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RESUMEN 
 

El ictus es una enfermedad con una elevada morbimortalidad, suponiendo la segunda causa de 

muerte a nivel mundial y una de las principales causas de discapacidad en el adulto. Aun así, la 

heterogeneidad entre los pacientes con ictus dificulta anticipar el pronóstico de la 

enfermedad. Saber qué pacientes van a empeorar o cuáles se recuperarán sin secuelas 

ayudaría a facilitar información al paciente y su familia, valorar los riesgos y los beneficios del 

tratamiento trombolítico o la inclusión en ensayos clínicos y a optimizar los recursos sanitarios 

en cuanto a atención médica especializada, cuidado intensivo de los pacientes, duración de la 

estancia intrahospitalaria o terapias de rehabilitación tempranas.   

Actualmente, la predicción de la evolución clínica de los pacientes con ictus es poco precisa y 

suele basarse en la edad y la gravedad inicial del paciente. Aunque se han desarrollado 

diversos modelos predictivos basados en variables clínicas, en la práctica ninguno de ellos es 

aplicado al presentar valores de discriminación entre pacientes que, en el mejor de los casos, 

alcanzan el 70-80 % de precisión. Además, estos modelos suelen incluir variables clínicas que 

no son accesibles de forma inmediata o que requieren técnicas de neuroimagen. El uso de 

biomarcadores en la práctica clínica en otras enfermedades ha generado una corriente de 

investigación en torno a moléculas que puedan predecir la evolución de los pacientes con 

ictus. En la actualidad, pocos biomarcadores han demostrado tener un valor predictivo 

suficiente como para que se evalúe su utilidad en amplios estudios multicéntricos; para ello, 

los biomarcadores deberían añadir valor a las variables clínicas, aumentando la sensibilidad y 

la especificidad en la discriminación de los pacientes para influir en la toma de decisiones.  

Los trabajos incluidos en esta Tesis se centran, por un lado, en sistematizar el conocimiento 

sobre biomarcadores pronósticos en el ictus isquémico y la aplicación de criterios estadísticos 

que demuestren el valor añadido necesario para un futuro uso de los marcadores. Con ese 

propósito hemos desarrollado una página web donde se compila la información sobre las 

moléculas que se han asociado con el pronóstico del ictus y hemos aplicado técnicas de 

estadística comparativa y de metaanálisis para evaluar un biomarcador típico como el péptido 

natriurético de tipo B (BNP). Por otro lado, hemos querido evaluar moléculas involucradas en 

la fisiopatología del ictus, como las quimiocinas, explorándolas paralelamente a nivel cerebral 

y circulatorio. 

Finalmente, mediante técnicas de identificación masiva, como la proteómica, las librerías de 

anticuerpos y la transcriptómica, hemos identificado una serie de moléculas que han 

demostrado su asociación con el pronóstico del ictus en diferentes momentos de la evolución 

de los pacientes. Además, estas moléculas mejoran, en mayor o menor grado, la predicción 

basada solamente en variables clínicas. 

Valorar éstos u otros biomarcadores en las diferentes complicaciones secundarias al ictus 

isquémico en las que podrían tomarse decisiones que cambiasen el curso de la enfermedad, 

como la predicción de las infecciones post-ictus o la transformación hemorrágica, parece una 

excelente oportunidad de futuro para la aplicación real de los biomarcadores en el ictus.    
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ABSTRACT 

Stroke is a severe disease, being the second cause of death worldwide and one of the main 

causes of disability. Heterogeneity among stroke patients makes difficult to anticipate the 

prognosis of the disease. To identify patients who are going to worsen or will recover would 

help in giving valuable information to the patient and relatives; to evaluate risks and benefits 

of reperfusion therapies or the inclusion in clinical trials and to optimize public health 

resources in terms of specialized medical and intensive care, length of in-hospital stay or 

starting of early rehabilitation programs.  

Nowadays, clinical outcome prediction of stroke patients lacks accuracy and is usually based 

mainly on age and initial neurological severity. Although several predictive models have been 

developed including clinical variables, none of them is being applied in clinical practice. In the 

best-case scenario, these models differentiate patients with 70-80 % accuracy. Furthermore 

they tend to include clinical variables non-easily available or based on neuroimaging 

techniques. The use of biomarkers in the clinical practice in other diseases generated a trend in 

research around molecules that can predict stroke patients’ outcome. Currently, few 

biomarkers have demonstrated enough predictive value to be evaluated in large multicenter 

studies; for that purpose, biomarkers should add value to clinical variables, increasing 

sensitivity and specificity in the discrimination of patients in order to influence decision-making 

processes.  

The papers comprised in this Thesis focus, on the one hand, on systematizing the knowledge 

about prognostic biomarkers in ischemic stroke and the application of statistical criteria that 

demonstrate the needed added value for a future use of the biomarkers. For that purpose we 

have developed a website to provide a data compilation of molecules that have been 

associated with stroke prognosis and we have applied comparative statistics and metaanalysis 

to evaluate a typical biomarker, such as natriuretic peptide type B (BNP). On the other hand, 

we aimed to evaluate molecules that are involved in the pathophysiology of stroke, such as 

chemokines, by analyzing them in parallel at both brain and blood levels.  

Finally, through massive discovery techniques, such as proteomics, antibody libraries and 

transcriptomics, we identified several molecules that demonstrated their association with 

stroke prognosis at different moments during the progression of the disease. Moreover, these 

molecules improved prediction based solely on clinical variables.  

To evaluate utility of these or other biomarkers in some of the secondary complications of 

ischemic stroke, where decisions can be made to change the evolution of the disease, such as 

the prediction of post-stroke infections or hemorrhagic transformation, seems an excellent 

opportunity for a real use of stroke biomarkers in the near future.  
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1.1 El ictus 

El ictus se produce por una alteración brusca de la circulación cerebral, que afecta al aporte de 

oxígeno y nutrientes de las células que conforman el parénquima cerebral. Este trastorno del 

flujo sanguíneo puede producirse por la rotura (ictus hemorrágico) o por la obstrucción (ictus 

isquémico) de un vaso cerebral. Dependiendo del tipo de ictus y de la zona cerebral afectada 

se producen diferentes síntomas, como alteraciones del lenguaje (afasia), del movimiento 

(paresia) o de la visión (hemianopsia, diplopía).  

Los datos más recientes y completos sobre la incidencia del ictus en nuestro entorno indican 

que se producen 187 casos por cada 100.000 habitantes, con una tasa de hospitalización del 

92,4 % (Díaz-Guzmán J et al., 2012). El ictus afecta a todo tipo de personas, 

independientemente de su género (53 % de hombres) y edad, aunque la incidencia aumenta 

con los años de vida (con una edad media de 74 años) y, por tanto, el ictus supone un 

problema sociosanitario en sociedades envejecidas (Hollander M et al., 2003).  

