* dia.
En los pacientes en que se determind el perfil temporal de las metaloproteasas
se realizd una exploracién radioldgica adicional para determinar el volumen
residual al tercer mes.

Cabe remarcar que se repitid una TC craneal a todo paciente que presentara
deterioro neuroldgico durante el seguimiento, independientemente de las
exploraciones citadas anteriormente, aunque dicho estudio no fue utilizado en

el analisis.

72



Tesis Doctoral Metodologia

Los parametros radioldgicos recogidos fueron los volimenes de HIC y edema
perihematoma basal y a las 48-72 horas y el cambio entre ambos. El calculo del
volumen se realiz6 con la férmula ABC/2, expuesta con anterioridad. Se definio
el crecimiento tanto de hematoma como de edema segun criterios clasicos,
cuando el incremento era superior al 33% del volumen inicial.

En el caso del crecimiento del edema, cuando entre dos exploraciones existia

una retraccién del coagulo, ésta se resto.

Otros datos de interés recogidos fueron la presencia de extension
intraventricular o subaracnoidea en la TC inicial y el tiempo exacto transcurrido

entre el inicio de los sintomas y la realizacion de la TC craneal.

4.5. DETERMINACION DE LOS BIOMARCADORES

Para la determinacidon de los biomarcadores a estudio se obtuvo sangre venosa
mediante venopuncion, en cada paciente a su llegada a urgencias y con
anterioridad a la practica del TC craneal. Una vez centrifugada, se separd el
plasma, y se congel6 a -80°C hasta el momento de la determinacion.

El andlisis se realizd por técnicas de inmunoensayo, concretamente mediante
técnicas de ELISA, siempre por duplicado y siguiendo las instrucciones de la
casa comercial. Los valores obtenidos a partir de las muestras de nuestros
pacientes se compararon con aquellos procedentes de un grupo de controles
sanos. A continuacién se enumeran los kits comerciales disponibles en el

mercado que se utilizaron en nuestros estudios:
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e D-dimero: AutoDimer Test (AGEN, Brisbane, Australia) para las 98
muestras basales, y VIDAS D-dimer (Biomerieux, Lyon, France) en el
subgrupo de 21 pacientes.

e Metaloproteasas MMP-9, 2, 3 y TIMPs-1 y 2: Biotrak; Amersham
Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, UK.

e S100B: Biosite Inc, San Diego, USA.

e Caspasa-3 Yy Fas soluble: Bender Medsystems, Viena, Austria.

4.6. SEGUIMIENTO CLINICO

El seguimiento clinico fue muy similar en todos los trabajos.

En la primera semana (concretamente en las visitas de seguimiento
anteriormente citadas) se recogieron las constantes vitales (presion arterial y
temperatura axilar) y las puntuaciones en las escalas iniciales (NIHSS y GCS).
En la visita del tercer mes, se recogié la puntuacién en la escala modificada de

Rankin (ver anexos).

Asi, los parametros prondsticos utilizados fueron:

- Presencia de deterioro neuroldgico precoz (en las primeras 48 horas),
definido como un incremento de cuatro o mas puntos en la escala NIHSS con
respecto a la situacion basal (The National Institute of Neurological Disorders

and Stroke rt-PA Stroke Study Group, N Engl J Med, 1995).

- Mortalidad en la primera semana (trabajo del D-dimero) y al tercer mes

(trabajos de las metaloproteasas, S100B y marcadores de apoptosis).
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-Estado funcional segun la escala modificada de Rankin (Rankin, Scott Med J,

1957) al tercer mes (ver anexo).

4.7. ESQUEMA DEL PROTOCOLO DE LOS ESTUDIOS

ESTUDIO DEL D-DIMERO

ETIOLOGIA
e SECUNDARIA

sHIC supra o

infratenterial. CRITERIOS

s< 24 horas del )

inicio de los 2SS e
sintomas. l

BASAL 24 HORAS 70 DIA 3er MES
GCS GCS GCS mRS, GCS RS
NIHSS NIHSS NIHSS NIHSS

D-DIMERO | D-DIMERQ | D-DIMERO | D-DIMERQ | D-DIMERO

- I T - T T -

Figura 6: Esquema del protocolo en el estudio del D-dimero.
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ESTUDIO DE 5100B

ETIOLOGIA
s SECUNDARIA

«HIC supra o

infratentorial. CRITERIOS

*< 24 horas del :

inicio de los EXCLUSION ™~
sintomas. l

BASAL | 24 HORAS 70 DIA 3er MES

GCS
NIHSS

GCS
NIHSS MRS

Figura 7: Esquema del protocolo en el estudio de la proteina S100B.

ESTUDIO DE METALOPROTEASAS

ETIOLOGIA
S SECUNDARIA

»HIC supra o
infratantorial. CRITERIOS
*< 12 horas del .
inicio de los S \
sintornas. lv
BASAL 70 DIA 3er MES

GCS GCS GCS GCS
NIHSS NIHSS NIHSS NIHSS

MMP-2,3,9 |MMP-2,3,9 [MMP-2,3,9 | MMP-2,3,9 | MMP-2,3,9
TIMP-1,2 |TIMP-1,2 |TIMP-1,2 |TIMP-1,2 |TIMP-1,2

s -2 B> - =

Figura 8: Esquema del protocolo en el estudio de las metaloproteasas.
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ESTUDIO DE MARCADORES DE APOPTOSIS

ETIOLOGIA
S SECUNDARIA

sHIC supra o
infratentorial. CRITERIOS
s< 24 horas del )
inicio de los EXCLUSION \
sintomas. l
BASAL 70 DIA 3er MES
GCS GCS GCS GCS —
NIHSS NIHSS NIHSS NIHSS
s-FAS s-FAS s-FAS s-FAS s-FAS
Caspasa-3 |Caspasa-3 |Caspasa-3 |Caspasa-3 | Caspasa-3

Figura 9: Esquema del protocolo de Fas soluble y caspasa-3 en sangre.

4.8. ESTUDIOS EN TEJIDO CEREBRAL

4.8.1. Extraccion de muestras y Western Blot

Se estudiaron diferentes muestras de tejido cerebral de cuatro pacientes que
fallecieron a consecuencia de una HIC y de dos pacientes fallecidos por otras
causas no inflamatorias que se utilizaron como controles. Brevemente, durante
el estudio necrdpsico, y una vez retirado el codgulo, se obtuvo 1 cm® del
parénquima cerebral adyacente (area perihematoma), una zona sana del
hemisferio ipsilateral alejada del hematoma, y una tercera del hemisferio

contralateral.
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La extraccion de muestras se realizd dentro de las seis primeras horas tras la
muerte para evitar la degradacién del tejido y todas las muestras fueron
inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.

La presencia de la proteina del receptor Fas, del Fas-ligando y de la caspasa-3
se realizd mediante técnicas de Western Blot (ver apartado métodos de 5.5).
Brevemente, dicha técnica se basa en una reaccién inmunoldgica para detectar
antigenos proteicos especificos en las muestras a estudiar (en nuestro caso
tejido cerebral) reconocidos por un anticuerpo monoclonal o policlonal y
combinado con una electroforesis de proteinas previa. Asi, el contenido total de
proteinas se separa en un gel de acrilamida que permite el desplegamiento de
las proteinas, y una vez separadas, se realiza la transferencia a una membrana
de PVDF, donde se podra hacer la deteccién mediante un anticuerpo primario
contra los antigenos deseados (en nuestro caso marcadores de apoptosis, como
Fas receptor, Fas ligando o caspasa-3). Posteriormente se afiade un anticuerpo
secundario y tras una reaccidén enzimatica final, con peroxidasa se podra hacer
el revelado, obteniendo una imagen de bandas en el lugar en que se haya

producido la reaccion antigeno-anticuerpo.
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4.8.2. Esquema del protocolo de estudio

ESTUDIOS EN TEJIDO CEREBRAL

Obtencion de muestras:
*PH: area perihematoma
=C: area del hemisferio
ipsilateral

Contra: hemisferio
contralateral

Woestern-Blot

PH Contra C

— W Fas

— FasL

. - ProCaspase 3
Caspase3

— - (active)

Figura 10: Esquema del protocolo de estudio del tejido cerebral.
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Tras la hemorragia intracerebral se desencadenan una
serie de procesos, como la activacion de la cascada de la
coagulacion y fenomenos inflamatorios, que conducen a
una lesion cerebral secundaria, todo lo cudl conlleva un
mal pronostico vital y funcional en una gran parte de los
pacientes. En el presente trabajo se realiza una revision
de la literatura disponible acerca de estos procesos y del
uso de marcadores bioldgicos que permitan avanzar en el
conocimiento y manejo de esta patologia.

Palabras clave:
Hemorragia intracerebral (HIC), marcadores bioldgicos,
edema perihematoma.

Neurologia 2006;21(0):0-0.

Biological markers in spontaneous intracerebral
hemorrhage

After intracerebral hemorrhage (ICH), some molecular
processes (such as coagulation cascade activation,
neuroinflammation,.) appear and contribute to the
secondary brain damage.

All of them lead to a poor prognosis in patients after ICH.
The purpose of this paper is to review the literature
regarding this processes and the biological markers
implicated in them that allow us to a better knowledge and
management of this disease.

Keywords:
Intracerebral hemorrhage, biomarkers, perihematomal
edema.

INTRODUCCION

La hemorragia intracerebral (HIC) espontanea se produce
por la ruptura de un vaso a nivel intracerebral, con la
consiguiente extravasacion de sangre al parénquima
encefalico. Representa aproximadamente el 4-14% de
todos los ictus y
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Passeig Vall d’'Hebron 119-129

08035 Barcelona, Spain.
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se asocia a elevadas tasas de morbimortalidad '. Se
estima que entre el 32% y el 50% de los pacientes
mueren durante el primer mes, sobretodo en los dos
primeros dias 2°, y s6lo un 20% de los pacientes estan
en una situaciéon de independencia funcional a los 6
meses de la hemorragia >*.

A pesar de la descripcion en los ultimos afios de
avances significativos en el tratamiento médico 5 el
pronéstico asociado a la HIC sigue siendo
desfavorable en un numero importante de pacientes, y
ello obedece en gran parte, al desconocimiento que
todavia tenemos de su fisiopatologia.

Si bien inicialmente se definié la HIC como un proceso
monofasico que sucedia tras la rotura de una arteria
perforante ®, desde hace varias décadas sabemos que
el sangrado inicial persiste durante las siguientes
horas-dias, condicionando un crecimiento del
hematoma. Ademas, el tejido encefélico que rodea al
hematoma sufre las consecuencias de la lesién
secundaria, lo que puede observarse en las
secuencias de tomografia computerizada (TC)
cerebral en forma de anillo hipodenso, también
denominado edema perihematoma.

Los procesos fisiopatolégicos que conducen tanto al
crecimiento del hematoma como al edema
perihematoma estan siendo estudiados en los Ultimos
afios, debido a su asociacion con la ?resencia de
deterioro neuroldgico en estos pacientes ‘.

En su desarrollo, participan una serie de moléculas
susceptibles de ser utilizadas en un futuro como
marcadores bioldgicos que nos ayuden a predecir la
evolucién de los pacientes afectos de una HIC.
Ademas, el mejor conocimiento de la fisiopatologia de
la enfermedad es el paso previo al desarrollo de
tratamientos mas especificos y eficaces.

Los objetivos del presente trabajo son describir los
procesos moleculares que se desencadenan tras la
HIC y su relacién con el crecimiento del hematoma y
la formacion de edema perilesional. En primer lugar,
describiremos brevemente como se comportan el
edema y el crecimiento en los modelos animales y en
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el hombre. Posteriormente, revisaremos los
marcadores bioldgicos que pueden ser utiles como
herramientas de prediccion de la evolucién clinica de
nuestros pacientes y por lo tanto, ayudarnos a
comprender mejor su fisiopatologia.

EDEMA PERIHEMATOMA EN EL MODELO
ANIMAL Y EN EL HOMBRE

Los primeros modelos animales de HIC se basaron en la
hipétesis de que la lesion producida por ésta, era
Unicamente secundaria a un efecto de masa importante
en el seno del parénquima encefalico. Basicamente
consistian en la colocaciéon de un balén inflado o en la
inoculacion de una sustancia inerte (suero salino/aceite) a
nivel cerebral °. Sorprendentemente, en dichos modelos
no aparecia el edema que la caracteriza a la HIC en el
humano, por lo que posteriormente se desarrollaron
nuevos modelos basados en la infusion lenta de sangre
autdloga """ en los que desde la primera hora aparecia
una zona, adyacente al hematoma, con mayor contenido
en agua y proteinas séricas (edema). Dicha zona se
correspondia con el halo hipodenso que se observa en
las imagenes de TC cerebral o con la hiperintensidad que
aparece en las secuencias de T2 y FLAIR de la
resonancia magnética. El edema en animales, aparecia
muy precozmente, desde la primera hora y podia persistir
por lo menos hasta, el 4° dia de evolucién .

El edema perihematoma en el hombre también aparece
de forma precoz. Existe en la mayoria de los casos
diagnosticados en las tres primeras horas de evolucién 3/
duplica su volumen en las 20 horas siguientes !
Posteriormente, el edema continta creciendo de forma
retardada durante los siguientes dias o semanas y puede
asociarse a un aumento del efecto de masa ™.

La influencia del edema perihematoma en el pronéstico
de los pacientes con una HIC es motivo de controversia,
sobretodo en relacion al edema precoz. Por un lado,
Gebel y colaboradores mostraron que el edema relativo (o
cantidad de edema en relacion al volumen de la
hemorragia) basal, condiciona un mejor prondstico
funcional al tercer mes ™. Sin embargo, estos resultados
no se han confirmado en otros estudios. Al contrario,
aunque el edema inicial se ha visto asociado a deterioro
neurolégico precoz, no afecta al pronodstico final, una vez
corregido por el volumen de la HIC *°.

Mas adelante, el edema tardio, que se visualiza en las
exploraciones pasados los primeros dias, si parece estar
relacionado con una peor evolucion clinica , al producir un
incremento en el efecto de masa .

CRECIMIENTO DE LA HIC EN EL MODELO
ANIMAL Y EN EL HOMBRE

Todos los datos que se conocen sobre el crecimiento de
las hemorragias cerebrales provienen de estudios en
humanos, ya que no existe por ahora ningun modelo
animal que permita reproducir un crecimiento espontaneo,
sino que éste pasa a ser controlado cuando se realiza el
experimento.

El primer estudio disefiado de forma prospectiva y
destinado a conocer la historia natural del crecimiento de
las HIC fue publicado por Brott y colaboradores en 1997
' En él se incluyeron 103 pacientes diagnosticados
dentro de las tres primeras horas tras el inicio de los
sintomas, a los cuales se repetia una TC craneal a la
hora y a las 20 horas. Durante el periodo de estudio (24
horas) hasta un 38% de las HIC crecian; en la mayor
parte de los casos, el crecimiento era precoz,
concretamente dentro de las primeras 4 horas ftras el
inicio de los sintomas. Dicho crecimiento precoz estaba
asociado claramente a un mal prondstico clinico.

El analisis conjunto de los estudios retrospectivos y
prospectivos demuestra que el crecimiento de la
hemorragia es un factor independiente de mal prondstico
y que se asocia a una elevada mortalidad "?'. Del
analisis retrospectivo de series con gran numero de
pacientes conocemos que el tiempo transcurrido desde el
inicio de los sintomas es el factor predictor mas
importante del crecimiento posterior de la hemorragia y
que pueden existir otros factores clinicos asociados,
como el consumo importante de alcohol, la forma irregular
de la HIC, o la disminucién basal del nivel de conciencia
'8 El antecedente de haber sufrido un infarto cerebral o
de hepatopatia y la hipertensién arterial sistdlica
(especialmente en pacientes diabéticos mal controlados)
también se han asociado a crecimiento posterior del
hematoma 2.