El ictus puede considerarse una enfermedad multifactorial, causada por la comorbilidad de 

diversas patologías, de factores genéticos y ambientales. Las principales enfermedades que 

suponen un incremento del riesgo para padecer un ictus son la hipertensión arterial, las 

cardiopatías, la diabetes mellitus y la dislipemia. Éstas, junto con el tabaquismo, el 

alcoholismo, el sedentarismo y la obesidad son factores que controlados podrían reducir la 

incidencia del ictus (Di Legge S et al., 2012). Por otro lado, existen evidencias de la influencia 

de factores genéticos, no modificables, tanto por la presencia de ictus en enfermedades 

monogénicas (CADASIL, enfermedad de Fabry) como por la asociación de variantes genéticas 

con subtipos específicos de ictus (Traylor M et al., 2012).  

 

1.1.1 Subtipos de ictus 

El tipo mayoritario es el ictus isquémico, representando entre el 80 y el 85 % de los casos, 

frente al 15-20 % de los ictus hemorrágicos (datos del Sistema Nacional de Salud, 2009). Tanto 

el ictus isquémico como el hemorrágico pueden clasificarse a diferentes niveles, según la zona 

cerebral afectada, la extensión, la duración del evento o la etiología subyacente (Figura 1). 
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Hemorrágico

Focal Global Intracerebral Subaracnoideo

Localización

Carotídeo
Vertebrobasilar

Etiología

Aterotrombótico
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Lacunar
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Angiopatía amiloide
Aneurisma
Malformación arteriovenosa
Otras

Figura 1. Tipos y subtipos de ictus. Adaptado de Arboix A et al., 2006.                     
AIT: ataque isquémico transitorio. 

 

El objeto de estudio principal de esta Tesis doctoral es el ictus isquémico, por lo que de aquí en 

adelante los términos ictus e ictus isquémico se utilizarán indistintamente. El ictus isquémico o 

infarto cerebral es causado por la interrupción del flujo sanguíneo, produciéndose un déficit 

neurológico con una duración superior a las 24h. El diagnóstico del ictus isquémico se basa en 

la anamnesis, la exploración neurológica, los resultados de una analítica sanguínea completa, 

del estudio cardíaco (electrocardiograma y ecografía transtorácica) y de la exploración vascular 

(ecografía doppler-dúplex), junto con las pruebas de neuroimagen, bien tomografía 

computarizada (TC) o resonancia magnética (RM) craneal (Álvarez J, 2006).  

Una vez realizado el diagnóstico, es importante conocer la causa de la obstrucción arterial que 

ha llevado al bloqueo de la circulación. La clasificación etiológica más utilizada actualmente es 

el sistema TOAST (Adams HP et al., 1993), aunque existen otros sistemas más recientes con 

modificaciones del TOAST (Amarenco P et al., 2009). Los dos subtipos de ictus más frecuentes 

son los ictus cardioembólicos, en los que un coágulo o émbolo producido en el corazón viaja 

por el torrente circulatorio y bloquea una arterial cerebral, y los ictus aterotrombóticos, 

producidos por la presencia de aterosclerosis que ocluye la luz del vaso o por ruptura de la 

placa de ateroma que llega en forma de trombo al cerebro. A pesar de los avances en las 
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técnicas de diagnóstico, en un 25-39 % de los casos la causa subyacente permanece 

indeterminada (Wolf ME et al., 2012), lo que dificulta el manejo adecuado de los pacientes. 

 

1.1.2 Tratamiento y complicaciones del ictus isquémico 

En el ictus isquémico, en respuesta a la pérdida de aporte sanguíneo y la subsiguiente 

reperfusión, se activa una cascada de procesos celulares y moleculares a nivel tisular (Figura 2) 

que llevan a la rápida necrosis celular en el centro o core del infarto. La zona cerebral 

inmediata al core, el peri-infarto o penumbra, se encuentra hipoperfundida y, por tanto, 

metabólicamente comprometida aun manteniendo la integridad morfológica y el potencial 

para ser recuperada si se evita la extensión del infarto (Heiss WD, 2010). Por tanto, el 

tratamiento agudo del ictus isquémico está enfocado a salvar la zona de peri-infarto, 

minimizando el daño cerebral producido por la oclusión y, consecuentemente, los déficits 

neurológicos y funcionales asociados así como las complicaciones secundarias, que 

determinarán el desenlace de la enfermedad. 

1.1.2.1 Fase aguda 

El concepto “tiempo es cerebro” refleja bien la urgencia del tratamiento que permita restaurar 

el flujo sanguíneo cerebral en la zona afectada para evitar el crecimiento del core del infarto. 

Los fármacos fibrinolíticos o trombolíticos permiten la eliminación del trombo o émbolo que 

ocluye la arteria e impide la entrada de oxígeno y nutrientes al tejido cerebral. 

Actualmente el único tratamiento aprobado para el ictus isquémico durante la fase aguda es la 

administración de la forma recombinante del activador tisular del plasminógeno (rt-PA). Una 

Figura 2. Cascada isquémica.  
De García-Berrocoso T et al., 2009.  
 
Dinámica de los eventos moleculares y 
celulares en el transcurso de la isquemia 
cerebral. La ventana terapéutica hace 
referencia al tiempo en el que está 
aprobada la administración del  
tratamiento trombolítico. 
Creatinina P/ATP: ratio creatinina 
fosfato/adenosín trifosfato; d: dias; h: 
horas;M. de adhesión: moléculas de 
adhesión; min: minutos; MMPs: 
metaloproteinasas de matriz.  
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vez que el paciente está estabilizado y dentro de las primeras 4,5 horas tras el inicio de los 

síntomas (Hacke W et al., 2008), se administra por vía intravenosa una dosis de 0,9 mg/Kg de 

rt-PA (10 % en forma de bolo durante un minuto y el resto, hasta un máximo de 90 mg, 

mediante perfusión continua durante una hora). Esta estrategia consigue la recanalización en 

un 46 % de los casos, aunque hasta un tercio de los pacientes presentan reoclusión arterial tras 

el tratamiento (Egido JA et al., 2006). La estrecha ventana terapéutica, las estrictas 

indicaciones y contraindicaciones, la baja tasa de éxito en la reperfusión y la aparición de 

hemorragias sintomáticas secundarias al tratamiento conllevan que menos del 15 % de los 

pacientes sean tratados en la fase aguda. 

Para aumentar los beneficios del tratamiento trombolítico y disminuir sus efectos secundarios 

se están estudiando diferentes estrategias que van de la mano de los avances en las técnicas 

de neuroimagen (Khan R et al., 2013) y que dan lugar a un tratamiento más individualizado. 

Ejemplos de ello serían la aplicación simultánea de ultrasonidos en la arteria ocluida, que 

aumenta la tasa de recanalización sin aumentar las transformaciones hemorrágicas (Tsivgoulis 

G et al., 2010), o el tratamiento endovascular, bien mediante la administración intraarterial del 

rt-PA o mediante el uso de dispositivos de extracción mecánica del trombo (Pereira VM et al., 

2012). Este último parece prometedor al aumentar la tasa de recanalización hasta el 80 % y 

además podría suponer una segunda oportunidad para aquellos pacientes que no responden 

al tratamiento intravenoso, aunque requiere de personal muy cualificado y aún se carece de 

ensayos clínicos de fase III que avalen su eficacia en la práctica clínica (Mullen MT et al., 2012; 

Broderick JP et al., 2013; Ciccone A et al., 2013). La realización de nuevos ensayos clínicos 

determinará si dichas técnicas son realmente útiles y si su aplicación es recomendable (Molina 

CA et al., 2013). 

Además del tratamiento para la restauración del flujo sanguíneo, las guías oficiales contemplan 

el control de la presión arterial, la glucemia, la temperatura corporal, la respiración, la 

nutrición y la movilización con el fin de reducir posibles complicaciones secundarias (Egido JA 

et al., 2006). El potencial terapéutico de la neuroprotección, dirigida a salvar el tejido de la 

zona de penumbra actuando en diferentes niveles de la cascada isquémica, no ha dado aún sus 

frutos a pesar del exhaustivo estudio a nivel preclínico (Turner RC et al., 2013). Por qué 

fármacos inhibidores de ciertos procesos fisiopatológicos (como la entrada celular de calcio, la 

activación de radicales libres o la muerte neuronal), que han funcionado en los modelos 

experimentales reduciendo el daño cerebral, no son útiles cuando se ensayan en estudios 

clínicos multicéntricos está aún por determinar (O’Collins VE et al., 2006). Mejorar el éxito en 
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Figura 3.  Unidad neurovascular. Adaptado de Del Zoppo GJ, 2006. 
Interacciones entre microvasos sanguíneos (compuestos por células endoteliales y la matriz de lámina basal), 
astrocitos y neuronas, moduladas por otras células de soporte (pericitos, microglia, oligodendrocitos), que dan 
lugar a una comunicación necesaria para mantener la correcta función del sistema nervioso central.            
           

Neurona

Astrocito

Célula
endotelial

Lámina
basal

Pericito Microvaso

Célula
microglial

la translación pasaría por adaptar los modelos preclínicos a la realidad de la enfermedad, tal y 

como proponen los criterios STAIR (STAIR, 1999), y ampliar la idea de protección a los 

diferentes componentes de la unidad neurovascular que se ven afectados por la isquemia 

(Figura 3).  

1.1.2.2 Fase sub-aguda 

Una vez superadas las primeras horas, las actuaciones del equipo médico van dirigidas a evitar 

complicaciones secundarias al ictus. Entre éstas cabe destacar el edema cerebral, la 

transformación hemorrágica o las infecciones.  

Los procesos que se suceden en la cascada isquémica, en particular la generación de estrés 

oxidativo, la inflamación y la activación de la remodelación tisular, afectan a la unidad 

neurovascular a nivel estructural y funcional. Estas alteraciones llevan a la pérdida de 

integridad de la barrera hematoencefálica, aumentando la permeabilidad y permitiendo la 

extravasación de fluido y componentes circulatorios en el parénquima cerebral que 

condicionará la aparición de edema vasogénico. Cuando el edema progresa se produce 

hipertensión intracraneal que, de no ser subsanada, conduce a la desviación de las estructuras 

de la línea media por efecto de masa entre los 3-5 días tras el ictus. Esto ocurre en torno a un 

10 % de los casos, que se denominan infartos malignos ya que causan deterioro neurológico 
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Figura 4.  Clasificación de la transformación 
hemorrágica en el ictus isquémico.  
De Montaner J et al., 2003. 
 

Imágenes de tomografía computarizada de los 
diferentes tipos de transformación hemorrágica en 
el ictus isquémico, según la clasificación ECASS 
(Larrue V et al., 1997). 
HI: infarto hemorrágico; PH: hematoma 
parenquimatoso. 
HI1: pequeñas petequias marginales al core 

HI2: petequias confluentes en el core 

PH1: hematoma ≤30% del core; leve efecto de masa 
PH2: hematoma >30% del core; efecto de masa      

HI1 HI2

PH1 PH2

por propagación del infarto y presentan un alto índice de mortalidad (~80 %), superior al del 

resto de los ictus isquémicos aún afectando a pacientes jóvenes (Hacke W et al., 1996). El 

tratamiento anti-edema consistiría en reducir el contenido hídrico cerebral mediante la 

administración de agentes osmóticos (manitol, solución hipertónica), aunque no está claro si 

podrían darse efectos colaterales deletéreos (Grape S et al., 2012; Grände PO et al., 2012). En 

el caso de los infartos malignos el tratamiento es agresivo y consistiría en una craniectomía 

descompresiva que mejoraría la supervivencia a expensas de una alta tasa de discapacidad 

(Kolias AG et al., 2013).  

Otra de las complicaciones relacionada con la ruptura de la barrera hematoencefálica es la 

transformación hemorrágica. Este sangrado secundario en el tejido isquémico puede 

presentarse en formas diversas, desde pequeñas petequias asintomáticas a hematomas que 

pueden ejercer efecto de masa, aumentando el daño y la muerte celular (Figura 4). 

 

  

En pacientes que no reciben tratamiento trombolítico, la transformación hemorrágica ocurre 

en un 8,5 % de los casos, yendo acompañada de deterioro neurológico en el 1,5 % (Lindley RI 

et al., 2004). Estas frecuencias aumentan considerablemente en los pacientes que reciben 

algún tipo de terapia trombolítica, llegando hasta el 7 % de hemorragias sintomáticas (Balami 

JS et al., 2011) por lo cual es muy importante hacer una selección cuidadosa de los pacientes 

candidatos a este tratamiento. Actualmente poco puede hacerse ante la transformación 

hemorrágica más allá de intentar restablecer el estado fibrinolítico o, en casos en que exista un 

hematoma superficial mayor de 30 mL, realizar craniectomía para su extracción (Balami JS et 

al., 2011).   
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El daño cerebral ocasionado en la zona del infarto da lugar a la exposición de antígenos 

propios que generan una respuesta inflamatoria local, con activación de la población celular 

residente, secreción de citoquinas y quimiocinas e infiltración leucocitaria. Esta actividad 

leucocitaria tiene un papel dual, amplificando el proceso inflamatorio y, por tanto, 

contribuyendo al desarrollo de la lesión cerebral, a la vez que realiza funciones beneficiosas de 

reparación y mantenimiento de la homeostasis en la unidad neurovascular (Ceulemans AG et 

al., 2010). Acompañando a esta inflamación local también tiene lugar una inflamación 

sistémica, con el aumento de los niveles circulantes de células de la serie blanca y de 

reactantes de fase aguda como la proteína C reactiva (CRP) o la interleucina 6 (IL-6) (Dziedzic T, 