PROCESOS FISIOPATOLOGICOS QUE SE
DESENCADENAN TRAS LA HIC

Consideraremos que los procesos que se desarrollan tras
una HIC y que conducen a la lesién cerebral secundaria
ocurren, por lo menos, en dos etapas.

El primer proceso implicado seria la activacién de la
cascada de la coagulacion para conseguir la hemostasia
local. Asi, la mayoria de las evidencias de que
disponemos hoy en dia apuntan a que el edema en los
primeros dias refleja una coagulacion exitosa del
hematoma %*?*. De hecho, los modelos de HIC que
emplean sustancias inertes, como ya se ha comentado
anteriormente, pueden reproducir un minimo edema
perilesional pero éste es mas evidente cuando se instila a
nivel cerebral sangre entera que se coagulard una vez
inyectada. Ademas, aquellos modelos animales en los
que se instila, junto a la sangre, heparina o activador
tisular del plasminégeno, apenas desarrollan edema 2y,
de igual forma, en los pacientes con HIC secundarias al
tratamiento con farmacos anticoagulantes o tromboliticos,
el edema apenas aparece % Todo ello confirma que la
coagulacion de la sangre es esencial para la formacion
del edema inicial.

Durante esta fase precoz, se inician una serie de
procesos que van a influir en que el edema se perpetue
en etapas posteriores. Por un lado, en uno de los
primeros pasos de la cascada de coagulacion se va a
generar trombina. La trombina es una serin-proteasa,
derivada de la protrombina, cuya principal accién es
convertir al fibrinégeno en fibrina, componente esencial
de los coagulos. La trombina puede existir en forma libre
o ligada a la fibrina, de la cual se va a ir liberando
lentamente hacia el tejido que rodea el hematoma. En
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modelos animales, la infusion de trombina en el cerebro,
es capaz de producir un edema que se inhibe
administrando inhibidores de esta proteasa, como el
argatroban *°. Pese a la accién anticoagulante de estos
inhibidores, los modelos animales han mostrado que su
administracion es segura, pues no aumentan el volumen
de la hemorragia %°.

La capacidad de la trombina para desarrollar edema
reside en sus efectos a nivel celular y como inductora de
fendmenos inflamatorios, los cudles resultan deletéreos
tras la HIC. A nivel celular y tras unirse a sus propios
receptores, la trombina induce la mitosis y proliferacion de
plaquetas, células endoteliales, fibroblastos, neuronas y
gia ¥ 'y aunque a bajas concentraciones es
neuroprotectora, puede matar a estas células in vitro
cuando esta presente a elevadas concentraciones 2.
También posee propiedades vasoactivas *° y es capaz de
alterar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica 8

Pero, sin lugar a dudas, la trombina juega un papel
central en los procesos de neuroinflamacion que se van a
desencadenar posteriormente, participando en la
quimiotaxis, la expresion de moléculas de adhesion y la
liberacion de citoquinas *.

La infiltracion inflamatoria por neutréfilos se ha descrito en
el interior y en la periferia del hematoma desde el primer
dia, con un aumento importante hasta el tercer dia, para
posteriormente decaer hacia el final de la primera
semana. En ese ultimo momento las células inflamatorias
que predominan en el tejido son los macréfagos y la
microglia activada, que pueden persistir al menos hasta el
10° dia . Algunas de las moléculas que participan en la
migracion y adhesion de los leucocitos, como es la
molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), se ha
descrito localizada a nivel de las neuronas, microglia y
vasos de la vecindad del hematoma, ya desde el primer
dia y aumentando progresivamente durante la primera
semana *.

Los leucocitos que se infiltran liberan a su vez ofras
sustancias como el anién superéxido, tromboxano A2,
endotelina-1, prostaglandina 12 y prostaglandina H2 que
pueden alterar la vasorreactividad arterial cerebral. La
liberacién de proteasas como las metaloproteasas (como
se explicara posteriormente) pueden dafar la lamina
basal, alterando la barrera hemato-encefalica vy
contribuyendo asi a la lesién cerebral. Aunque el papel
de la microglia inicialmente seria el de eliminar las células
muertas y los residuos, su activacion acabara por
contribuir a la lesion cerebral secundaria *.

De todos estos datos se desprende que los farmacos
antiinflamatorios pueden ser utiles para frenar los
procesos que aparecen tras una HIC; en este sentido,
varios modelos experimentales han valorado Ila
administracién de drogas que inhiben la inflamacién en
diferentes puntos obteniendo unos buenos resultados.
Como ejemplos, el celecoxib % un inhibidor de la ciclo-
oxigenasa-2 6 el tuftsin 1-3 (también denominado factor
inhibidor de los macroéfagos/microglia) % son de utilidad
cuando se administran en modelos animales precozmente
(2 horas tras la induccién del hematoma).

La administracion de inhibidores de la trombina
(argatroban), que como hemos dicho juega un papel
central en todos estos procesos, también disminuye la

respuesta inflamatoria tanto precoz como tardia %.

De igual forma, el sistema del complemento también se
ha relacionado con la respuesta inflamatoria y la lesion
cerebral secundaria. Su llegada al cerebro, de donde
habitualmente se halla excluido, se realizaria a través de
la sangre extravasada en él y de la barrera hemato-
encefalica que él mismo contribuye a romper *. El paso
final de la cascada de activacion del

complemento (CAM 6 complejo de ataque a la
membrana) produce la lisis de los eritrocitos y de otras
células (endoteliales, neuronas y glia) aumentando el
dafio cerebral. También estaria modulando la liberacion
de citoquinas, radicales libres de oxigeno 'y
metaloproteasas. La deplecion sistémica del sistema del
complemento también se ha asociado a disminucion del
edema perihematoma en modelos animales ¥. Sin
embargo, no todos los factores del complemento actuan
aumentando el dafio, como lo hace el factor 3 activado,
sino que otros pueden ser beneficiosos *%.

Los propios componentes de la sangre también tienen un
papel deletéreo tras la HIC, aunque de forma mas tardia.
En general, la lisis de los eritrocitos va asociada a la
resolucion del coagulo y se produce varios dias después
de la HIC, aunque algunos estudios han mostrado que
puede suceder antes La salida del contenido
intracelular de los hematies se asocia a edema cerebral,
disrupcion de la barrera hematoencefalica y lesion del
DNA “*%  por una parte, el grupo hemo de la
hemoglobina es degradada a hierro y biliverdina por la
accion de la hemo-oxigenasa. Estos productos inducen
dafio cerebral que se atenla cuando se administra un
inhibidor de la hemo-oxigenasa o un quelante del hierro
(como la desferroxiamina) en modelos animales *****. La
lisis eritrocitaria puede conducir asimismo a la liberacion
de aminoacidos excitotoxicos como el glutamato, cuyos
niveles cerebrales se han encontrado aumentados de
forma muy precoz La union del glutamato y la
activacion de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato)
produce un aumento del calcio y muerte celular en
modelos animales de ICH, que puede ser inhibida
experimentalmente mediante la administracion de
memantina “®. Por distintos mecanismos este farmaco
puede reducir asimismo la expansién del hematoma
cuando se instila diariamente tras la induccion de la
hemorragia.

Otro grupo de moléculas que se han estudiado en
relacion a la lesion cerebral secundaria tras la HIC son las
metaloproteasas de matriz. Las metaloproteasas de
matriz (MMPs) son una extensa familia de enzimas
proteoliticas zn* -dependientes que se encargan del
remodelado de la matriz extracelular (MEC) y que en
conjunto pueden degradar todos los constituyentes de la
misma. Intervienen en la mayoria de procesos que
requieren el recambio de la MEC, como por ejemplo la
reabsorcion ésea, recambio endometrial, etc. Pero la
presencia de estas proteasas a altas concentraciones se
ha asociado con una amplia variedad de procesos
patolégicos como la diseminacién de metastasis, artritis,
esclerosis multiple, etc. En concreto, dentro de la familia
de las MMPs, las gelatinasas A y B (6 MMP-2 y 9
respectivamente) son capaces de digerir la lamina basal
endotelial, que en condiciones normales tiene un papel
fundamental en el mantenimiento de la integridad de la
barrera hemato-encefalica *°. Se cree que los neutréfilos
emplean la produccion de MMPs para migrar a través del
endotelio y mediante este mecanismo pueden ampliar el
dafo en la zona al desestructurar la barrera hemato-
encefalica *°, contribuyendo a la produccion de edema.
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Otras células contribuyen a fabricar metaloproteasas
como los  astrocitos,  oligodendrocitos, células
endoteliales, neuronas, pericitos, etc. aunque el tipo
concreto de metaloproteasa que producen y el estimulo
que las induce es diferente para cada una de ellas “ En
el ictus isquémico, la presencia de niveles elevados de
estas MMPs se ha visto asociado a la transformacion
hemorragica del infarto °"*. Por otra parte, existen
modelos animales consistentes en la infusion
intracerebral de una colagenasa bacteriana %, que es uno
de los miembros de esta familia, en que se reproduce de
forma inequivoca la HIC y el edema perilesional. Dicho
edema puede bloquearse si se administra un inhibidor de
las metaloproteasas %, En este modelo, los niveles de
MMP-9 enddgena son maximos coincidiendo con el
edema maximo *°. La actividad de estas metaloproteasas
esta intimamente regulada, entre otros, por los TIMPs,
que son los inhibidores tisulares endégenos de estas
proteasas. El perfil temporal de expresién in vivo de
algunas de estas metaloproteasas y sus inhibidores
endégenos ha sido estudiada en un modelo
histopatolégico en rata *°, mostrando que en su mayoria
tienen un patron bifasico de expresion. En dicho trabajo,
la metaloproteasa con mayor expresion fue la MMP-12,
que ademas aumentaba de forma tardia (séptimo dia).

Por dltimo, otro de los procesos que ha sido
ampliamente estudiado como responsable del dafo
secundario en la region que rodea al hematoma ha
sido la presencia de isquemia cerebral secundaria,
que seria causada por el efecto compresivo sobre los
vasos que rodean al coagulo. Sin embargo, se han
realizado mudltiples trabajos, tanto en animales como
en el hombre, con diferentes aproximaciones **%
(diferentes técnicas para evaluar el flujo sanguineo
cerebral, diferentes tiempos desde el inicio, diferentes
volumenes de hematoma) sin llegar a establecer
claramente la presencia de una zona isquémica
perihematoma, al menos que perdure en el tiempo.
Mas bien, se trataria de un area en que se reduce el
flujo sanguineo cerebral pero de una forma transitoria
y sin llegar a los niveles que habitualmente causan
isquemia (con la excepciéon de los casos en que el
hematoma es muy voluminoso y Ila presion
intracraneal estd muy elevada). En dicha zona existiria
una fraccion de extraccion de oxigeno reducida 7 y
en conjunto una tasa metabdlica reducida *°.

UTILIDAD DE LOS MARCADORES
BIOLOGICOS EN LA HIC

El empleo de marcadores que pueden medirse en
sangre periférica u otros liquidos bioldgicos tras la HIC
tiene varias aplicaciones potenciales. En primer lugar,
puede ayudar al diagnéstico de la HIC, de forma
precoz, incluso cuando las pruebas de neuroimagen
no estan disponibles. Como ejemplo en este sentido,
la GFAP (proteina acidica fibrilar glial) es un
biomarcador relacionado con el dafio glial, que ha
mostrado gran capacidad para discriminar entre el
ictus isquémico y hemorragico®™. La combinacion de
varios biomarcadores implicados en algunos de los
procesos que se desencadenan tras la HIC (como por
ejemplo D-dimero, RAGE (receptor de los productos
avanzados de glicosilaci()ng, caspasa-3, s100b, etc...)
ofrece resultados similares *.

Edema: Crecimiento:
TNF-a D-dimero

MMP-9 Interleucina-6
Glucemia c-fibrenectina

Diagnéstico:
CFAP
S100k

RAGE

Figura 1 Biomarcadores asociados al
diagnostico, crecimiento y edema en la HIC. Se
muestran los distintos marcadores biologicos en relacion
al diagnéstico, crecimiento y desarrollo de edema
perihematoma. TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa;
MMP-9: metaloproteasa de matriz-9; GFAP: proteina
acidica fibrilar glial; RAGE: receptor de los productos de
glicosilacion avanzada.

La segunda aplicacion constituye el uso de estos
biomarcadores en la predicciéon del pronéstico clinico, ya
que permiten identificar a los pacientes que pueden
presentar un deterioro neuroldgico precoz o un peor

prondstico vital o funcional a largo plazo. Hasta el
momento, los factores mejor conocidos relacionados con
el prondstico tras la HIC son eminentemente clinicos y
radioldgicos, y de todos ellos el mas potente es el
volumen inicial de la HIC 2%. Sin embargo, los
marcadores biolégicos pueden ofrecer informacién
prondstica adicional independientemente del resto de
factores y esto podria ayudar al mejor manejo clinico de
los pacientes, sobretodo en aquellos casos en que la
toma de decisiones resulte mas complicada % Como
ejemplos podriamos citar la relacién con el deterioro
neurolégico dentro de las primeras 48 horas de los

niveles basales de fibrinégeno o del recuento leucocitario
15

Por ultimo, los biomarcadores pueden ayudarnos a
conocer mejor la cronologia de los procesos implicados
en el dafio cerebral que han sido motivo de esta revision.
Como ejemplos, dentro de la cascada de la coagulacion,
Fujii y colaboradores mostraron que los sistemas
hemostaticos estaban activados de forma sistémica tras
la HIC, con aumento del complejo trombina-antitrombina,
del complejo plasmina-antiplasmina y del D-dimero de la
fibrina, especialmente cuando la sangre alcanzaba el
espacio subaracnoideo 7 Otros autores han mostrado la
activacion precoz de los sistemas de la coagulacion tras
la HIC y en el paciente traumatico®®. Nuestro grupo
también ha mostrado recientemente que el D-dimero se
encuentra elevado en la sangre de los pacientes con HIC
y que ya a nivel basal predice un mal prondstico clinico, al
estar asociado con el deterioro neuroldgico precoz y con
mayor mortalidad ®°.

Dentro de los marcadores de inflamacién, Castillo y
colaboradores '® encuentran niveles elevados de
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citoquinas proinflamatorias (interleucina-6 y factor de
necrosis tumoral-a) en sangre periférica de pacientes
de menos de 24 horas tras el inicio de los sintomas.
Los niveles del factor de necrosis tumoral-a se
relacionan con la zona de hipodensidad perihematoma
a los 2 dias. En el mismo estudio se determinaron los
niveles de glutamato, un neurotransmisor excitotéxico,
mostrando que éstos permitian identificar a los
pacientes con un peor prondstico final y una mayor
lesion residual '°. Los marcadores de inflamacion
también pueden estar participando activamente en los
procesos iniciales que comportan crecimiento de la
hemorragia, como mostraron Silva y colaboradores *,
junto a otras moléculas de dafio endotelial como la
fibronectina celular.

Las metaloproteasas, que también se han observado
aumentadas tras la HIC, pueden estar en relacién con
el edema inicial, al igual que la propia coagulacién de
la sangre """,

Por ultimo, entre los biomarcadores que se determinan
de forma rutinaria, no se debe olvidar la glucemia. La
hiperglucemia en sangre periférica en el momento del
ictus se ha visto asociada a un peor pronéstico, tanto
en pacientes diabéticos como en no diabéticos ™.
Los niveles mas altos de glucemia se asocian a las
HIC de mayor volumen, en pacientes con déficits
neurolégicos muy importantes, por lo que podrian
poner de manifiesto Unicamente una respuesta al
estrés. Sin embargo, en los modelos experimentales,
la hiperglucemia se asocia a un mayor edema cerebral
y a muerte celular en la region perihematoma ™

Es probable que marcadores que desde el punto de
vista tedrico parecen relevantes, como el factor VIl de
la coagulacion, etc. se analicen en futuros estudios.

NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

En el dltimo afio hemos asistido a un avance
importante en el tratamiento médico de la hemorragia
intracerebral, tras la publicacion de los primeros
resultados positivos del tratamiento con factor VII
recombinante activado®. Este factor promueve la
hemostasia, alun en ausencia de alteraciones de la
coagulacién, y permite limitar el crecimiento de la
hemorragia cuando se administra dentro de las cuatro
primeras horas tras el inicio de los sintomas. Ademas
mejora el prondstico vital y funcional a los tres meses
tras el episodio.

Muchos de los agentes que mejoran a nivel
experimental algunos de los aspectos fisiopatolégicos
en la HIC que se han comentado previamente
(argatroban, antiinflamatorios, inhibidores de las
metaloproteasas, etc.) podrian ser futuras dianas
terapeuticas. Sin embargo el paso previo a su
aplicacion en humanos reside en el mejor
entendimiento de la cronologia de estos procesos, el
desarrollo de nuevas técnicas de neuroimagen que
proporcionen informacién en tiempo real y el
desarrollo de nuevos modelos animales donde
podamos reproducir el crecimiento del hematoma,
entre otros ”°. En este sentido, resulta muy interesante

la posibilidad de estudiar la dinamica de la HIC, por
medio de una técnica poco invasiva de neuroimagen
como el Dupplex transcraneal e

Por dltimo, en lo referente al empleo de
biomarcadores plasmaticos seria muy conveniente el
desarrollo de técnicas rapidas de deteccién de las
moléculas a las que nos hemos referido en esta
revisiéon, para hacerlas utiles en la practica clinica
diaria, asi como el descubrimiento de nuevos
biomarcadores. Este ultimo punto es posible que se
vea facilitado por el uso de nuevas técnicas de
proteomica y gendémica. Quizas en el futuro
encontremos marcadores de susceptibilidad genética
no solo para identificar el riesgo de presentar una HIC
sino también para que los procesos comentados de
edema y crecimiento de la HIC sean predecibles en
funcién del bagaje genético de cada paciente.
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Plasma pD-dimer predicts poor outcome
after acute intracerebral hemorrhage

P. Delgado, MD; J. Alvarez-Sabin, MD, PhD; S. Abilleira, MD, PhD; E. Santamarina, MD;
F. Purroy, MD, PhD; J.F. Arenillas, MD, PhD; C.A. Molina, MD, PhD; I. Fernandez-Cadenas, MSc;
A. Rosell, PhD; and J. Montaner, MD, PhD

Abstract—Objective: To investigate if systemic D-dimer activation occurs after acute intracerebral hemorrhage (ICH) and
to study its influence on clinical outcome. Methods: The authors determined plasma baseline D-dimer in 98 consecutive
acute (<24 hours) ICH patients. Glasgow Coma Scale and NIH Stroke Scale scores were recorded to assess neurologic
status on baseline and follow-up visits (24 hours, 48 hours, 7th day, and 3rd month). They also determined the D-dimer
temporal profile at follow-up visits in a subgroup of 21 patients. ICH volume was measured on baseline and follow-up CT
scans. Early neurologic deterioration (END) and mortality during the 1st week were recorded. Results: ICH patients
showed higher plasma D-dimer level than reference laboratory values at baseline (1,780 vs 360 ng/mL; p = 0.013) and 3
months after ICH onset (1,530 vs 470 ng/mL; p = 0.013). The pD-dimer level was related to baseline ICH volume (» = 0.23,
p = 0.049) and to the presence of intraventricular (2,370 vs 1,360 ng/mL; p = 0.019) or subarachnoid (4,180 vs 1,520
ng/mL; p = 0.001) extension. Nearly one-fourth of patients presented END, and 20% died as a result of ICH. As predictors
of END, the authors identified D-dimer level >1,900 ng/mL (odds ratio [OR] 4.5, 95% CI 1.03 to 20.26, p = 0.045) and
systolic blood pressure >182 mm Hg (OR 6.8, 95% CI 1.25 to 36.9, p = 0.026). Moreover, ICH volume >30 mL (OR 19.13,
95% CI 2.06 to 177, p = 0.009) and p-dimer levels >1,900 ng/mL (OR 8.75, 95% CI 1.41 to 54.16, p = 0.020) emerged as
independent predictors of mortality. Conclusion: Increased plasma D-dimer level following acute intracerebral hemorrhage

is associated with early neurologic deterioration and poor outcome.

NEUROLOGY 2006;67:94-98

Spontaneous intracerebral hemorrhage (ICH) ac-
counts for 10 to 15% of all stroke and exposes pa-
tients to high rates of mortality and poor functional
outcome.!

Besides ICH volume, early hematoma growth and
perihematomal edema (PE) formation are considered
determinants of early neurologic worsening and poor
outcome.?* In this context, biologic markers of these
processes may add early prognostic information and
be suitable targets for therapeutic research.

Coagulation products generated during hematoma
formation may play a deleterious role in processes
associated with early neurologic worsening in ICH
patients. Among them, thrombin may cause local in-
flammation, induction of metalloproteinases and
changes in blood—brain barrier permeability, con-
tributing to local injury.>¢ Moreover, D-dimer, a coag-
ulation end product, has been shown to increase in
peripheral blood in CNS diseases such as sub-
arachnoid hemorrhage, ischemic stroke, and
trauma, reflecting a systemic activation of coagula-
tion. In addition, an increased p-dimer production
has been related to poor clinical outcome in these
conditions.” !

Although systemic hemostatic activation has also

been reported in ICH patients,? information about
its impact on clinical outcome after ICH is scarce.

Therefore, we investigated the relationship be-
tween D-dimer levels determined during the acute
phase of spontaneous ICH and the clinical outcome
of ICH patients to assess the prognostic influence of
systemic hemostatic activation in ICH.

Methods. Study population. Our target group consisted of con-
secutive patients with spontaneous supratentorial ICH evaluated
in the emergency room within the first 24 hours of onset. A de-
tailed history of vascular risk factors, drug abuse, alcoholism, and
concomitant medication was obtained from each patient. Between
March 2001 and March 2004, a total of 130 patients were initially
evaluated; those with ICH related to vascular malformation (n =
1), impaired coagulation or oral anticoagulant intake (n = 20),
head trauma (n = 2), hemorrhagic infarction (n = 1), tumoral
bleedings (n = 1), and who underwent a surgical procedure (n = 6)
were not included in this study. Patients with history of deep
venous thrombosis (DVT) were also excluded (n = 1). Finally, a
total of 98 patients were included after informed consent was
obtained from them or their relatives.

The ethics committee approved all aspects of the study
protocol.

Clinical assessment. Glasgow Coma Scale (GCS) and NIH
Stroke Scale (NIHSS) scores were recorded to assess the level of
consciousness and neurologic status on admission (<24 hours),
and at follow-up visits (24 hours, 48 hours, 7th day, and 3rd
month).
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All patients were daily monitored to exclude any clinical sign
suggestive of DVT or PE potentially responsible for the increase in
D-dimer levels during follow-up. The prophylactic treatment used
to prevent DVT or PE was the administration of enoxaparin 40 mg
once daily according to our institutional treatment protocol.

Early neurologic deterioration, defined as an increase in
NIHSS score by =4 points within the first 48 hours,’* was re-
corded. Mortality during the 1st week was used as a poor outcome
measure.

Arterial blood pressure and temperature values were obtained
immediately prior to CT scan performance and at follow-up visits.
Blood samples were drawn at baseline in all patients (n = 98) and
also at follow-up visits in a consecutive subgroup of them (n = 21).

CT scan protocol. Two cranial CT scans were carried out: at
the baseline visit (<24 hours) and at the follow-up visit (72 hours).
All cranial CT scans were performed according to the Neuroradi-
ology Department protocol, with an image matrix of 340 X 340,
2.5-mm wide slices for posterior fosse and 10 mm wide for next
slices.

Investigators who read CT scans were blinded to clinical infor-
mation. ICH volume was measured in baseline and follow-up cra-
nial CTs, according to the formula A X B X C X 0.5,'%'® where A
and B represent the largest perpendicular diameters through the
hyperdense area on CT scan, and C represents the thickness of
ICH (the number of 10-mm slices containing hemorrhage).

ICH location was categorized as deep when it was limited to
the basal ganglia or the thalamus or lobar when it affected pre-
dominantly the subcortical white matter of cerebral lobes. A he-
matoma growing more than 33% of its initial volume was
considered hematoma enlargement.'¢

Absolute PE volume was measured on baseline and follow-up
CT scans by subtracting hyperdense volume (ICH area) from total
lesion area, according to the formula mentioned above.

Intraventricular or subarachnoid extensions of hematoma were
also recorded at baseline and follow-up CT, though we considered
only their presence or absence, not their volume, because of the
difficulty in their measurement.

Immunoassay methods. Venous blood samples were drawn
from each patient (n = 98) at baseline, when the main hemostatic
variables (prothrombin time, thromboplastin partial activated
time, platelet count), leukocyte count, and fibrinogen and glucose
levels were determined. This initial blood sample was drawn prior
to baseline CT scan. For D-dimer measurements, citrate tubes
were used to collect the blood, and plasma was immediately sepa-
rated by centrifugation at 3,000 rpm for 15 minutes and stored at
—80 °C until analysis was done.

The baseline D-dimer determination was done using two com-
mercially available ELISAs according to the manufacturer in-
structions, that is, AutoDimerTest (AGEN, Brisbane, Australia)
for the whole sample and VIDAS D-dimer (Biomerieux, Lyon,
France) for a subgroup of 21 patients. Our laboratory reference
range for healthy controls (also obtained from frozen samples)
were 360 = 670 ng/mL for AutoDimerTest and 68 to 490 ng/mL
for VIDAS D-dimer. Intraclass correlation coefficient between
baseline D-dimer assessments using both ELISA methods was
0.823.

VIDAS D-dimer was also used to determine the temporal pro-
file of D-dimer levels at follow-up visits (24 hours, 48 hours, 7th
day, and 3rd month) in the subgroup of 21 patients.

Statistical analysis. Statistical analysis was done using the
SPSS 12.0 statistical package. Intraclass correlation coefficient
was used to measure the level of agreement between both ELISA
methods. Significance for intergroup differences was assessed by
Fisher exact test for categorical variables and Mann—Whitney U
test for continuous variables. To study correlations between con-
tinuous variables, Spearman correlation coefficient was used. A
repeated measurement test (Wilcoxon) was used to analyze signif-
icant increases/decreases in the temporal profile of D-dimer. Re-
ceiver operating characteristic (ROC) curves were configured to
establish cutoff points of each continuous variable that optimally
predicted neurologic deterioration and death, and two logistic re-
gression analyses were performed to determine factors that could
be considered as independent predictors of death and neurologic
deterioration, using the forward stepwise method by the likelihood
ratio test. Variables showing p < 0.1 in univariate analysis were
included in the multivariate model. A p value of <0.05 was consid-
ered significant. Finally, to study interactions between both pre-

dictors and to determine the presence of an effect modifier, we
used the Mantel-Haenzsel method, by applying the Breslow—Day
test to detect heterogeneity.

Results. Clinical and neuroimaging findings. Demo-
graphic data, risk factor profile, clinical variables, and ra-
diologic data from baseline CT scans are provided in the
table.

Nearly one-fourth of our patients presented neurologic
deterioration within the first 48 hours. END was associ-
ated with mortality (68% patients who deteriorated died;
p < 0.001). Accordingly, the mortality rate in our patients
reached 20.4% in the 1st week.

From the total sample, 55 patients had a follow-up CT
scan within the 1st week (mean time 3 days), and hema-
toma enlargement was present in 16 patients (32.7%).

Hematoma enlargement was not recorded in 20 patients
who died within the first days and in 23 patients scanned
beyond the 1st week.

Laboratory findings and D-dimer temporal profile. The
basic coagulation profile (prothrombin time, thromboplas-
tin partial activated time, platelet count) was in agree-
ment with our reference laboratory values (data not
shown).

The baseline D-dimer level was not related to any clini-
cal variable on admission, although we found that the
baseline D-dimer level was related to other biologic vari-
ables such as leukocyte count (r = 0.22, p = 0.05) and
glucose levels (r = 0.24, p = 0.044).

Baseline D-dimer level was higher than our laboratory
reference values for healthy controls (1,780 vs 360 ng/mL;
p = 0.013).

Regarding the D-dimer temporal profile, an increase in
D-dimer levels was observed during the first 7 days (fig-
ure). The D-dimer level was higher at baseline than at the
3rd month control (1,530 vs 470 ng/mL; p = 0.013).

Radiologic features related to D-dimer levels. Among
baseline radiologic features, higher baseline D-dimer level
was found among patients with higher ICH volume.
D-Dimer was not related to baseline PE. Patients with
intraventricular extension (n = 26) showed higher D-dimer
levels (2,370 vs 1,360 ng/mL; p = 0.019) than those with-
out it, and also patients with subarachnoid extension (n =
6) had higher p-dimer levels (4,180 vs 1,520 ng/mL; p =
0.001). Moreover, patients with only parenchymal ICH
component, thus with absence of subarachnoid or intraven-
tricular extension, showed higher p-dimer levels than con-
trols (1,467 vs 360 ng/mL; p < 0.001).

The baseline D-dimer level was not associated with the
amount of hematoma enlargement during the 1st week in
the whole study sample. However, in a post-hoc subgroup
analysis of D-dimer and ICH enlargement in the 24 sub-
jects scanned within 3 hours of onset, a correlation
emerged between the baseline bD-dimer level and the hema-
toma enlargement volume (r = 0.74, p = 0.02). In fact,
higher baseline D-dimer levels were found in those patients
with hematoma enlargement (1,060 [400 to 1,900] ng/mL)
than in those without it (400 ([250 to 610] ng/mL) (p =
0.03).

Relationship between D-dimer and neurologic outcome.
Potential predictors of neurologic deterioration and mortal-
ity in the univariate analysis are shown in the table. Pa-
tients who deteriorated had lower GCS score and higher
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Table Baseline characteristics and potential baseline factors associated with presence (yes) or absence (no) of neurologic deterioration

and mortality

Neurologic deterioration Mortality

All patients Yes, n = 24 No,n = 74 p Yes, n = 19 No,n =179 p
Age, y 74.5 (62-80) 69 (61-78) 76 (62-80) 0.84 71 (66-79) 75 (61-80) 0.10
Gender, male 63 (64) 14 (58) 49 (67) 0.29 10 (52) 53 (68) 0.21
Location (lobar) 24 (25) 8 (35) 18 (22) 0.17 7(39) 17 (22) 0.14
Antiplatelet therapy 26 (27) 2(13) 18 (27) 0.21 3(27) 17 (24) 0.83
NIHSS 10.5 (6-16) 11 (6.5-16) 10 (5.5-15) 0.42 13 (8.5-16) 10 (6-15) 0.38
GCS 15 (14-15) 13.3 (12.7-15) 15 (15-15) 0.047* 13 (11.7-15) 15 (15-15) 0.01*
Systolic BP, mm Hg 176 = 32 196 = 40 174 = 29 0.03* 175 = 30 176 = 32 0.92
Diastolic BP, mm Hg 96 + 22 95 + 27 95 + 21 0.87 91 = 12 96 + 23 0.5
Leukocyte count 9,655 + 3,211 11,000 * 3,250 9,398 + 3,161 0.071* 12,542 + 3,200 9,349 + 3,080 0.011*
Fibrinogen, g/L 3.39 + 0.58 3.5+0.8 3.3*0.5 0.40 3.5 +0.88 3.3*05 0.7
Prothrombin time, % 90 + 22.6 102 = 49 88 + 14 0.88 81+ 12 91 + 23 0.29
TTPa, s 29.1 +3.3 28.6 = 2.3 29.2 + 3.5 0.81 29.6 + 1.3 29.0 + 3.5 0.69
Platelet count 215,802 = 75,000 215,000 = 77,000 222,000 = 58,000  0.67 253,000 = 54,200 212,000 = 76,115  0.17
Glucose, mg/dL 121.5 = 42 136.7 + 30.1 131.97 = 44.8 0.35 136 = 50.4 129.6 = 41 0.19
d-Dimer, ng/mL 1,780 (354-2,655) 2,900 (1,900-4,700) 800 (300-2,100) 0.011* 1,950 (280-6,000) 820 (340-3,010)  0.072*
ICH volume, mL 17.18 (4-37.5) 37.5 (14-71.5) 10.7 (4-34.6) 0.008* 50.6 (30.1-115.5) 10.7 (3.9-31.8) 0.003*
PE volume, mL 3.9 (0-14.6) 11.7 (0.3-41) 4.3 (0-14.8) 0.64 5.6 (0-25.2) 3.7 (0-14.6) 0.83
Subarachnoid extension 6(6.12) 1(16) 4 (67) 0.9 2 (20) 4(7) 0.2
Intraventricular extension 26 (26.5) 5(19) 17 (65) 0.12 8 (80) 18 (27) 0.001*

Data are expressed as n (%), medians (interquartile range), and means = SD as appropriate.