2008); este estado pro-inflamatorio finalmente decae, debido a un giro desde citoquinas Th1 a 

Th2 y a la producción de moléculas anti-inflamatorias (Theodorou GL et al., 2008). Tras la 

respuesta pro-inflamatoria inicial, la respuesta inmune a nivel periférico también disminuye, 

con la presencia de monocitos desactivados y linfopenia (Esmaeili A et al., 2012; Vogelgesang A 

et al., 2013). Esta inmunodepresión parece ser una respuesta fisiológica protectora para evitar 

reacciones auto-inmunitarias frente a los antígenos cerebrales filtrados al torrente sanguíneo, 

aunque colateralmente contribuye al riesgo de infecciones secundarias al ictus (Dirnagl U et 

al., 2007). Estas infecciones se producen hasta en un 28-45 % de los casos (Westendorp WF et 

al., 2011) y se ven facilitadas por la inmovilización de los pacientes, la disfagia, la 

broncoaspiración o el uso de catéteres urinarios, siendo por tanto mayoritarias las infecciones 

de las vías respiratoria (9-28 %) y urinaria (10-20 %). Aunque la prevención de estas infecciones 

secundarias al ictus pueda parecer sencilla mediante el uso de antibióticos, las guías oficiales 

no lo recomiendan ya que esta medida profiláctica no ha demostrado ser efectiva en cuanto a 

un mejor desenlace de la enfermedad (Westendorp WF et al., 2012). A día de hoy, las 

conclusiones se basan en ensayos clínicos aleatorizados de tamaño muestral pequeño; 

próximamente se conocerán los resultados del ensayo PASS (Preventive Antibiotics in Stroke 

Study) que incluirá 3.200 pacientes holandeses para intentar demostrar los beneficios de la 

terapia con antibióticos (Nederkoorn PJ et al., 2011; http://www.passamc.nl/index-eng.php). 

Otras complicaciones también tienen lugar en los días sucesivos al ictus, como las crisis 

epilépticas (2-4 %; Camilo O et al., 2004), el delirium (19-33 %; Carin-Levy G et al., 2012),  el 

tromboembolismo venoso (1-4 %) o el síndrome coronario agudo (1-11 %) (Kumar S et al., 

2010). 
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1.1.2.3 Fase crónica  

Tras el alta hospitalaria, las personas que han sufrido un ictus deben seguir recibiendo 

seguimiento asistencial para asegurar su buena progresión y recuperación.  

Después del ictus pueden quedar secuelas a nivel motor o sensorial que en ocasiones alteran 

la capacidad para realizar las actividades básicas de la vida diaria y/o producen complicaciones 

físicas diversas, como osteoporosis, incontinencia urinaria o dolores, entre otras (Rivero P, 

2009). Así mismo también pueden aparecer alteraciones psicológicas y cognitivas, como la 

depresión (en un 29-36 % de los casos; Hackett ML et al., 2005) o la demencia (7-9 % de casos 

en el primer año tras el ictus; Leys D et al., 2005). Para evitar estas complicaciones más tardías 

se están investigando terapias que potencien la neurorreparación endógena. La 

neurorreparación puede definirse como el conjunto de procesos que tratan de regenerar el 

tejido cerebral dañado y restablecer los circuitos neuronales para recuperar las funciones 

motoras y sensoriales perdidas a causa del ictus. Estos mecanismos de reparación, incluyendo 

la angiogénesis, la neurogénesis, la sinaptogénesis y la oligodendrogénesis, se activan de 

forma temprana tras el ictus pero se mantienen durante semanas, ampliando la ventana 

terapéutica de los posibles tratamientos que los potencien o los faciliten (Bacigaluppi M et al., 

2008).  

Por otro lado, los pacientes que han sufrido un ictus presentan un riesgo mayor de sufrir un 

nuevo evento vascular, ya sea un ictus recurrente (10 % de riesgo en el primer año y 5 % en los 

años sucesivos), un evento cardíaco (6 y 4,6 %, respectivamente) o muerte de origen vascular 

(Kaplan RC et al., 2005). El hecho de que el riesgo sea mayor de forma temprana tras el ictus 

hace esencial el inicio del tratamiento preventivo lo antes posible. Para ello es importante 

conocer la etiología del ictus ya que, además de recomendar cambios hacia un estilo de vida 

más saludable y controlar los factores de riesgo vascular, es necesario el uso de tratamientos 

específicos que eviten la aparición de nuevos eventos.  

El mecanismo de trombosis subyacente es diferente entre los ictus aterotrombóticos, donde se 

produce la ruptura de una placa de ateroma con activación y agregación plaquetaria, y los 

cardioembólicos, en los que afectaciones cardíacas dan lugar a estasis sanguíneo que 

predispone a la formación de trombos. Por tanto, el tratamiento anti-trombótico de 

prevención secundaria es diferente. En los pacientes con ictus aterotrombótico o lacunar se 

recomienda el uso de anti-agregantes plaquetarios (ácido acetilsalicílico, clopidogrel, 

dipiridamol), consiguiendo una reducción del riesgo de recurrencia del 14-23 %. En los casos de 
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estenosis carotídeas severas, superiores al 70 % del diámetro de la arteria, la endarterectomía 

o la angioplastia serían el tratamiento de elección. En cambio, en los pacientes que hayan 

sufrido un ictus de etiología cardioembólica se recomienda el uso de anti-coagulantes, que 

reducen el riesgo de recurrencia en un 66 % (Fuentes B et al., 2006). 

 

1.2 Pronóstico del ictus isquémico 

A pesar de que la población está más envejecida, parece que el control de los factores de 

riesgo está ayudando a reducir la incidencia del ictus al menos en los países desarrollados, 

aunque no se aprecian cambios de tendencia en su fatalidad (Carandang R et al., 2006; Feigin 

VL et al., 2009).  