*p <0.1.

NIHSS = NIH Stroke Scale; GCS = Glasgow Coma Scale; BP = blood pressure; TTPa = thromboplastin partial activated time; ICH = intracerebral hem-

orrhage; PE = perihematomal edema.

systolic blood pressure, leukocyte count, and D-dimer levels
as compared with those who did not.

A ROC curve identified a D-dimer cut-off level of 1,900
ng/mL that predicted neurologic worsening with the high-
est sensitivity (0.6) and specificity (0.75) values.

Among the radiologic features, higher ICH volume was
found to be associated with neurologic deterioration with a
cut-off volume of 30 mL as the best predictor.

5000 —
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1000 =
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Figure. D-Dimer temporal profile. Dotted line indicates the
mean reference laboratory values.

Baseline 24 hours 7 days 3 months
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After a logistic regression analysis, both systolic blood
pressure >182 mm Hg (odds ratio [OR] 6.82, 95% CI 1.25
to 36.9, p = 0.026) and baseline D-dimer level >1,900
ng/mL (OR 4.57, 95% CI 1.03 to 20.26, p = 0.045) were
independently associated with neurologic deterioration.

Regarding mortality, 20.4% of patients died within the
1st week. Patients who died showed a lower GCS score and
higher leukocyte count and D-dimer level at baseline. Fi-
nally, intraventricular extension and higher ICH volume
were the most common radiologic features among patients
who died (table).

From all of these variables, b-dimer level >1,900 ng/mL
(OR 8.75,95% CI 1.41 to 54.16, p = 0.020) and ICH volume
>30 mL (OR 19.13, 95% CI 2.06 to 177, p = 0.009) re-
mained as significant predictors of death during the 1st
week in the final logistic regression model, after adjust-
ment by age, gender, and vascular risk factors. p-Dimer
level and ICH volume presented an effect-modifying inter-
action, with D-dimer predictive of mortality for largest
ICH. In fact, when only the subgroup of patients with
higher ICH volume (>30 mL) was considered, mortality
affected 50% of patients with D-dimer >1,900 ng/mL but
only 10% of patients with lower pD-dimer levels.

Discussion. This study shows an early (<24
hours) p-dimer increase following spontaneous ICH,
indicating a systemic activation of the coagulation
and fibrinolytic systems that lasts for the 1st week
after bleeding. Moreover, a high baseline bD-dimer

level is associated with poor neurologic outcome and
death.
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Our observation of a systemic activation of hemo-
static systems is in agreement with previous
reports.'? Thrombin—antithrombin complex, plasmin—
antiplasmin complex, and D-dimer levels have previ-
ously been reported to be higher in ICH patients
than in healthy subjects. Increased p-dimer level was
found to be related to intraventricular and subarach-
noid bleeding.'? We also identified a link between
D-dimer and parenchymal bleeding.

Several hypotheses might explain the activation of
hemostatic systems following ICH. The brain con-
tains high concentrations of tissue factor that
reaches the systemic circulation following brain in-
jury, triggering the activation of extrinsic coagula-
tion pathway. In addition, several studies in
trauma patients have reported p-dimer and other
coagulopathy-related serum markers to be indicators
of prognosis by reflecting brain injury.!* Moreover,
D-dimer has been also shown to predict poor outcome
following ischemic stroke!! or spontaneous subarach-
noid hemorrhage (compared with other known prog-
nostic scores such as Hunt-Hess Scale or CT grade).?
To our knowledge, we observed for the first time a
relationship between pD-dimer and CT scan features
and outcome in spontaneous ICH.

In our study, a high baseline p-dimer level
emerged as a powerful predictor of both early neuro-
logic worsening and mortality. Other known clinical
and radiologic features such as ICH volume, GCS,
and the presence of intraventricular hemorrhage!”-'8
also predicted mortality in our series. Regarding
early neurologic deterioration, we found higher sys-
tolic blood pressure and p-dimer to be the main pre-
dictors. This finding is in line with previous work.*®

The mechanisms that explain the association of
D-dimer with poor outcome are unclear.

We found p-dimer level associated with hematoma
growth in patients diagnosed earlier. However, it
should be noted that these data were obtained from a
subgroup of patients not initially selected for the
study, and this fact might have biased the result.
Therefore, these data remain to be confirmed in fur-
ther studies.

D-Dimer, as a marker of fibrin turnover, might
reflect an impairment in the coagulation and fibrino-
lysis pathways. In ICH patients, this abnormal func-
tion may lead to greater ICH volume and early
hematoma growth, as we observed. However, we
may not be able to exclude the possibility of an
acute-phase reaction in cases of more severe brain
injury and greater ICH.

In addition, when the blood is clotting, thrombin
and other intermediate products are generated.
Some of these products, and in particular thrombin,
can activate the inflammatory cascade.® b-Dimer as
an end product of both coagulation and fibrinolysis
may trigger some deleterious actions directly.
D-Dimer itself may stimulate monocyte synthesis
and release of pro-inflammatory cytokines such as
interleukin-6,2° which has been related to both devel-
opment of edema and hematoma enlargement.?:22

Thus, activated inflammation and activated blood
coagulation may be related and both contribute to
poor outcome in ICH.

Our findings also might have therapeutic implica-
tions. Recently, it has been reported that recombi-
nant factor VIIa could be safely administered in
hyperacute ICH, limiting the growth of the hema-
toma, reducing mortality, and improving functional
outcome.? We suggest that p-dimer or other related
biomarkers might help us to monitor this treatment.

Several limitations of this study should be noted.
First, the current study involves retrospective analy-
sis of prospectively collected data, so missing data in
a number of patients may be a weakness of our
study. Second, there is great variability among dif-
ferent D-dimer assays due to the heterogeneity of
fibrin degradation products in patient samples, reac-
tivity of antibodies, different calibrators, and differ-
ent assay formats.?* Thus, data obtained by use of
one assay should not be extrapolated to any other
method, although the intraclass correlation coeffi-
cient between both methods was accurate in our
study.
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Short Communication

Plasma S100B Level After Acute Spontaneous
Intracerebral Hemorrhage

Pilar Delgado, MD; Jose Alvarez Sabin, MD, PhD; Esteban Santamarina, MD; Carlos A
Molina, MD, Ph D, Manuel Quintana, Anna Rosell, PhD, Joan Montaner, MD, PhD.

Background and purpose---To determine plasma S100B level after acute (<24 hours)
spontaneous intracerebral hemorrhage (ICH) and to study its relation with neurological
outcome.

Methods---We determined S100B concentration on plasma samples from 78 ICH patients on
admission. Clinical (Glasgow Coma Scale (GCS) and NIH Stroke Scale (NIHSS) scores) and
radiological information (ICH and perihematomal edema (PE) volumes) were collected at
baseline and follow-up visits. Early neurological deterioration (END), defined as the increase of
>4 points in the NIHSS score at 48 hours, and unfavorable outcome at 3 months were also
recorded.

Results---The median S100B level was higher than our laboratory reference values for healthy
controls (103.63 vs 48.51 pg/mL, p<0.001) and a positive correlation was observed between
S100B level and baseline ICH volume (r=0.45, p<0.0001). The median S100B level was higher
in patients who deteriorated early (256.8 vs 89.7 pg/mL, p=0.001) and also in patients with
unfavorable outcome (136 vs 75.91 pg/mL, p=0.003). Multivariate analysis showed baseline
ICH volume as the best predictor for both END (OR 15, 95% CI 2.9 to 76.3) and unfavorable
outcome at 3 months (OR 17, 95% CI 2.03 to 142).

Conclusion--- Increased S100B level is found after acute spontaneous ICH, in association with
a worse early and late evolution, and closely related to initial hematoma volume.(Stroke 2006;
in press).

Key Words: Intracerebral Hemorrhages B S100B B stroke B biomarkersl

S100B is a Ca*"-binding protein found in the
CNS, mainly in glial cells. This protein Although the use of brain specific proteins for
increases in biological fluids of patients with monitoring cellular reaction during brain
brain injury of different causes, being a pathology is winning an ever increasing

consolidated marker of brain damage '*. In importance, information about the role of

ischemic stroke, high S100B level has been
associated with infarct size, with outcome and
with the neurovascular status on admission **.
Moreover, it could be a surrogate marker of
guccessful thrombolysis in t-PA treated patients

proteins indicating destruction of glial tissue, as
S100B, in spontaneous ICH is lacking.
Therefore, we aimed to investigate plasma level
of S100B in a group of patients with ICH and its
relation to neurological outcome.
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Patients and Methods Table 1.

clinical, laboratory and radiological data.

Factors associated to poor outcome and baseline

Study population
Our target group consisted of consecutive

patients with spontaneous supratentorial ICH All patients Poor Outcome (MRS>2)
evaluated in the emergency room within the first ¢ Yo =9 No(e®) P
24 hours from stroke onset. Between January Age, years 15 (63-50) BEXE) -3 076
2003 and March 2004, a total of 100 ICH Gender el BEwy  BEH 6™ 08
patients were initially evaluated. Exclusion Location, lobar 20 26%) 15 (31%) 5 (17%) 0.12
criteria were the presence of a vascular NIHSS score 11(516) 1417 T¢es) 0ot
. . . . GCS 15 (14-15 15 (14-15 15 (14-15 0.19
malformation, impaired coagulation, i (1419 (1419 (1419
. stolic BP, mm! - - - X
1 h h d Systolic BP. Hg 176+/-29 178 +/-27 175 +/- 32 0.67
anticoagu E.mt . t e?rapy, ca tral.lma’ Diastolic BP, mm Hg 95 +/-21 94 +/- 24 97 +-19 0.62
hemorrhagm infarction or tumoral bleedlr}g& Leukocyte count 9.8+/-33 10.4+/-3.5 8.5+/-3.0 0.035
The patients who underwent a surgical Glucose, mmol/L 724122 77423 66+-22 0039
procedure were also excluded. Finally, 78 S100B, pg/mL 103(54-194)  136(88-297)  75(0-138)  0.003
patients were included after informed consent ICH volume, cc 17 (4-38) 29 (9- 46) 4(1-10) 0.001
was obtained from them or their relatives. The PE volume, cc 4(09-15) 10(1-25) 0.94(0-5)  0.004
Ethics Committee approved all aspects of the SAE 5 (6%) 483%) 1(33%) 011
IVE 20 (25%) 17 (35%) 3 (10%) 0.024

study protocol.

Data are expressed as n (%), medians (interquartile range) and means +/- SD as appropiate
SAE: subarachnoidal extension; IVE: intraventricular extension; PE: perihematomal edema;

Clinical and radiological assessment ICH: Intracerebral hemorrhage; BP: Blood Pressure; GCS: Glasgow Coma Scale; NIHSS:

The median time from symptom onset to
hospital admission was 5.7 (2.4-8.8) hours. On
arrival to the emergency department, a detailed
history of vascular risk factors, concomitant
medication, blood pressure, body temperature
and blood samples were taken, prior to the
baseline CT scan was performed. GCS and
NIHSS scores were recorded to assess the level
of consciousness and neurological status on
admission and at follow-up visits (24 hours, 48
hours, seventh day and third month). Early
neurological deterioration (END) was defined as
the increase of > 4 points in the NIHSS score at
48 hours and modified Rankin scale at 3 months
were used to evaluate functional outcome.
Patients that scored >2 on the mRS were
considered as having an unfavorable outcome.

A second CT scan was repeated at third day. All
CT scans were performed according to the
Neurorradiology department protocol.
Investigators who read them were blinded to
clinical information. ICH volume was measured
according to the previously reported formula
AxBxCx0.5 ® and perihematomal edema (PE)
volume was also measured by subtracting
hyperdense volume from the total lesion area.
The presence of hematoma or PE enlargement
between baseline and follow-up CT scan was
also recorded. ICH location was categorized as
deep or lobar and the presence of
intraventricular  (IVE) or subarachnoidal
extension (SAE) of hematoma was also assessed
at baseline and follow-up CT scans.

National Institutes of Health Stroke Scale.

Inmunoassay methods

For S100B measurements, citrate tubes were
used to collect peripheral blood and plasma was
immediately obtained by centrifugation and
stored at -80°C until analysis was done. S100B
determination was done using an enzyme-linked
immunosorbent assay- ELISA- according to the
manufacturer’s instructions (Biosite Inc, San
Diego). Blood samples were always drawn prior
to baseline CT scan.

Statistical Analysis

Statistical analysis was done using the SPSS
12.0 statistical package. Significance for
intergroup differences was assessed by Fisher’s
exact test for categorical variables and Mann-
Whitney U test for continuous variables. To
study correlations between continuous variables,
Spearman correlation coefficients were used.
Receiver operating characteristics (ROC) curves
were configured to establish the cut-off points
of S100B with the optimal sensitivity and
specificity predicting END and unfavorable
outcome.  Finally, two logistic regression
analyses were performed to determine the
factors that could be considered as independent
predictors of neurological deterioration and
unfavorable outcome, using the forward
stepwise method by the likelihood ratio test.
Variables showing a p< 0.1 in univariate
analysis were included in the multivariate
model. A p-value <0.05 was considered
significant.
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Results

Clinical and laboratory findings:

Demographic, clinical and radiological data
from baseline CT scans are provided in Table 1.
END occurred in 12 patients and 61 % had an
unfavorable outcome at 3 months. Mortality
affected to 16 patients (20.5%) from all sample.
The median S100B level was higher than our
laboratory reference value for healthy controls
(103.63 (54.6-194.9) vs 48.51 (22.7-76.7)
pg/mL, p<0.001) and a significant correlation
emerged between S100B level and leukocyte
count (r=0.3, p=0.015) and between S100B and
glucose level (r=0.28, p=0.026).

Radiological features related to S100B level:
There was a positive correlation between
baseline ICH volume and the S100B level
(r=0.45, p<0.0001) and also between PE
volumes and the S100B levels (r=0.27,
p=0.033). Those patients who presented IVE
and SAE had higher S100B level than those
who did not (186.92 (87.5-457.4) vs. 91.8 (37.3-
135.9) pg/mL, p=0.002 and 1203 (316-1602) vs.
96.84 (38.1-155.7) pg/mL, p<0.001,
respectively). The patients who presented IVE
had larger hematomas than those who did not
(43.7 (23-63) cc vs 8.9 (3.7-23.5), p<0.001).
Finally, the median S100B level was higher in
lobar as compared to deeply located ICH (225
(90.9-423.9) vs 97.5 (43.3-138.7), p= 0.001).
The median S100B level at baseline was not
related to further ICH or PE enlargement.
Neurological outcome and S100B level:
Patients with higher S100B level presented
more often with END, which was also
associated with lobar location and higher
baseline ICH volume. A baseline S100B level>
118 pg/mL predicted END with 0.92 sensitivity
and 0.70 specificity.