La implantación del Código Ictus, que se activa de forma extrahospitalaria para poner al equipo 

médico en alerta ante un posible ictus y facilitar una atención rápida, y la existencia de las 

Unidades de Ictus especializadas han reducido la estancia y los costes hospitalarios, las 

complicaciones (principalmente las infecciones; Govan L et al., 2007) y la tasa de mortalidad y 

dependencia (Álvarez-Sabín J et al., 2004; Ruiz V et al., 2005). Las Unidades de Ictus cuentan 

con personal especializado que actúa de forma protocolizada y monitorizan de forma semi-

intensiva a los pacientes. La especialización a nivel de personal y de material hace que, aunque 

su beneficio esté probado, actualmente sólo se disponga de 47 Unidades de Ictus a nivel 

estatal; por ello, la admisión de pacientes debe ser optimizada. Por otro lado, el desarrollo de 

programas de telemedicina o Teleictus, en los que mediante videoconferencia y transmisión de 

neuroimágenes los hospitales comarcales contactan con hospitales de referencia donde existe 

guardia de neurología de 24 horas, ha permitido que los pacientes sean evaluados por un 

especialista que designe el inicio del tratamiento trombolítico, evitando traslados urgentes y 

costosos. Gracias al Teleictus más pacientes se benefician del tratamiento de forma segura y 

con resultados similares a los que se producen en las Unidades de Ictus (Schwab S et al., 2007; 

Müller-Barna P et al., 2012). 

Junto con el tratamiento especializado en las Unidades de Ictus, las terapias de rehabilitación 

multidisciplinarias también podrían ayudar a mejorar el pronóstico de los pacientes, sobre 

todo si se comienza de forma precoz, aunque la divergencia en las variables pronósticas 

analizadas en los diferentes estudios no permiten extraer conclusiones consistentes (Ali M et 

al., 2013). En esta fase de cuidado post-ictus, la telemedicina también podría ser aplicada 

(Rubin MN et al., 2013). 



Introducción 

 

 

1 

12 

El hecho de que estas aplicaciones no sean accesibles para todos los pacientes, junto con las 

diferentes circunstancias que tienen lugar antes, durante y después del ictus, hacen que el 

pronóstico de los pacientes sea muy diverso en cualquiera de sus niveles, incluso en pacientes 

con ictus de características similares.  

 

1.2.1 Pronóstico neurológico 

El estado neurológico de los pacientes con ictus se evalúa mediante escalas de gravedad que 

permiten cuantificar de forma aproximada el daño ocasionado. La escala más utilizada, por su 

aplicación en ensayos clínicos, es la NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale; Brott T et 

al., 1989), con 15 ítems que otorgan una puntuación total de entre 0 y 42 puntos, siendo más 

graves los ictus con mayor puntuación. La escala canadiense (CNS: Canadian Neurological 

Scale; Côté R et al., 1986), la escandinava (SSS: Scandinavian Stroke Scale; SSS group, 1985) y la 

europea (ESS: European Stroke Scale; Hantson L et al., 1994) también son utilizadas para la 

evaluación en la fase aguda (Tabla 1). Existen fórmulas de conversión para equipararlas a la 

NIHSS (Nilanont Y et al., 2010; Gray LJ et al., 2009). 

Escala Ítems Puntuación Tiempo 

NIHSS 

 Nivel de conciencia 

 Visión 

 Función motora facial, superior e inferior 

 Ataxia extremidades 

 Función sensorial 

 Lenguaje (afasia/disartria) 

 Extinción/inatención 

0 – 42 puntos 

• 0: No síntomas 

• 1-4: leve 

• 5-15: moderado 

• 16-20: moderado-

severo 

• 21-42: severo 

< 8 min 

CNS 

 Nivel de conciencia 

 Orientación 

 Lenguaje 

 Función motora facial, superior e inferior 

0 – 11,5 puntos 

• 0: coma 

• 1-4: severo 

• 5-7: moderado 

• ≥ 8: leve 

5-10 min 

SSS 

 Conciencia 

 Movimiento ocular 

 Fuerza motora superior e inferior 

 Orientación 

 Lenguaje 

 Parálisis facial 

 Marcha 

0-58 puntos 

• 0-25: severo 

• 26-42: moderado 

• 43-58: leve 

15 min 

ESS* 

 Nivel de conciencia 

 Lenguaje y comprensión 

 Visión 

 Función motora facial, superior e inferior 

 Marcha 

0-100 puntos 

 

Mayor puntuación, 

mayor severidad 

8 min 

 

Tabla 1.  Escalas clínicas de gravedad. 
 
CNS: Canadian Neurological Scale; 
ESS: European Stroke Scale; NIHSS: 
National Institutes of Health Stroke 

Scale; SSS: Scandinavian Stroke Scale. 
 
* Validada únicamente para ictus con 
afectación del territorio de la arteria 
cerebral media. 
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En los estudios objeto de esta Tesis doctoral se ha utilizado la escala NIHSS, por lo que será la 

escala neurológica de referencia en los apartados siguientes. 

Para valorar la evolución neurológica del paciente no hay un criterio plenamente establecido, 

aunque se suele considerar una variación en la puntuación de la escala NIHSS de 4 o más 

puntos, definiendo la mejoría del paciente como la disminución en la puntuación y el 

empeoramiento como el aumento (Brott TG et al., 1992). Se considera que un paciente 

permanece estable cuando la variación en el tiempo de la escala NIHSS no alcanza los 4 

puntos.  

El empeoramiento o deterioro neurológico temprano generalmente tiene lugar en las primeras 

48-72 horas tras el inicio de los síntomas y se produce en hasta un 40 % de los casos, según las 

series de pacientes, el tiempo considerado y la definición. El deterioro puede deberse a la 

progresión o crecimiento del infarto (que puede estar relacionado con causas hemodinámicas; 

Tsivgoulis G et al., 2012), el desarrollo de edema, crisis epilépticas o transformaciones 

hemorrágicas (Thanvi B et al., 2008; Siegler JE et al., 2011). 

 

1.2.2 Pronóstico funcional 

Existen varias escalas validadas para estimar el grado de discapacidad o dependencia para las 

actividades diarias tras el ictus. De forma similar a lo que ocurre con las escalas clínicas, la 

escala más utilizada para evaluar la funcionalidad de los pacientes tras el ictus es la escala 

modificada de Rankin (mRS; van Swieten JC et al., 1988), que mide la independencia global de 

los pacientes, lo que permite comparar pacientes con diferente déficit neurológico y 

considerando su estado funcional previo. La escala mRS va de 0 a 6 puntos, obteniendo 0 

puntos los pacientes que no presentan síntomas, 1 los pacientes con algún síntoma pero sin 

discapacidad, 2 puntos los pacientes con discapacidad leve, 3-5 puntos los pacientes con 

discapacidad moderada a severa y 6 puntos los pacientes fallecidos. Otras escalas utilizadas 

son el índice de Barthel (BI; Mahoney FI et al.¸1965), con una puntuación de 0-100 en la 

evaluación global de 10 ítems diferentes, siendo mayor en aquellos pacientes mejor 

capacitados para las actividades de la vida diaria, y la GOS (Glasgow Outcome Scale; Jennett B 

et al., 1975), con 5 puntos para los pacientes sin síntomas y 1 punto para los fallecidos. Aunque 

la mRS y la BI evalúan conceptos diferentes de discapacidad, pueden equipararse 

(Uyttenboogaart M et al., 2005). 
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En los estudios objeto de esta Tesis doctoral se ha utilizado la escala mRS, por lo que será la 

escala funcional de referencia en los apartados siguientes. Por definición de la escala se 

consideran independientes los pacientes con una mRS ≤ 2, aunque valores de mRS ≤ 1 también 

sirven para clasificar la funcionalidad de los pacientes (Weisscher N et al., 2008). Las escalas de 

discapacidad suelen utilizarse para explorar la evolución de los pacientes a largo plazo tras el 

ictus, ya sea al mes, a los 3 meses, a los 6 meses o al año tras el evento.  