Moreover, higher S100B level was also
associated with unfavorable outcome at 3
months, as well as other variables showed in
Table 1. A baseline S100B level> 97 pg/mL
predicted unfavorable outcome with 0.74
sensitivity and 0.70 specificity. However, the
multivariate analyses selected ICH volume as
the only independent predictor for both END
(OR 15, 95% CI 2.9 to 76.3) and unfavorable
outcome (OR 17, 95% CI 2.03 to 142) in our
sample.

DISCUSSION:

This study found increased S100B plasma level
after acute (<24 hours) spontaneous ICH in

S100B in ICH

association with worse early and late clinical
evolution. It is well known that S100B is
increased in other CNS diseases such
ischemic stroke, anoxic encephalopathy ..
trauma patients **. S100B is considered a
relevant diagnostic tool in perinatal context,
particularly by its ability to predict
intraventricular hemorrhage in pre-term and
asphyxiated full-term infants, when other
clinical or radiological assessments are still
silent . Moreover, SI00B level has been
reported to increase over time after MCA
ischemic infarction *. In this context, early
increases can predict a malignant course of
infarction in proximal MCA occlusion ’, and
late increases (48 to 72 hours after stroke onset)
provide the best prediction for unfavorable
long-term outcome °. To our knowledge, this is
the first time that SI00B blood level has been
investigated soon after spontaneous ICH in
adults. In our study, the extent of hematoma
strongly correlated with S100B level and,
although both ICH volume and S100B were
associated to early and late clinical evolution,
ICH volume was the strongest predictor of
outcome in our population. It remains to be
investigated whether S100B alone might add
some information in small to medium
hematomas. We found S100B level related to
other biological markers of stress reaction and
to other radiological features associated with
larger hematomas.
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Figure 1. Relationship between ICH volume and S100B

level.

Overall, our data suggest that S100B level in
this early period might reflect the initial
hemorrhagic insult (as demonstrated by the
close relation between S100B and ICH volume).
Our findings might have some potential clinical
applications, such as the use of S100B level as a
surrogate marker in future trials testing
hemostatic agents or neuroprotective drugs.
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Whether serial S1I00B measurements may add
more accurate prognostic information in patients
with ICH and the optimal time points for such
measurements needs to be further investigated.
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Temporal Profile of Matrix Metalloproteinases and Their
Inhibitors After Spontaneous Intracerebral Hemorrhage
Relationship to Clinical and Radiological Outcome

JoseAlvarez-Sabm, MD, PhD; Pilar Delgado, MD; Sua Abilleira, MD, PhD;
Carlos A. Molina, MD, PhD; Juan Arenillas, MD; Marc RipMD; Esteban Santamarina, MD;
Manolo Quintana; Jasone Monasterio, MD, PhD; Joan Montaner, MD, PhD

Background and Purpose—Matrix metalloproteinases (MMPSs) are related to blood—brain barrier disruption, and some
members of this family have been recently involved in brain bleedings. We aimed to investigate the temporal profile
of MMPs and their natural inhibitors (TIMPS) after acute intracerebral hemorrhage (ICH) and to study its influence on
neuroimaging and clinical outcome.

Methods—MMP-2, MMP-9, and MMP-3, as well as TIMP-1 and TIMP-2, were serially determined by enzyme-linked
immunosorbent assay on admissienl@ hours), and at 24 hours, 48 hours, 7 days, and 3 months in 21 ICH patients.
ICH and perihematomal edema (PE) volumes were serially measured on baseline and follow-up computed tomography
(48 hours, 7 days, and 3 months), just at the time of neurological assessment.

Results—Deep ICH was found in 62% patients. Baseline ICH volume did not influence MMP-TIMP level. Highest levels
of MMP-2 and TIMP-2 were found at baseline, for MMP-9 and TIMP-1 at 24 hours, and for MMP-3 at 24 to 48 hours.
Baseline MMP-9 was positively correlated to PE volume@67,P=0.004) and, conversely, its inhibitor TIMP-1 was
negatively correlated to PE=r—0.51,P=0.04). Mortality reached 35% and MMP-3 was the only MMP/TIMP related
to mortality (7.5 versus 2.4 ng/mIE=0.035) and its most powerful baseline predictor (odds rati@2, confidence
interval: 1.5 to 314.2). Both MMP-9 and MMP-3 correlated to the residual scar volume at 3 moath§§rP=0.01
for baseline MMP-9, and=r0.86,P<0.001 for 24-hour MMP-3).

Conclusions—A characteristic temporal profile of MMP/TIMP release exists in ICH. Increased MMP-9 is associated with
PE, and increased MMP-3 is associated with mortality. Both molecules are related to residual cavity (Sitoke.
2004;35:1316-1322.)

Key Words: brain edemam intracerebral hemorrhage metalloproteinases stroke

I ntracerebral hemorrhage (ICH) accounts for 10% to 15% of Infusion of a bacterial collagenase into the caudate nucleus is a

cerebrovascular diseases. Even though it is associated withreproducible animal model for intracerebral hemorrhage and brain

higher morbidity and mortality than other stroke subtypes, no edema in rat8In this collagenase-induced ICH model, endogenous

effective treatment has been developdRerihematomal edema  MMP-9 is increased when brain edema is maxitaln humans,

(PE), together with ICH enlargement, has been shown to be anincreased expression of MMP-9 within the first 24 hours of ICH

responsible for poor outcome in some patients who survived to has been reportédland, recently, in a mouse ICH model, the MMP

early mass effeét3 Therefore, a better understanding of molecular expression profile has been descrilied.

changes underlying these complications is required. In this study, we sought to investigate the temporal profile
Matrix metalloproteinases (MMPSs) are involved in extra- of several MMPs and their natural inhibitors (TIMPs) after

cellular matrix remodeling under normal conditions, although ICH, together with the influence of these molecules on

they have also been reported in a wide range of pathological neuroimaging parameters (PE and residual scar volume) and

processes. In particular, their ability to disrupt the blood— neurological outcome over the time.

brain barrier allowing water and some deleterious molecules

to get into the cerebral parenchyma is of intefesDespite Subjects and Methods

a growing body of evidence on detrimental effects of the Study Population

MMP families in ischemic stroke;” data on their role in our target population was any patient with confirmed supratentorial
human ICH are still scarce. spontaneous ICH attended to in the emergency department within the
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first 12 hours after onset. A detailed history of vascular risk factors,
drug abuse, acoholism, and concomitant medication was obtained
from each patient. Patients were excluded from this study if the
hemorrhage was secondary to vascular malformation, impaired
coagulation, head trauma, hemorrhagic infarction, or those with ICH
caused by bleeding into atumoral lesion. Thus, atotal of 21 patients
were included after informed consent was obtained from al patients
or relatives. None of these patients underwent a surgical procedure.

Glasgow Coma Scale (GCS) and National Institutes of Health
Stroke Scale (NIHSS) were recorded to assess level of consciousness
and neurological status on admission (<12 hours), and on follow-up
visits (24 hours, 48 hours, 7 days, and 3 months). At 3 months,
Barthel index and modified Rankin scale (mMRS) were obtained.
Death and neurological worsening (an increase in NIHSS score by
=4 points) were aso used as poor outcome parameters. Blood
samples, arterial blood pressure, and temperature values were ob-
tained on admission and at follow-up visits.

Computed Tomography Scan Protocol

Four cranial computed tomography (CT) scans were performed: at
baseline visit (<12 hours) and at follow-up visits (48 hours, 7 days,
and 3 months) in those patients who survived. All cranial CT scans
were performed according to the protocol of the neuroradiology
department, with an image matrix of 340X 340, 2.5-mm-wide slices
for posterior fosse and 10-mm-wide slices for next dlices. Investiga-
torswho read CT scans were blinded to biomarker information. |CH
volume was measured on baseline and follow-up CTs, according to
the formula AXB X Cx0.5,1314 where A and B represent the largest
perpendicular diameters through the hyperdense area on CT scan,
and C represents the thickness of ICH (the number of 10-mm dlices
containing hemorrhage). PE volume was measured by subtracting
hyperdense volume (ICH area) from total lesion area, according to
the formula mentioned. This formula was also used to measure the
residual cavity volume on CT scans performed at 3 months. PE
enlargement at each follow-up CT scan was measured as described
for PE, but the clot retraction volume, if any, was subtracted. ICH
enlargement was considered whenever initial ICH volume grew
beyond 30%. ICH location was categorized as deep when it was
limited to the basal ganglia and/or the thalamus or lobar and when it
affected predominantly the subcortical white matter of cerebral
|obes.

Immunoassay Methods

Venous blood samples were drawn from each patient on admission
and follow-up visits. EDTA and citrate tubes were used to collect the
blood. Plasma was immediately separated by centrifugation at 3000
rpm for 15 minutes and stored at —80°C until analysis was finished.
The levels of MMP-9, MMP-3, and MMP-2 and their natural
inhibitors (TIMP-1 and TIMP-2) were determined by means of
commercially available enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) according to manufacturer’s instructions (Biotrack; Amer-
sham Pharmacia).

Our laboratory reference ranges for healthy controls (mean=+2SD)
were: 41+55.7 ng/mL for MMP-9 (n=62), 630.8+101.8 ng/mL for
MMP-2 (n=40), 2.46+1.34 ng/mL for MMP-3 (n=38),
625.4+152.1 ng/mL for TIMP-1 (n=40), and 37.91+10.074 ng/mL
for TIMP-2 (n=40).

Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted using the SPSS 9.0 statistical
package. Statistical significance for intergroup differences was
assessed by Fisher exact test for categorical variables and Mann-
Whitney U test for continuous variables. To study correlations
between continuous variables, Spearman coefficients were used. A
repeated measurement test (Wilcoxon) was used to analyze signifi-
cant increases/decreases on the temporal profile of the studied
molecules. A logistic regression analysis was performed to deter-
mine factors that could be considered as independent predictors of
death, using the forward step-wise method by the likelihood ratio
test. P<<0.05 was considered statistically significant.
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TABLE 1. Demographic Data, Risk Factor Profile, and Clinical
Variables Among the Studied Patients

ICH (n=21)

Gender, male 14 (66%)
Age, y 69.012.92
Previous high blood pressure 11 (53%)
Smokers 1 (5%)
Alcoholism 0 (0%)
Previous stroke

Ischemic 2(9.5%)

Hemorrhagic 2 (9.5%)
Diabetes 4 (19%)
Liver disease 2 (10%)
Undergoing antiplatelet therapy 7 (30%)
Baseline GCS 15 (14-15)
Baseline NIHSS 14 (6.5-16.5)
Systolic blood pressure 185+36
Diastolic blood pressure 98+15
Temperature 36.4+0.4

Baseline blood pressure (BP) is expressed as systolic BP/diastolic BP
(mm Hg); baseline temperature is given in °C. Data are expressed in n (%),
median (interquartile range), and mean=SD.

Results

Clinical and Neuroimaging Findings

Demographic data, risk factor profile, and clinical variables
are shown in Table 1, and radiological data from baseline and
follow-up CT scans are provided in Table 2.

ICH enlargement was found in 35% of patients within the
first 48 hours. PE showed a significant increase (P=0.0004)
during the first 48 hours and then remained stable during the
first week. Neurological worsening appeared in 10 (48%)
patients within the first 48 hours, and the mortality rate
among our patients reached 9.5% at that time point, 23%
during the first week, and 35% of the sample at 3 months.
Patients who survived (n=14) were severely disabled at 3
months (median MRS=3).

MMPs and TIMPs Temporal Profile

Mean and median values of MMPs and their natural inhibi-
tors (MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1, and TIMP-2) at
each time point are shown in Figure 1. Highest levels for
MMP-2 and TIMP-2 were found at baseline, whereas for
MMP-9 and TIMP-1 they were higher a 24 hours, and
for MMP-3 they were higher at 24 to 48 hours. According to
the reference values of our laboratory, al these molecules
tended to be overexpressed during the acute phase of ICH
(P<0.05for @l time points, except for baseline and 3 months
for MMP-9 and except for 7 days and 3 months for MMP-3),
with the exception of TIMP-2 concentration, which showed
very low levels compared with those obtained from healthy
controls (P<<0.05). Regarding the tempora profile of each
molecule, MMP-2 was found significantly decreased during
the first 24 hours with respect to baseline concentration
(901.4 versus 740.1 ng/mL; P=0.002). Conversely, TIMP-1
concentration increased during the first 24 hours (1024.4
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TABLE 2. Data From Baseline and Follow-up CT Scans

All Included Patients Alive Patients Alive Patients Alive
Patients at48 h at Day 7 at 3 mo
CT Data (n=21) (n=19) (n=16) (n=14)
Time to baseline CT 4.7(1.8-8.0) 5.1(2.1-8.2) 5.7 (3.2-8.5) 5.2 (2.7-8.5)
Lobar location (%) 8(38) 7 (36.8) 4 (25) 4 (28.6)
Presence of early PE (%) 17 (81) 17 (89.5) 14 (87.5) 12 (85.7)
Baseline IV/SA blood (%) 10 (47.6) 8 (42.1) 7 (43.8) 6 (42.9)
Baseline ICH volume 18 (6.3-75.0) 11.2 (5.5-65.7) 10.8 (5.3-40) 10.8 (4.5-29.3)
ICH volume at 48 h — 12.6 (8.7-62.6) 10.7 (8.1-34.9) 12.1 (7.4-41.6)
ICH volume at day 7 — — 6.2 (4-48.6) 6.2 (3.9-39.3)
Baseline PE volume 6(0.4-17.9) 7.5(0.8-19.5) 6.8 (0.8-18.7) 6.8 (0.7-17.2)
PE volume at 48 h — 18.6 (5.8-58.8) 15.1 (4.3-44.8) 18.5 (5.2-48.4)
PE volume at day 7 — — 18.8 (3.8-39.5) 18.8 (8.1-36.5)
Time to baseline CT is the time from stroke onset to baseline CT scan given in hours. Presence of early PE refers to the presence

of edema around ICH in the baseline CT scan. All volumes are expressed as mL. Data are percentages or medians (interquartile range)

as appropriate.

versus 1189.3 ng/mL; P=0.036). Other significant variations
are also shown in Figure 1.

We found severa links among the studied molecules.
MMP-2 was found to be correlated with TIMP-2 at different
time points such as baseline (r=0.516, P=0.029). Further-
more, baseline MMP-9 was related to MMP-3 at 24 hours
(r=0.529, P=0.020). In fact, MMP-2 and TIMP-2 showed a
very similar pattern of temporal expression, as well as those
observed for MMP-9, MMP-3, and TIMP-1 (Figure 1).

Relationship Between MMPs and TIMPs With
Radiological Features

MMP and TIMP release was independent of ICH volume,
because we found no correlation between ICH volume and
any of the measured molecules. These MMPs were not
related to ICH volume increase. Baseline PE volume was
positively correlated with baseline MMP-9 (r=0.673,
P<0.01) and inversely correlated with baseline TIMP-1
(r=—0.518, P=0.04). Because of a possible shift toward
proteolysis determined by MMP-9 and TIMP-1 interplay, and
because the MMP assay measures MMP-TIMP complex, we
analyzed MMP-9/TIMP-1 ratio with respect to PE (Figure 2).
We came across an even more significant association be-
tween MMP-9/TIMP-1 ratio and PE than the relation found
when MMP-9 and TIMP-1 were considered individually
(r=0.73, P<0.01).

Moreover, among baseline concentration of the studied
molecules, the only biomarker related to PE enlargement
within the first 48 hours was baseline MMP-9 (r=0.59,
P=0.015), and the only one related to day 7 PE enlargement
was baseline TIMP-1 (r=—0.54, P=0.045).

Residual scar volume was related to all previous ICH and
PE volumes, with the strongest association for ICH and PE
volumes at 48 hours (r=0.825, P=0.002 and r=0,973,
P<0.001 respectively). Among studied molecules, only base-
line MMP-9 (r=0.688, P=0.019) and MMP-3 (r=0.864,
P<0.01) at 24 hours were associated with residual scar
volume.