En nuestro entorno, de los supervivientes al ictus solamente el 41,5 % de los pacientes es 

independiente a los 6 meses tras el ictus y el 32,4 % presenta algún grado de discapacidad 

(datos del Sistema Nacional de Salud, 2009). En la población general, 7,8 de cada 1.000 

personas sufren discapacidad como consecuencia de un evento cerebrovascular; esta tasa 

aumenta exponencialmente con la edad y es mayor en mujeres, con una tasa total de 8,35 por 

1.000 frente a 7,25 por 1.000 en los hombres (Figura 5). 

 

Entre los residentes en centros, incluyendo residencias para mayores, centros de 

discapacitados y hospitales geriátricos, el 9,29 % presenta discapacidad secundaria a un evento 

cerebrovascular (datos del Instituto Nacional de Estadística, 2008).  

 

1.2.3 Pronóstico vital 

Además de ser una de las principales causas de discapacidad a nivel mundial, el ictus es la 

segunda causa de muerte global (Roger VL et al., 2012) (Figura 6).  

En nuestro entorno, el ictus origina un 62,5 % de las bajas anuales, siendo la segunda causa de 

muerte por detrás de las enfermedades isquémicas del corazón (pasando a ser la primera 

causa en las mujeres, entre las que provoca el fallecimiento en un 71,2 %) (datos del Instituto 

Nacional de Estadística, 2011). La tasa de mortalidad intrahospitalaria aumenta con la edad y 
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Figura 5.  Tasas de población con discapacidad 
debida a enfermedad cerebrovascular.  
Datos del Instituto Nacional de Estadística, 
2008. 
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es similar en ambos sexos, produciéndose de forma global en un 11 % de los casos (Díaz-

Guzmán J et al., 2012). Los fallecimientos aumentan a un 26,1 % cuando se consideran los 6 

meses siguientes al ictus (datos del Sistema Nacional de Salud, 2009).  

 

1.3 Predicción de la evolución de los pacientes con ictus isquémico 

Los datos presentados en el apartado anterior reflejan la dramática situación del pronóstico de 

los pacientes que sufren un ictus. La predicción del pronóstico con tiempo suficiente para 

intervenir y cambiar el desenlace es uno de los retos en el manejo de estos pacientes. Esta 

predicción suele depender de la propia experiencia médica y los datos reportados en ensayos 

clínicos, generando un sesgo principalmente por sobreestimación en la detección de buen 

pronóstico (Bushnell C, 2011; Saposnik G et al., 2013). La variabilidad presente entre los 

pacientes, en cuanto a las características clínicas y las del propio ictus, hace evidente la 

necesidad de predictores multivariable para estimar el pronóstico. En general las variables 

predictoras deben estar claramente definidas, estandarizadas y ser reproducibles, pudiéndose 

obtener de los datos demográficos, de la historia clínica, del examen físico, de las 

características de la enfermedad, de los resultados analíticos o de tratamientos previos, 

teniendo en cuenta la disponibilidad de los datos en el momento en el que se quiere hacer la 

predicción (Moons KGM et al., 2009). Estos predictores pueden ser factores determinantes, 

relacionados con la fisiopatología de la enfermedad, pero no todos los predictores son 

necesariamente una causa del pronóstico (Moons KGM et al., 2009).  

Figura 6.  Tasas globales de mortalidad asociada al ictus (ajustadas por edad y género). De Johnston SC et al., 
2009. 
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El uso de estos predictores permitiría calcular el riesgo absoluto o la probabilidad de que tenga 

lugar un mal o un buen pronóstico, que, para influir en la toma de decisiones, debería alcanzar 

una precisión suficientemente buena (Cucchiara B et al., 2013). Cuál sería el porcentaje de 

riesgo óptimo está aún por establecer, aunque porcentajes muy extremos (10-90 % de riesgo 

de mal pronóstico, por ejemplo) parecen más relevantes clínicamente (Whiteley W et al., 

2012).  

Una estimación fiable del pronóstico permitiría informar al paciente y a sus familiares sobre la 

situación real, ayudaría a definir los riesgos/beneficios del tratamiento trombolítico u otros 

más agresivos como la craniectomía, optimizaría la admisión en las Unidades de Ictus o el alta 

hospitalaria y la selección de pacientes para la inclusión en ensayos clínicos, todo desde una 

perspectiva más objetiva.  

 

1.3.1 Variables clínicas predictivas 

Diversos autores han indagado en el papel predictivo de las variables clínicas para dilucidar el 

pronóstico de los pacientes con ictus (Counsell C, 2001), enfatizando el interés por este tópico 

en la práctica clínica. En los últimos años se han generado varios modelos pronósticos para 

discapacidad y mortalidad en pacientes con ictus que han sido validados y evaluados en 

términos de precisión, con valores en torno al 80 % en la mayoría de modelos (Tablas resumen 

en Anexo I). Aunque ninguno ha sido ampliamente aceptado para su aplicación en la práctica 

clínica, en muchos coinciden como variables predictoras comunes la edad y la gravedad del 

ictus. 

 

1.4 Biomarcadores en el ictus isquémico 

Un biomarcador puede definirse como cualquier característica medible de forma objetiva y 

que puede ser evaluada como un indicador de procesos biológicos normales o patológicos  o 

de respuesta farmacológica a una intervención terapéutica (Biomarkers Definitions Working 

Group, 2001).  

El estudio de los biomarcadores en el ictus es relativamente joven, con un aumento en el 

número de publicaciones desde la década de los 90, alcanzando actualmente las 700 

publicaciones anuales, aunque este número se ha visto disminuido en 2013. Mayoritariamente 

la investigación en biomarcadores se ha centrado en moléculas presentes en la circulación 

sanguínea, ya que las muestras de sangre son fácilmente accesibles y su obtención es poco 
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Figura 7.  Número de publicaciones anual de biomarcadores en ictus. 
Datos obtenidos en la base de búsqueda Medline-PubMed utilizando los términos Stroke biomarkers o Stroke 

blood biomarkers.  
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invasiva (Figura 7). Aún así, no hay que olvidar que otro tipo de fluidos corporales (líquido 

cefalorraquídeo, orina, saliva) y tejidos (muestras cerebrales obtenidas en necropsias, trombos 

extraídos mediante tratamiento endovascular, placas de ateroma) pueden ser fuente de 

estudio de características que podrían funcionar como biomarcadores.  

Varias técnicas, como la microdiálisis cerebral in vivo (Poca MA et al., 2006) o la microdisección 

láser para obtener células individuales a partir de tejido cerebral ex vivo (Cuadrado E et al., 

2007), permiten estudiar estas muestras aislándolas del contexto global donde se ha 

producido el infarto y, por tanto, son una fuente valiosa de información. Por otro lado, la 

visualización de estructuras o características anatómicas mediante técnicas de neuroimagen 

(TC, RM, ultrasonografía) pueden aportar información sobre cambios en la composición o en la 

función del sistema nervioso.  

Para actuar como indicadores, los biomarcadores deben presentar suficiente sensibilidad 

(capacidad de detectar verdaderos positivos) y especificidad (capacidad de detectar 

verdaderos negativos) para tener un valor predictivo óptimo en la indicación concreta del 

marcador. En general, el uso de varios biomarcadores parece una estrategia más factible para 

mejorar la predicción (Robin X et al., 2009) y, en el caso de los biomarcadores detectables en 

fluidos biológicos, hoy en día pueden ser combinables en dispositivos de medición rápida que 

facilitarían su aplicación en la práctica clínica.  

En el ámbito de la enfermedad cerebrovascular, los estudios de biomarcadores sanguíneos se 

han desarrollado en diferentes indicaciones. Biomarcadores como la fosfolipasa A2 asociada a 
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lipoproteína (Lp-PLA2) o la CRP han demostrado su papel en la predicción del riesgo de sufrir 

un primer ictus o un evento recurrente (Ballantyne CM et al., 2005; Cucchiara BL et al., 2009; 

Delgado P et al., 2012). En el caso de la Lp-PLA2 incluso se ha aprobado el uso de un test 

comercializado para aportar información sobre el riesgo de sufrir un evento cardiovascular 

(PLAC® Test de diaDexus; http://www.plactest.com/index.html). Conociendo el riesgo de sufrir 

un ictus, podría hacerse más hincapié en las labores de prevención, controlando los factores 

de riesgo modificables y adquiriendo estilos de vida más saludables, ya que son clave para 

reducir la morbimortalidad del ictus, con los beneficios socioeconómicos que esto comportaría 

(Di Legge S et al., 2012).  

Otra de las áreas en las que los biomarcadores podrían aportar información muy útil sería en el 

diagnóstico diferencial del ictus respecto a enfermedades cuyos síntomas pueden confundirse 

con un ictus (conocidas como simuladores o mimics; entre otras, tumores cerebrales, crisis 

epilépticas, migrañas). La discriminación de los verdaderos ictus permitiría reducir el número 

de traslados urgentes a los hospitales y acelerar el tratamiento, que podría llegar a ser 

administrado por los servicios de urgencia pre-hospitalarios (Weber JE et al., 2013). Varios 

biomarcadores han sido propuestos para el diagnóstico del ictus isquémico, aunque en general 

son estudios con pocos pacientes, que usan población sana como grupo comparativo y sin 

replicación en cohortes independientes (Whiteley W et al., 2008; Jickling GC et al., 2011). En 

dos estudios independientes, con más de 1.000 pacientes cada uno, se analizaron paneles de 

biomarcadores para diferenciar ictus de mimics, incluyendo D-dímero, metaloproteinasa-9 

(MMP-9), péptido natriurético de tipo B (BNP), caspasa-3, S100B, receptor soluble de 

productos de glicación avanzada (sRAGE), quimerina y/o secretagogina (Laskowitz DT et al., 

2009; Montaner J et al., 2011). En ambos estudios el grupo de pacientes con ictus incluía ictus 

isquémicos y hemorrágicos, aunque la discriminación entre estos dos subtipos de ictus es otra 

de las indicaciones en las que se ha estudiado el papel de posibles biomarcadores. La proteína 

gliofibrilar ácida (GFAP) o la S100B, ambas liberadas por necrosis astroglial, podrían funcionar 

como biomarcadores diagnósticos de ictus hemorrágico en las primeras horas tras el inicio de 

los síntomas, ya que presentan perfiles cinéticos diferentes con una liberación más temprana 

en los pacientes con hemorragia intracerebral (Brunkhorst R et al., 2010). De conseguir un test 

que fuera suficientemente preciso en esta indicación, con la combinación de estos u otros 

biomarcadores, por ejemplo, se optimizaría el manejo de los pacientes sin tener que realizar la 

prueba de neuroimagen, método de referencia actual.  
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En el caso de los ictus isquémicos es importante conocer la etiología subyacente para 

administrar el tratamiento de prevención secundaria (ver apartado 1.1.2.3). Aunque se ha 

explorado el papel de muchas moléculas en la determinación de la etiología del ictus, como 

por ejemplo BNP o D-dímero para el ictus cardioembólico, parece que al menos en la fase 

aguda serían entidades difíciles de diferenciar (García-Berrocoso T et al., 2010). 

 

1.4.1 Biomarcadores asociados con el pronóstico del ictus isquémico 

El objeto de estudio de esta Tesis doctoral es profundizar en el conocimiento del papel que 

pueden desempeñar los biomarcadores en el pronóstico de los pacientes con ictus isquémico.  

Como se ha comentado en el apartado 1.3, la predicción de la evolución podría ayudar en la 

toma de decisiones en el manejo de los pacientes con ictus. Con este fin, se ha postulado que 

los biomarcadores podrían aportar información objetiva y complementaria a las variables 

clínicas, mejorando la predicción.  

Diversas características estructurales observadas con las técnicas de neuroimagen, como el 

volumen y localización de la lesión (Phan TG et al., 2010), la hiperdensidad arterial (Paciaroni 

M et al., 2011), el flujo sanguíneo o perfusión (secuencia PWI) o la difusión de las moléculas de 

agua en la lesión (secuencias DWI o DTI) (Kruetzelmann A et al., 2011), también se han 

asociado con la predicción del pronóstico tras el ictus. Las técnicas de neuroimagen funcional, 

tipo tomografía por emisión de positrones (PET, SPECT) o resonancia magnética funcional 

(fMRI) también han empezado a aplicarse. Aún así, la integración de esta información tampoco 

se ha llevado a cabo completamente en la práctica clínica, quizás por las limitaciones técnicas 

para realizar dichas pruebas en determinados ámbitos sanitarios y porque no está claro qué 

secuencias y en qué momento deben realizarse ni si mejoran la predicción basada en las 

variables clínicas (Gale SD et al., 2012). 