Relationship Between MMPs and TIMPs With
Neurological Outcome
Among baseline factors, only age, ICH volume, and MMP-3
concentration were related to death (Table 3). After alogistic
regression analysis, only baseline MMP-3 level remained as
an independent predictor of death (OR=22; 95% Cl: 1.54 to
314.29, P=0.023) using a cutoff of >6 ng/mL for MMP-3
(Figure 3).

However, no data among clinical, laboratory, or radiolog-
ical findings obtained at patients arrival could predict neu-
rological worsening in the next days (data not shown).

Discussion

This study shows dynamic changes in blood concentration of
some MMPs (MMP-9, MMP-3, and MMP-2) and their
natural inhibitors (TIMP-1 and TIMP-2) after a spontaneous
supratentorial ICH. At different time points, overexpression
of these molecules was found to be related to relevant
neuroimaging and clinical endpoints in the setting of ICH. In
relation to radiological features, baseline MMP-9 and
TIMP-1 were related to PE volume, whereas residual scar
volume was related to baseline MMP-9 and 24-hour MMP-3.
Interestingly, clinical outcome was influenced by baseline
MMP-3, which was a powerful predictor of death.

The temporal profile of some MMPs has been studied in
other diseases such as myocardial infarction.s Increased
MMP-9, MMP-3, and MMP-2 expression was found within
the first 24 to 48 hours in ischemic heart regions of a rabbit
model of myocardial infarction, contributing to rapid injury
and late ventricular dysfunction. In a recent report from
Power et a2 raised MMP-2, MMP-3, MMP-7, and MMP-9
mRNA levels were found in the periclot area of a rat model
of ICH at similar time points as those described in our
patients. They found MMP-12, a molecule we did not test, to
be the most highly induced MMP in this ICH model. It was
expressed in activated monocytoid cells surrounding the
hematoma. In that study, MM P expression suffered a biphasic
increase; MMP-3, -7, and -9 increased immediately after
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Figure 1. Temporal profiles of MMPs and TIMPs after ICH.
Median values at each time point are represented by a continu-
ous line. Dashed lines indicate mean values for healthy controls
(see Methods). Wilcoxon test: *P<<0.05, **P<0.005.
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Figure 2. MMP-9/TIMP-1 ratio correlation with PE within 12
hours from symptom onset.

ICH; later, a second peak of these molecules was present on
day 7.

A possible explanation for this biphasic pattern in MMP
expression would be the contribution of different pathogenic
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Figure 3. Baseline MMP-3 level in patients who died or survived
after ICH.

mechanisms underlying edema formation. Early edema is
thought to be the result of release and accumulation of
osmoatically active serum proteins from the clot,6 and delayed
edema is produced by the blood-brain barrier disruption
(vasogenic edema) and cytotoxic edemathat follows neuronal
death. This late edema peaks between days 5 and 6 after

TABLE 3. Clinical, Radiological, and Laboratory Findings on Arrival Profile at the
Emergency Department of Patients Who Died or Survived During the Follow-up

Study Period

Death Survival

(n=7) (n=14) P
Gender, male 6 8 0.35
Age, y 80 (68—-85) 65 (54-74) 0.026*
Previous high blood pressure 3 6 1.0
Diabetes 0 4 0.24
Liver disease 2 0 0.098
Undergoing antiplatelet therapy 0 3 0.51
Baseline GCS 5 (14-15) 5 (14-15) 0.96
Baseline NIHSS 4(11-18) 3(4.5-15.5) 0.17
Systolic blood pressure 190 (166-230) 179 (170-210) 0.75
Diastolic blood pressure 90 (81-110) 104 (90-110) 0.41
Temperature 36.5 (36—36.95) 36.4 (36.1-36.7) 0.75
ICH volume .3(8-115.5) 10.3 (3.8-22.8) 0.043*
PE volume .7(0-27.7) 6(0.6-15.7) 0.968
Leucocyte count 11.9(9.7-12.4) 10.4 (7.7-11.7) 0.341
Platelet count 226 (100-248) 199 (163.5-245) 0.905
INR 1. 18(1 06-1.20) 1.22 (1.10-1.29) 0.294
Fibrinogen .8 (2.4-3.0) .8(2.4-3.9) 0.633
Glucose 132 (114-152) 124 (104-156) 0.428
MMP-2 963.6 (846.0-1248.8) 878.4 (695.1-1043.7) 0.399
MMP-3 .5 (2.8-40.6) 4 (2.4-4.0) 0.035*
MMP-9 131.7 (42.4-165.5) 46.8 (14.0-124.7) 0.190
TIMP-1 1167.5 (854.7-3867.4) 1049.8 (918.0-1329.6) 0.574
TIMP-2 15.5 (4.7-79.7) .7(3.2-11.3) 0.158

For continuous variables, medians are shown.

*P<0.05.
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symptom onset.l” In our study, a relation exists between
baseline MMP-9 and early edema, and aso with the growth
of this edema during the next days.

The presence of ischemia surrounding cerebral bleedings
has been largely debated and yet not elucidated. MMP-9 is
beginning to be considered as a marker of ischemia in some
territories. However, a comparison between those MMP-9
concentrations found among ischemic strokes and those
others found among primary ICH reveals a clear difference:
mean MMP-9 concentration is higher for those patients with
ischemic strokes.6 We might therefore hypothesize that the
lesser MMP-9 concentrations found among patients in this
study would revea hypoperfusion without ischemia rather
than a true ischemia supported by others. Similarly, recent
PET and MRI studies have shown that periclot hypoperfusion
is a consequence of reduced metabolic demand, ie, diaschisis
rather than a sign of ischemia. 1819

In our study, the response of different TIMPs in front of
ICH is not homogeneous. TIMP-1 level increases very early
after ICH onset; conversely, TIMP-2, which is constitutively
expressed in brain parenchyma, decreases. Others have
shown that the administration of TIMP-2 results in a reduc-
tion of PE by protecting the blood—brain barrier.10 Whether
thisis aso true in humans and whether the very low TIMP-2
level observed in our study is caused by a TIMP-2 consump-
tion is unknown. However, the role of TIMP-1 has not been
properly studied in neurovascular pathologies. It is now
assumed that it can exert antiapoptotic properties as well as
MMP inhibition.2° In this context, our study would support a
protective effect of baseline TIMP-1, particularly by modu-
lating the balance between matrix synthesis and matrix
degradation through MMP-9 inhibition.

It is known that hematoma induces 3 pathological changes
in its proximity: cell death, vasogenic edema, and breakdown
of blood-brain barrier. Histological sections are character-
ized by the presence of edema, neuronal damage, macro-
phages, and neutrophils in the region surrounding the hema-
toma.2* In arecent report, Qureshi et a investigated the form
of cell death associated with |CH in the perihematomal region
of human specimens, showing that apoptosis seems to be a
prominent form of cell death during the first days, whereas
after 5 days of symptom onset, necrosis with inflammation
seemed to be most prominent.22 Previous experimental stud-
ies in rats showed that apoptotic changes were mostly
identified in neurons and astrocytes.2? The apoptotic pathway
in ICH may involve nuclear factor kB,24 and it is also known
that this transcription factor is implicated in the control of
some inducible MMPs such as MMP-3, MMP-7, and
MMP-9.25

In our sample, MMP-3 level at 24 hours correlated with
residual scar volume at 3 months. One of the substrates
degraded by MMP-3 is laminin, whose degradation leads to
neuronal death.26 We may therefore speculate that MMP-3
could contribute to cell death by several interrelated mecha-
nisms that would have eventually contributed to the mortality
of some ICH patients. Poor neurological outcome and resid-
ual cavity volume have also been related to other mechanisms
such as increased plasma glutamate concentrations.2”
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Several limitations should be noted in the present study.
First, the small sample size and the high mortality ratesin our
population reduced the final number of fully available data on
studied subjects at 3 months. Second, we studied just those
molecules previously related to edema and blood-brain
barrier breakdown. To fully elucidate molecular basis of ICH
complications, future studies should include some other
molecules theoretically more involved in ICH enlargement,
such as hemostatic and fibrinolytic factors. Moreover, some
of the studied biomarkers might aready be elevated before
ICH and related to vascular risk factors, because high
concentrations are still found several months after the hem-
orrhagic event.

In conclusion, a characteristic tempora profile of MMP/
TIMP release exists in human ICH. Increased MMP-9 is
associated with PE and MMP-3 is associated with mortality.
Both molecules are related to the residua scar volume.
Whether blocking these molecules might be beneficia for
ICH patients remains to be demonstrated.
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Fas system activation in perihematomal areas after
spontaneous intracerebral hemorrhage

Delgado P', Cuadrado E', Rosell A', Alvarez-Sabin J', Ortega-Aznar A?, Hernandez
M' Penalba A', Molina CA', Montaner J'.

Neurovascular Research laboratory and Stroke Unit, Neurology Department' and Pathology
Department?®. Hospital Vall d’Hebron. Universitat Autdnoma de Barcelona. Spain.

Apoptosis has been implicated as a prominent form of cell death in the perihematoma
region in animal models and necropsic or post-surgical human studies. Both Fas
system and caspase activation play a central role in apoptotic pathways. The aims of
this study were to investigate soluble Fas (s-Fas) and caspase-3 plasma level after
acute intracerebral hemorrhage (ICH), to determine their influence on clinical and
radiological features and to assess caspase-3, Fas receptor and Fas ligand protein
expression in the human ICH brain tissue. Methods: s-Fas and caspase-3 plasma
level were determined on admission (baseline) in 78 consecutive ICH patients and
serially in a subgroup of 21 of them (24 h, 48 h, 7th day and 3rd month), just at the time
of neurological assessment, by means of ELISA. ICH and Perihematomal Edema (PE)
volumes were determined at baseline and follow-up CT scans and ICH and PE growth
were calculated. Caspase-3, Fas receptor and Fas ligand presence were assessed in
different brain tissue samples by immunoblotting from 4 deceased patients and 2
control subjects. Results: Median baseline NIH Stroke Scale Score was 12 and 13
patients presented neurological worsening at 48 hours. Mortality reached 20.5% of
patients at the third month and 48% of survivors had an unfavorable outcome
(mRS=3). Baseline s-Fas level in ICH patients was significantly lower than in healthy
controls [160 (160-245) vs 269 (230-332) pg/mL, p<0.001] returning to normal values
on follow-up. We found no differences between baseline nor follow-up caspase-3 level
among ICH patients compared to controls. Plasma caspase-3 and s-Fas were not
related to any clinical variable on admission nor follow-up. Regarding radiological
features, s-Fas was found inversely correlated to perihematomal edema growing at
follow-up (r=-0.33, p=0.041). In addition, Fas receptor and its ligand were found
increased at perihematomal areas in ICH cases, whereas activated caspase-3 was
more prominent at contralateral regions. Conclusions: Decreased plasma s-Fas level
together with increased Fas receptor and Fas ligand presence at perihematomal brain

tissue suggest a Fas-mediated apoptosis involvement in this disease.



Intracerebral hemorrhage induces several
hystopathological changes in its proximity,
which beside mass effect, are responsible
for brain damage1. Among them, cellular
death has been shown to be caused by
either necrosis or apoptosis related
mechanisms. Usually, necrosis occurs as a
passive process involving a group of cells
and produces a significant inflammatory
response. In opposition, apoptosis affects
actively single cells, with the formation of
apoptotic bodies and their phagocytosis by
adjacent normal cells. The characterization
of cell death associated with ICH has been
previously defined in several experimental
models #** which showed that apoptosis
mainly occurs in the matrix of the
hematoma but also in the tissue
surrounding its periphery. In humans,
Qureshi et al ° also identified the presence
of apoptotic cells in the perihematoma
region of surgically evacuated hematomas.

Apoptosis requires the activation of a cell
death gene program, and implies the
activation of extracellular signals that can
regulate this process which finishes with
caspase-3 activation directly related to DNA
damage and cell death®. Fas (also called
Apo-1 or CD95) system is an apoptosis-
signalling receptor located in the cell
surface that belongs to the tumor necrosis
factor (TNF) receptor family " The
interaction between Fas and its ligand (Fas-
L) leads to apoptosis. However, several Fas
variants molecules have been identified,
which are generated by alternative splicing
and which are expressed as soluble
molecules, some of them being able of
inhibit induced apoptosis 8, Although Fas-
mediated apoptosis has been described in
other central nervous system diseases,
such as traumatic brain injury , multiple
sclerosis or ischemic stroke®'®'"'2"3 its
role in ICH has not been yet defined.

Our aim was to investigate the presence of
soluble Fas and caspase-3 in plasma
samples after acute ICH and to determine
its relation with clinical and radiological
features. In addition, the presence and
activity of caspase-3, Fas receptor and Fas
ligand have been also investigated in
human ICH brain tissue.

SUBJECTS AND METHODS

Study population

Our target population consisted of
consecutive patients with spontaneous
supratentorial ICH evaluated in the
emergency room within the first 24 hours
after onset. A detailed history of vascular

risk factors, drug abuse, alcoholism, liver
disease and concomitant medication was
obtained from each patient. All patients with
ICH related to vascular malformation,
impaired coagulation or oral anticoagulant
intake, traumatic brain injury, hemorrhagic
infarction, tumoral bleedings and those
patients who underwent a surgical
procedure were excluded for this study.
Finally, a total of 78 ICH patients were
included after informed consent was
obtained from them or their relatives. The
Ethics Committee of the hospital approved
all aspects of the study protocol.

Clinical assessment

Glasgow Coma Scale (GCS) and NIH
Stroke Scale (NIHSS) scores were
recorded to assess the level of
consciousness and neurological status on
admission (<24 hours), and at follow-up (
24 hours, 48 hours, seventh day and third
month) visits.

Early neurological deterioration (defined as
an increase in NIHSS score by = 4 points
within the first 48 hours) " was recorded.
Mortality or a modified Rankin Scale score
=3 among survivors were considered as
unfavorable outcome parameter at third
month.  Arterial blood pressure and
temperature  values were  obtained
immediately prior to CT scan performance
and at follow-up visits.

CT scan protocol

Two cranial CT scans were carried out: on
admission (<24 hours), and at follow-up
(mean 3 days). All cranial CT scans were
performed according to the Neurorradiology
department protocol, with an image matrix
of 340x 340, 2.5-mm wide slices for
posterior fosse and 10 mm wide for next
slices. Investigators who read CT scans
were blinded to clinical and laboratory
information. ICH volume was measured in
baseline and follow-up cranial CT scans,
according to the formula AxBxCx0.5 '€,
where A and B represent the largest
perpendicular diameters through the
hyperdense area on CT scan, and C
represents the thickness of ICH (the
number of 10 mm slices containing
hemorrhage). ICH location was categorized
as deep when it was limited to the basal
ganglia and/or the thalamus, or lobar when
it affected predominantly the subcortical
white matter of cerebral lobes. A hematoma
growing more than 33% of its initial volume
was considered hematoma enlargement 7
Perihematomal edema volume (PE) was



also measured on baseline and follow-up
CT scans by substracting hyperdense
volume (ICH area) from total lesion area,
according to the formula mentioned above.
PE enlargement at follow-up CT scan was
measured as described for PE, but the clot
retraction volume, if any, was substracted.
We considered edema enlargement when
there was an increase of at least 33%
compared to the baseline CT scan.

Finally, the presence of intraventricular or
subarachnoidal extensions of hematoma
were also recorded at baseline and follow-
up CT scans.

Immunoassay Methods

Venous blood samples were drawn from
each patient on admission (n=78) and at
follow-up visits (n=21). Citrate tubes were
used to collect the blood and plasma was
immediately separated by centrifugation at
3000 rpm for 15 minutes and stored at -
80°C until analysis was done. S-Fas and
caspase-3 levels were determined using
the commercially available Enzyme-linked
Immunosorbent Assay-ELISA- according to
the manufacturer’s instructions
(Vienna/Austria/Bender Medsystems).

Our laboratory reference range for healthy
controls for soluble Fas was 269 (230-332)
pg/mL and for caspase-3 was 1.08 (0.76-
1.56) ng/mL.

Brain tissue samples

We studied several samples from 4 ICH
patients, as well as those obtained from 2
control subjects who died as a
consequence of other non-inflammatory
diseases. Sampling was done as previously
described'®. Briefly, on autopsy, blood
mass was removed, and 1 cm® of adjacent
parenchyma was obtained as
perihematomal area  together  with
contralateral tissue. We also obtained an
additional area remote to ICH and
considered healthy in the same
hemisphere. Sampling was done within the
first six hours after death to avoid tissue
degradation. All brain parenchyma was
snap-frozen in liquid nitrogen and stored at
-80°C.

Immunoblotting

Supernatant homogenates were obtained
for caspase-3, Fas receptor and Fas ligand
Western Blot analysis and protein content
was previously determined by bicinchoninic
acid (BCA) assay. Briefly, 30 ug of total
protein were loaded in SDS-PAGE (10%)

and transferred to a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane. Nonspecific
bindings were blocked, and membranes
were separately incubated overnight with
mouse anti-human caspase-3 (Alexis),
rabbit anti-human Fas receptor and rat anti-
human Fas ligand at 1:1000. Secondary
biotinated antibody (Calbiochem; USA) was
diluted 1:1000 and membranes incubated
for 1 hour at room temperature following
with a final streptavidin-HRP incubation
(1:1000) for 1 hour. Before and after
membrane incubations, 3 washes (10 min
each) in TPBS were done. The substrate
reaction was developed with
chemiluminescent reagent ECL PLUS
(Amersham, UK) and visualized with a
luminescent image analyzer (Gel Logic 440
Imaging System, Kodak, USA).

Statistical Analysis

Statistical analysis was done using the
SPSS 12.0 statistical package. Statistical
significance for intergroup differences was
assessed by Fisher's exact test for
categorical variables and Mann-Whitney U
test for continuous variables. To study
correlations between continuous variables,
Spearman and Pearson correlation
coefficients were used as required. A
repeated measurement test (Wilcoxon) was
used to analyze significant
increases/decreases in the s-Fas and
caspase-3 temporal profile.

A logistic regression analysis was
performed to adjust factors related with
edema enlargement, using the enter
method. A p-value< 0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Clinical and neuroimaging findings
Demographic data, risk factor profile, and
clinical variables are shown in Table 1 and
radiological data from baseline and follow-
up CT scans are provided in Table 2.

At follow-up, 13 patients presented
neurological deterioration, and 16 died as a
consequence of ICH at third month. From
all survivors, 48% had an unfavourable
outcome (MRS=3).

About 30% of patients with a follow-up CT
scan available for analysis presented
hematoma enlargement. Edema
enlargement was observed up to 51% of
patients during the first 3 days. Hematoma
or edema enlargement was not recorded in
12 patients who died within the first few
days and in 23 patients who were scanned
beyond the third day.



Table 1. Demographic data, risk factor profiles, and

clinical variables among the studied patients.

ICH

(n=78)
Gender, male 53 (68%)
Age, years 75 (63.5-80)
Previous high blood pressure 50 (64%)
Smokers 19 (24%)
Alcohol intake 16 (20%)
Previous stroke 17 (22%)
- Ischemic 11 (14%)
-ICH 6 (7%)
Diabetes 22 (28%)
Liver disease 4 (5%)
Under antiplatelet therapy 26 (33%)
Baseline GCS 15 (14-15)
Baseline NIHSS 12 (6-16)
Systolic Blood Pressure, mmHg 176 £ 29
Dyastolic Blood Pressure, mmHg 95+ 21
Temperature, °C 36.4+0.4

Data are expressed in n (%), median (interquartile range) or
mean +/- SD as appropriate.

Soluble Fas and

temporal profile

Baseline s-Fas level in ICH patients was
significantly lower than in healthy controls
(160 (160-245) vs 269 (230-332) pg/mL,
p<0.001) but s-Fas level at 24 hours, 48
hours, 7" day and third month
determinations were similar to controls. We
found no differences between baseline
caspase-3 in ICH patients compared
neither to controls or any follow-up
determination. The temporal profiles of both
molecules are represented in figure 1. The
baseline soluble Fas and caspase-3 level
were not related to any clinical or biological
variable on admission or follow-up.

caspase-3

Figure 1: Plasma soluble Fas and caspase-3 temporal
profile following ICH.
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Radiological features related to
soluble Fas and caspase-3 level

Soluble Fas and caspase-3 levels were not
related to initial ICH and PE volumes,
neither with the presence of intraventricular
or subarchnoidal extension.

However, during follow-up, a correlation
emerged between baseline soluble Fas
level and the perihematomal edema
enlargement during the next days (r=-0.33,
p=0.041) that was maintained after

Table 2. Data from baseline and follow-up CT scans.

Total series
(n=78)
Time to baseline CT (hours) 5.2 (2-10)
Location (lobar) 24 (31%)
Baseline ICH volume (cc) 18 (5-39)
Baseline PE volume (cc) 5 (0.4-16)
Presence of 1V extension 20 (25%)
Presence of SA extension 5 (6%)
Follow-up ICH volume (cc) 18 (7.5-47)
Follow-up PE volume (cc) 13 (6-37)

Time to baseline CT is the time from stroke onset to
baseline CT scan given in hours. All volumes are expressed
as cc. Data are expressed in n (%) and median (interquartile
range) as appropriate.

adjustment for all vascular risk factors and
all possible confounding factors (Figure 2).
Baseline caspase-3 level was not related to
any radiological feature neither on
admission nor follow-up.

Figure 2: Relationship between baseline soluble
Fas level and edema growing.
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Fas receptor, Fas ligand and
caspase-3 immunoblotting

Western blot analyses detected a 37 KDa
band corresponding with Fas receptor
protein, with the highest intensity at
perihematomal area (as compared with a
healthy area from the same hemisphere in
case 1, with the contralateral hemisphere in
case 2 and with control subjects). The
same results were observed regarding Fas
ligand protein (31 KDa band) as shown in
figure 3.

Regarding caspase-3, two bands
corresponding with pro-caspase-3 (35 KDa)
and cleaved (17 KDa) were observed in all
samples studied, although activated
caspase-3 seems to be more prominent on
contralateral and ipsilateral healthy areas
(see Figure 3).

Figure 3: Representative Fas receptor, Fas ligand and
caspase-3 immunoblotting from two patients and one
control.
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R— ProCaspase 3
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PH: Perihematomal area, H: Healthy ipsilateral area
C: Contralateral hemisphere.

DISCUSSION

Although the potential role for apoptosis in
cell death after ICH has been suggested,
the molecular mechanisms underlying the
induction of apoptotic cell death remain to
be elucidated. Our results suggest the
existence of a Fas-mediated apoptosis
involvement after ICH in perihematomal
areas.

In our study, soluble Fas, which is thought
to inhibit Fas interaction with its Iigand19,
was found decreased within the first 24
hours after ICH. This fact is in agreement
with other studies involving cerebral
ischemia, like that reported by Tarkowski et
al™®. In their study, soluble Fas level was
found decreased in cerebrospinal fluid from
ischemic  stroke  patients, inversely
correlated with the brain infarct volume and
neurological deficit after 3 weeks and 3
months from the event. In our case, soluble
Fas did not correlate with clinical status of
our patients, but an association emerged
between soluble Fas and perihematomal
edema enlargement in the next days.

Moreover, immunoblotting found increased
Fas receptor and Fas ligand expression in
the perihematomal areas compared with
those samples obtained from a healthy
ipsilateral area, from the contralateral
hemisphere and also from control subjects.
Several hypotheses have been implicated
in the edema formation. Most evidences
from last years pointed to the existence of a
hypoperfused, rather than ischemic, area
surrounding the clot?®?"#% |n this context,
apoptosis could be an important
mechanism of cell death in the
perihematomal area as it happens in the
peri-infarct area after ischemic stroke'.

Whether soluble Fas decrease is reflecting
a decreased production or a rapid
consumption remains to be determined,
however in our case soluble Fas returned to
a normal level after the first 24 hours, so it
seems to be a transient phenomenon.

In opposition to soluble Fas, caspase-3
plasma level in our samples did not change
during the studied period, being even
similar to those obtained from healthy
controls. To our knowledge, ELISA
methods are not routinely used to
determine total caspase-3 plasma levels,
therefore we only can compare our results
with those obtained from Rosell et al*® in a
t-PA treated ischemic stroke population.
They found high plasma caspase-3 at day
one, related to poor neurological outcome
in this condition.

Finally, as caspase-3 activation is
considered an ending step in apoptotic
pathways6, it would be hard to understand
why the active caspase-3 immunoblotting
seems to be more prominent in
contralateral and healthy ipsilateral areas,
which showed minimal amounts of Fas and
Fas ligand protein expression. It might be
hypothesized that the factors leading to
apoptosis in these remote brain regions are
quite different from those related to ICH
itself.

Overall, our data would suggest a role for
Fas system in perihematomal secondary
brain damage, possibly related to apoptotic
cell death in the tissue surrounding the
hematoma.

Our results might have therapeutic
applications, since the inhibition of Fas
ligand has been shown to reduce
secondary brain damage in experimental
models of brain ischemia®*,



As limitations, it would be interesting to
increase our sample size, especially in
brain tissue studies, to better define the
temporal profile for Fas activation after ICH.
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6. SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y
DISCUSION




Tesis Doctoral Sintesis de los resultados y discusién

Esta tesis se inicia con una revisidn extensa y actualizada de los procesos
fisiopatoldgicos, conocidos hasta la fecha, que se desencadenan tras la HIC, y
de su contribucion a la lesién cerebral secundaria que se produce tras ésta.
Entre dichos procesos adquieren un papel primordial la cascada de la
coagulacion (sobretodo, la trombina) y los fendmenos de neuroinflamacion,
pero también influyen el dafio producido por los componentes derivados de la
lisis de los eritrocitos y diversas proteasas capaces de degradar algunos
componentes de la pared de los vasos, entre otros.

En el primer trabajo (apartado 5.1) se revisan también los estudios publicados
en cuanto al desarrollo de edema perilesional y crecimiento del hematoma,
tanto en modelos animales como en el hombre y las diferencias existentes
entre ambos. Y finalmente introduce la utilidad de la determinacion de
marcadores bioldgicos de interés en el diagnostico y monitorizacion

clinico-radioldgica de los pacientes con HIC.

En el resto de trabajos que conforman la presente tesis se han analizado varios
marcadores bioldgicos en los pacientes que presentan una HIC, hallandose
relaciones importantes entre éstos y la evolucidn posterior, tanto a nivel clinico
como radioldgico.

A modo de resumen, sintetizaremos brevemente las caracteristicas basales de
los diferentes grupos de pacientes estudiados, para posteriormente adentrarnos

en los resultados obtenidos con cada biomarcador en concreto.

117



Tesis Doctoral Sintesis de los resultados y discusién

6.1. VARIABLES CLINICO-RADIOLOGICAS Y PRONOSTICO

El analisis conjunto de nuestros datos en los diferentes trabajos, confirma el
conocido mal prondstico, tanto vital como funcional de la HIC. Asi, la presencia
de deterioro neuroldgico y mortalidad en los diferentes trabajos, se ajusta a la

publicada en la literatura (Tabla 7).

Tabla 7: Presencia de deterioro neuroldgico precoz, prondstico desfavorable y mortalidad en los
diferentes trabajos.

Deterioro Pronéstico
Neuroléaico/% desfavorable | Mortalidad/%
9 (MRS>2)
D-dimero (n=98) 25 - 20
S100B (n=78) 15 61 20.5
Fas soluble y caspasa-3 (n=78) 20,5 50 20
Metaloproteasas (n=21) 48 50 35

Es necesario remarcar en este apartado, que no se ha excluido a ningun
paciente por presentar una pésima situacion neuroldgica a su llegada, aunque
este hecho haya podido influir en la pérdida de datos de seguimiento. Como
contrapartida, pensamos que esta forma de seleccionar a los pacientes hace
gue nuestros resultados en cuanto a la evolucion y el prondstico se acerquen

mas a la realidad.

118



Tesis Doctoral Sintesis de los resultados y discusién

En cuanto al pronodstico, nuestros trabajos, ademas de aportar informacion
adicional mediante el uso de marcadores bioldgicos, confirman como otros
factores clasicos que también se asocian como:

o Edad

o Volumen de la HIC

o Baja puntuacion en la escala de coma de Glasgow

o Presencia de invasion ventricular

o Recuento leucocitario

o Hipertension arterial

Con respecto a los datos radioldgicos, nuestros trabajos incluyen a pacientes
con un rango variable de volumen de hemorragia basal, que se resume a
continuacion:

o Trabajo de las metaloproteasas: 18 cm® (6,5-75)

o Trabajo del D-dimero: 17 cm® (4-37,5)

o Trabajo de S100B: 17 cm’ (4-38)

o Marcadores de apoptosis: 18 cm® (5-39)

De igual forma, las tasas de crecimiento de la HIC encontradas en el
seguimiento a los 2-3 dias también pueden compararse a las encontradas en
otros estudios, alrededor del 35% (trabajos del D-dimero y de las

metaloproteasas).
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6.2. EL D-DIMERO COMO PREDICTOR DE MAL PRONOSTICO

Nuestro segundo trabajo confirma observaciones previas sobre la activacion
sistémica de los procesos hemostaticos, reflejados en un incremento del

D-dimero plasmatico que perdura durante, por lo menos, una semana.

En nuestro caso y a diferencia de estudios anteriores (Fujii et al, Stroke, 2001),
la sola presencia de sangre intraparenquimatosa es capaz de activar dichos

sistemas, sin que exista contaminacion ventricular o subaracnoidea.

Ademas tal y como ocurre en otras patologias que afectan al sistema nervioso,
dicha activacion se asocia a una mayor gravedad y peor prondstico a corto
plazo. Pensamos que los motivos por los que el D-dimero esta relacionado con
una peor evolucidon pueden ser multiples. En primer lugar, las concentraciones
mas elevadas de D-dimero se encuentran en aquellos pacientes con mayores
volimenes iniciales de HIC, en los que puede suponerse una mayor destruccion
tisular y liberacién de factores que inician la cascada de la coagulacion. Pero
este no puede ser el Unico motivo, pues en las hemorragias de gran tamaino
(>30 cm®), el D-dimero aporta informacién adicional a la del volumen
aisladamente, pues la mortalidad es cinco veces superior si las concentraciones
de D-dimero son elevadas que si no lo son, como puede observarse en la

siguiente figura (Figura 11).
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Figura 11: Relacién del D-dimero con la mortalidad en pacientes con voltimenes de HIC>30 cm®.

Otro de los motivos de la relacién del D-dimero y el mal prondstico puede estar
en relacion al crecimiento de la HIC, cuestién que analizaremos en el siguiente

apartado.

Cabe resaltar que nos hemos referido exclusivamente al prondstico en la fase
aguda (deterioro neuroldgico precoz y mortalidad en la primera semana), pese
a que la mayoria de estudios publicados con respecto al prondstico, lo hacen
valorando la mortalidad o el estado funcional al primer o tercer mes. Sin
embargo, pensamos que seria Util este enfoque, dado que el estado de los
pacientes a largo plazo en muchos casos es un reflejo de lo que sucede durante

la primera semana.

6.3. EL CRECIMIENTO DE LA HIC Y EL D-DIMERO

De especial interés resulta la asociacion hallada entre los niveles basales de
D-dimero y el crecimiento de la HIC, cuando se diagnostica a los pacientes

dentro de las tres primeras horas (Figura 12).
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Figura 12: Relacion del D-dimero con el crecimiento de la HIC.

En la actualidad, el crecimiento precoz de la hemorragia es una de las
complicaciones mas temidas, pues se asocia claramente a una mayor
mortalidad y peor prondstico funcional (Davis et al, Neurology, 2006). Sin
embargo, la prediccion de dicha complicacién no esta exenta de dificultades,
siendo el tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta el
diagnédstico uno de los predictores mas importantes (Fujii et al, J Neurosurg,
1994). En nuestro estudio, hasta un 33% de los pacientes que se diagnostican
dentro de las tres primeras horas presentaron crecimiento posterior de la HIC y
en esos casos los niveles basales de D-dimero fueron superiores. Es posible, por
tanto que este marcador bioldgico nos aporte mayor informacién en este
sentido. Estos datos deberian confirmarse en estudios prospectivos
especialmente disefiados para ello.

Su aplicacién practica puede tener una gran relevancia en el manejo en fase
aguda de estos pacientes, sobretodo en aquellos candidatos a recibir

tratamientos hemostaticos como el rFVIIa u otros farmacos en desarrollo.
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Dado que el D-dimero constituye un producto final de la activacion de las vias,
tanto de coagulacion como de la fibrindlisis, pensamos que seria un buen
candidato como marcador global del balance entre ambos procesos. Asi,
cualquier alteracion en el balance entre estos dos procesos, resultaria en unos

niveles anormales de D-dimero.

6.4. RELACION DE LA PROTEINA S100B CON EL VOLUMEN
DE HIC

Como se ha comentado en la introduccién de esta tesis, la proteina S100B,
combinada con otros biomarcadores (como el RAGE) puede ayudar a diferenciar
entre ictus isquémico y hemorragico, y por tanto resultar de utilidad en el
manejo pre-hospitalario del ictus (Delgado P et al, Cerebrovasc Dis, 2005). Este
estudio pone de manifiesto ademas, que esta proteina, de forma basal, se
relaciona con el volumen de la HIC y por lo tanto, en un futuro podria ayudar al

clinico a tomar decisiones, incluso antes de la realizacion de la TC craneal.

La elevaciéon en sangre de esta proteina estd muy probablemente causada por
la destruccion tisular que produce la hemorragia cerebral, que es mayor a

mayor volumen extravasado.

Dado que S100B no es exclusiva de las células gliales, sino que se expresa en

otros tipos celulares externos al sistema nervioso, algunos trabajos han

explorado el valor de este biomarcador como indicador de lesion cerebral en el
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contexto de un dafio multiorganico, por ejemplo, en pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos (Kleine et al, Brain Res Bull, 2003). En esos
casos, la determinacién en el LCR, o la asociacion con otros biomarcadores
como la NSE aportan una informacién mas fidedigna.

Pese a que no es el propdsito de este estudio el determinar el origen o la
especificidad de este biomarcador en la HIC, pensamos que puede ser de gran

utilidad en el futuro, dada su asociacion con el volumen lesional.

Posiblemente, y de forma similar a lo que sucede en el ictus isquémico, los
niveles plasmaticos de esta proteina aumenten a medida que va pasando el
tiempo a partir de la lesion cerebral inicial; por ello, una Unica determinacion en
una fase muy precoz puede no ser capaz de discriminar, de forma
independiente al volumen de la HIC, a los pacientes con un peor prondstico.
Tedricamente, su determinacion seriada tras la HIC podria aportar una mayor

informacion.

Aln asociandose a destruccion tisular, quedaria por responder si sus niveles
pueden variar en relacién con la topografia de la HIC, y por tanto con los
subtipos celulares afectos, tal como parece desprenderse de nuestros
resultados que muestran unos niveles mas altos en el subgrupo de pacientes

con HIC de localizacion lobar.
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6.5. METALOPROTEASAS Y EDEMA PERIHEMATOMA

En primer lugar, nuestro estudio confirma resultados previos en cuanto a la
relacion de la MMP-9 y el edema perihematoma (Abilleira et al, J Neurosurg,
2003). Asi, dentro de las metaloproteasas estudiadas, la MMP-9 es la que mas
se asocia al edema perilesional. Nuestro estudio muestra una relacién entre
dicha molécula y el edema perilesional en el momento basal, pero también su
asociacion con el crecimiento posterior del edema (en las siguientes 48 horas).
De forma inversa, el inhibidor enddgeno de esta proteasa o TIMP-1 se relaciona
negativamente con el edema y parece existir un balance entre estas dos
moléculas cuyo resultado positivo conduce hacia un incremento del edema
(Figura 13).

Es importante remarcar en este apartado, que la relacién de estas moléculas
con el edema no esta mediada por el volumen inicial de la hemorragia, sino que
se presenta en las HIC de cualquier tamano, pues no hemos encontrado

ninguna relaciéon de estas moléculas con el volumen inicial de la HIC.
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Figura 13: Relacion entre MMP-9 y TIMP-1 con el edema perihematoma basal.

Cabe destacar que, tal y como hemos mencionado, todas las moléculas
estudiadas estan sobreexpresadas, a excepcion del TIMP-2, cuyos niveles son
significativamente inferiores a los controles durante todo el periodo de estudio.

Esta molécula se ha descrito como capaz de inhibir la proteolisis y por tanto de
reducir el edema y la disrupcion de la BHE tras la inyeccién intracerebral a un
animal de experimentacién de una colagenasa bacteriana (Rosenberg et al,
Brain Res, 1992). Los niveles bajos que hemos encontrado en nuestros
pacientes podrian pues implicar una tendencia hacia la proteolisis, pese a que

no hemos observado que exista una relacién entre esta molécula y el edema.
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6.6. MMP-3 Y MORTALIDAD

A nuestro entender, este es el primer estudio en que se determinan los niveles
de MMP-3 en el plasma de los pacientes tras una HIC. Dicha molécula no sélo
esta sobreexpresada, sino que se relaciona con algunos parametros como la
cavidad residual al tercer mes y predice, junto a la edad, la mortalidad de los
pacientes. Los mecanismos a través de los cudles esta metaloproteasa puede
actuar son aun desconocidos, pero el balance entre esta metaloproteasa y su
inhibidor enddgeno (TIMP-3) podria estar en relacién a fendmenos de apoptosis
ligados al receptor de muerte Fas (Wetzel et al, Eur J Neurosci, 2003; Chen ZL,

Cell, 1997).

6.7. INHIBICION DE LAS METALOPROTEASAS

La aplicabilidad clinica de los resultados de este estudio es evidente y estan en
consonancia con el desarrollo y aplicacion de farmacos inhibidores de estas
metaloproteasas. Asi, en estudios experimentales con animales tratados con
estos farmacos se ha descrito una reduccion en el edema y una mejoria en las
escalas neuroldgicas (Rosenberg et al, Neurology, 1997).

Dada la relacion de la MMP-3 con la mortalidad y el volumen residual, cabria
esperar que su inhibicion también mejorase el prondstico, por otros

mecanismos y de forma independiente a la producciéon de edema.
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6.8. IMPLICACION DEL SISTEMA FAS EN LA HIC

Este estudio describe por primera vez los niveles basales de Fas soluble
(molécula con propiedades antiapoptdticas) y de caspasa-3 (molécula con
propiedades pro-apoptdticas) en plasma de los pacientes tras una HIC y su
perfil temporal. Asi como los niveles de caspasa-3 no experimentan ningun
cambio en nuestros pacientes, los niveles de Fas soluble sufren un descenso
inicial. Dicho descenso se relaciona con la aparicion de edema posterior.

Ante la posibilidad de que estos cambios estén reflejando una activacion de
este sistema, exploramos en el tejido cerebral de pacientes fallecidos tras una
HIC, la presencia de las proteinas que conforman este sistema en diversas
zonas cerebrales, encontrando que en las regiones del perihematoma es donde

mas se expresan tanto el Fas receptor como su ligando.

6.9. APLICACIONES PRACTICAS DEL USO DE
BIOMARCADORES

Si bien muchas de las futuras dianas terapeuticas en la HIC se conoceran a
partir del creciente uso de modelos animales en esta patologia, pensamos que
la determinacion plasmatica de dichas moléculas en nuestros enfermos y, por
tanto, su uso como biomarcadores puede ayudarnos a comprender mejor la
fisiopatologia y la cronologia en el ser humano de estos procesos.

Su aplicacién como marcadores de prondstico o de evolucion clinico-radioldgica

sera posible gracias al futuro desarrollo de técnicas de deteccién mas rapidas
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combinar la determinacion simultanea de varios biomarcadores en una misma

muestra bioldgica.
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En los pacientes que han presentado una HIC:

1)

2)

3)

Existe un gran nimero de procesos que se desencadenan y contribuyen
a la lesién cerebral secundaria. Las moléculas implicadas en dichos

procesos pueden ser utilizadas como marcadores bioldgicos.

Existe una activacion de los mecanismos hemostaticos a nivel sistémico,
que se pone de manifiesto por un aumento del D-dimero en sangre

durante la primera semana.

Los niveles basales de la proteina S100B se encuentran elevados tras la

HIC.

Existe un incremento en sangre de diversas metaloproteasas (MMP-2,

MMP-3, MMP-9) y sus inhibidores enddgenos (TIMP-1), con un perfil

temporal definido para cada una de ellas.

Las concentraciones de Fas soluble descienden inicialmente, sin

observarse cambios en las concentraciones de caspasa-3.

Las concentraciones basales de D-dimero predicen el deterioro

neuroldgico y la mortalidad precoz.
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4)

Las concentraciones basales de proteina S100B estan en relacion al

volumen inicial de la HIC.

La MMP-9 y el TIMP-1 se relacionan con el edema perihematoma.

La MMP-3 predice la mortalidad y se asocia al volumen de la cavidad

residual al tercer mes.

Las concentraciones basales de Fas soluble se relacionan inversamente

con el desarrollo posterior de edema perihematoma.

En las areas del perihematoma existe activacion del sistema Fas/Fas

ligando tras la HIC, implicados en mecanismos de apoptosis.
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ESCALA DE COMA DE GLASGOW

Apertura de los ojos

Reaccién verbal

Respuesta motora

Espontanea 4 puntos
Tras estimulo verbal 3 puntos
Tras estimulo doloroso 2 puntos
Ausente 1 punto

Orientado 5 puntos
Conversacion confusa 4 puntos
Palabras inapropiadas 3 puntos
Incomprensible 2 puntos
Ausente 1 punto

Obedece 6rdenes 6 puntos
Localiza el dolor 5 puntos
Flexién al dolor 4 puntos
Flexion anormal 3 puntos
Extension al dolor 2 puntos
Ausente 1 punto

NUmero maximo de puntos: 15

Numero minimo de puntos: 3

ESCALA DE RANKIN MODIFICADA

Puntuacion Descripcion
0 Ningun tipo de sintomas.
Discapacidad no significativa a pesar de los sintomas; capaz de llevar a cabo
1 todas las tareas y actividades habituales.
Discapacidad ligera; incapacidad de llevar a cabo todas sus actividades
2 anteriores, pero capaz de cuidar de sus propios asuntos sin ayuda.
Discapacidad moderada; requiere alguna asistencia, pero es capaz de andar
3 sin ayuda.
Discapacidad moderadamente severa; incapaz de andar y atender
4 satisfactoriamente sus necesidades corporales sin ayuda.
Discapacidad severa; confinamiento a la cama, incontinencia y requerimiento
5 de cuidados y atenciones constantes.
6 Muerte.
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ESCALA DEL ICTUS DEL NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH
(NIH STROKE SCALE)

la. Nivel de conciencia

0. Alerta

1. No esta alerta, pero reacciona con una estimulacion minima

2. No esta alerta, precisando una estimulacion repetida para reaccionar.
3. Coma

1b. Preguntar al paciente por el mes y la edad
0. Ambas respuestas correctas
1. Una respuesta correcta.
2. Ambas incorrectas.

1c. Pedir al paciente que cierre y abra los ojos y que cierre y abra la mano no parética
0. Ambos movimientos correctos
1. Un movimiento correcto
2. Ambos movimientos incorrectos

2. Movimiento ocular (s6lo movimientos horizontal)
0. Normal
1. Paralisis parcial
2. Desviacion forzada

3. Test de campo visual
0. Sin pérdida de campo visual
1. Hemianopsia parcial
2. Hemianopsia completa
3. Hemianopsia bilateral (incluye ceguera cortical)

4. Paralisis facial
Pedir al paciente que muestre los dientes o que levante las cejas y cierre los ojos fuertemente
0. Movimientos normales y simétricos
1. Paralisis menor: labio superior flaccido, asimetria en la sonrisa
2. Pardlisis parcial: paralisis casi total en la parte inferior de la cara
3. Parélisis completa en un lado o en ambos: ausencia de movimiento facial en la parte superior e
inferior de la cara

5. Funcién motora de los brazos (52 derecho, 5b izquierdo)
Se pide al paciente que extienda los brazos al frente, con las palmas hacia abajo (si est4 sentado)
0 que los levante en angulo de 45° (si esta tendido) y se valora si mantiene la posicion durante 10
segundos
0. No hay caida
Caida progresiva durante los 10 segundos sin llegar a caer del todo.
Cae del todo pero se observa un cierto esfuerzo contra la gravedad
Cae totalmente sin evidencia de esfuerzo contra gravedad
No hay movimiento
Amputacion del miembro o inmovilizacién de la articulacion

e

6. Funcion motora de las piernas (62 derecha, 6b izquierda)
Se realiza siempre en posicién supina, pidiendo al paciente que levante la pierna en angulo de 30°
y se valora si mantiene la posiciéon durante 5 segundos.
0. No hay caida
Caida progresiva durante los 10 segundos sin llegar a caer del todo.
Cae del todo pero se observa un cierto esfuerzo contra la gravedad
Cae totalmente sin evidencia de esfuerzo contra gravedad
No hay movimiento
Amputacion del miembro o inmovilizacion de la articulacion

ohwbd=
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7. Ataxia de los miembros
Se pide al paciente que se toque la nariz con la punta del dedo (ambos brazos) y que se toque la
rodilla de una pierna con el talén de la otray lo deslice a lo largo de la espinilla (ambas piernas)

0. No hay ataxia

1. Ataxia en un miembro

2. Ataxia en ambos miembros

9. Amputacién del miembro o inmovilizacion de la articulaciéon

8. Sensibilidad
Valorar la reaccion ante el estimulo de un pinchazo con una aguja, en diferentes partes del cuerpo
(brazos, pierna, cara)
0. Normal, no hay pérdida de sensibilidad
1. Pérdida de sensibilidad débil o moderada: el paciente nota el contacto pero no percibe si es con
la punta o con el lado plano de la aguja
2. Pérdida total de sensibilidad: el paciente no nota el contacto

9. Lenguaje
Valorar la comprensidon mostrada en todas las pruebas anteriores, asi como la capacidad para leer
una frase corta o describir un dibujo simple (los pacientes en coma, item 1a=3, se puntdan 3 en
esta prueba
0. Normal, si afasia
1. Afasia leve o moderada: el paciente tiene dificultades de habla y/o comprensién, pero se puede
identificar lo que quiere decir
2. Afasia severa: s6lo hay una comunicacién minima, y es muy dificil identificar lo que el paciente
quiere decir
3. Afasia global, mutismo. No hay posibilidad de hablar ni de comprender

10. Disartria
Valorar la capacidad del paciente para articular correctamente un texto leido o repetir algunas
palabras

0. Articulacién normal

1. Disartria ligera o moderada. Se pueden entender las palabras pero con dificultad

2. Disartria severa, es casi imposible entender las palabras o el paciente casi no puede hablar

9. El paciente esta intubado o tiene otra dificultad fisica para hablar.

11. Extincién (supresidn, inatencién) y negligencia
Se valora por la reaccién del paciente ante un estimulo doloroso bilateral simultdneo y simétrico
(extincién) y por sus reacciones ante los estimulos visuales, tactiles, auditivos, espaciales o
personales, en las pruebas anteriores (negligencia)

0. No hay anormalidades

1. Extincion frente a la estimulacion bilateral simultdnea o negligencia en una de las modalidades

sensoriales
2. Hemi-extincion severa o negligencia frente a mas de un estimulo
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