En el caso de los biomarcadores sanguíneos, revisiones recientes recapitulan los estudios 

realizados con moléculas candidatas para la predicción del pronóstico neurológico, funcional 

y/o vital (Whiteley W et al., 2009; Hasan N et al., 2012). De entre las muchas moléculas 

evaluadas como biomarcadores de pronóstico del ictus, algunas ejercen su función en vías 

relacionadas con los procesos de la cascada isquémica. Entre estas vías destacan, por el 

número de biomarcadores asociados, la hemostasia (con factores de coagulación y moléculas 

implicadas en la generación y lisis de los trombos) y la inflamación (donde juegan un papel 

importante moléculas de adhesión celular, citoquinas y quimiocinas) (Whiteley W et al., 2009; 
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Katan M et al., 2011). Además, el conocimiento de las vías metabólicas o las moléculas 

alteradas podría ayudar a determinar los mecanismos asociados con el desenlace del evento 

cerebrovascular, facilitando el hallazgo de posibles dianas terapéuticas. 

Aunque los biomarcadores pronósticos se han analizado extensamente en el ictus, pocos han 

demostrado su utilidad clínica al no evaluar si su medición aporta valor predictivo sobre las 

variables clínicas establecidas (ver apartado 1.3.1). En estudios recientes, los niveles elevados 

de copeptina (fragmento estable del péptido precursor de la vasopresina) en las primeras 24 

horas tras el inicio de los síntomas mejoran la predicción de discapacidad o muerte en los 3 

meses subsiguientes al ictus isquémico, por encima de la edad y la gravedad inicial (De Marchis 

GM et al., 2013). 

 

1.4.2 Descubrimiento de nuevos candidatos 

Aunque generalmente se estudian moléculas que son candidatas a biomarcadores por tener 

una función relacionada con los procesos fisiopatológicos estudiados en la enfermedad de 

interés, cada vez más las nuevas tecnologías están permitiendo aumentar el conocimiento a 

nivel molecular de forma masiva, incrementando las posibilidades de descubrir nuevos 

biomarcadores o dianas terapéuticas. Estas tecnologías de alto rendimiento, que en general se 

conocen como ómicas, realizan un cribado de numerosas biomoléculas al mismo tiempo, 

evitando el sesgo en la fase de selección, y generan listas de moléculas que se ven alteradas 

como causa o consecuencia del proceso de estudio. Este cribado o fase de descubrimiento 

sería el primero de los pasos a seguir en el proceso de desarrollo de nuevos biomarcadores 

(Figura 8). 

Idealmente, una aproximación sistemática en el descubrimiento de biomarcadores implicaría 

el estudio en todos los niveles moleculares. La genómica (el estudio de la secuencia, estructura 

y función de todos los genes de una muestra concreta) permitiría identificar los genes o sus 

variantes asociados con el ictus en alguna de sus indicaciones. Diversos estudios de genoma 

completo (GWAs) se han realizado para identificar genes de susceptibilidad para las etiologías  

mayoritarias del ictus isquémico y, gracias a la creación de un consorcio internacional, han 

podido analizarse con potencia estadística suficiente como para identificar algunas variantes 

génicas asociadas al ictus dependiendo de su etiología (Traylor M et al., 2012). Estudios 

similares se están llevando a cabo para la identificación de genes y sus variantes asociados al 

pronóstico de los pacientes con ictus (“GODS Project: Contribución genética al pronóstico 

funcional y la discapacidad después del ictus”). 



Introducción 

 

  

1 

21 

 

De la misma manera, varios grupos han abordado el análisis del transcriptoma en el ictus (el 

perfil de expresión de los genes en un determinado momento y bajo determinadas 

condiciones ambientales), estudiando la expresión en las células circulantes mediante 

micromatrices de oligonucleótidos o microarrays que reconocerán las secuencias de ARN 

mensajero presentes en la muestra (Sharp FR et al., 2011). Recientemente, el descubrimiento 

de pequeñas moléculas de ARN circulantes que regulan post-transcripcionalmente la expresión 

génica, los microARNs o miR, ha abierto un nuevo campo de estudio en el ictus con su posible 

utilización como biomarcadores o como dianas terapéuticas (Wang Y et al., 2013). 

El estudio del proteoma permite acercarse al fenotipo clínico, complementando así los 

estudios a nivel genotípico. Las técnicas utilizadas en proteómica, teniendo como punto final la 

espectrometría de masas, han avanzado rápidamente dando un salto desde los estudios 

meramente cualitativos a la proteómica comparativa o cuantitativa (Ning M et al., 2012). Los 

estudios de proteómica en el ictus han incluido desde el análisis de tejido cerebral (Cuadrado E 

et al., 2010) a estudios del secretoma en fluidos, como líquido cefalorraquídeo o fluido 

Descubrimiento

• Etapa de identificación de biomarcadores candidatos. Sin sesgo, semicuantitativa.

• Muestras: fluídos proximales, sobrenadantes de cultivos celulares, plasma (variación biológica reducida).

• Proceso: depleción de proteínas abundantes, fraccionamiento, LC-MS/MS (bajo rendimiento).

• Número de analitos: 1.000s; número de muestras: 10s.

Calificación

• Etapa de confirmación de abundancia diferencial de candidatos. Direccionada, cuantitativa.

• Muestras: plasma humano (variación biológica reducida).

• Proceso: depleción de proteínas abundantes, fraccionamiento, enriquecimiento por inmunoafinidad, SID-MRM-
LC-MS/MS (rendimiento moderado-bajo; capacidad de generar paneles de moléculas alta).

• Número de analitos: 30-100; número de muestras: 10s.

Verificación

• Etapa inicial de evaluación de la especificidad de los candidatos. Direccionada, cuantitativa.

• Muestras:  plasma humano (variación biológica normal).
• Proceso: depleción de proteínas abundantes, fraccionamiento, enriquecimiento por inmunoafinidad, SID-MRM-

LC-MS/MS (rendimiento moderado; capacidad de generar paneles de moléculas alta).

• Número de analitos: 10s; número de muestras: 100s.

Validación 

• Etapa de determinación de sensibilidad y especificidad y de optimización del ensayo. Direccionada, cuantitativa. 

• Muestras:  plasma humano (variación biológica normal).

• Proceso: inmunoensayo (rendimiento alto; capacidad de generar paneles de moléculas bajo). 

• Número de analitos: 4-10; número de muestras: varios 1.000s.

Figura 8.  Proceso de desarrollo de nuevos biomarcadores proteicos candidatos. Adaptado de Rifai N, 2006. 
“Número de analitos” hace referencia al número de proteínas esperadas para ser evaluadas como candidatos 
en cada fase; “Número de muestras” hace referencia al número de muestras requeridas en cada fase. 
LC-MS/MS: cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas; SID: dilución de isótopo estable; MRM: 
proteómica cuantitativa dirigida (multiple reaction monitoring). 
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extracelular cerebral (Dayon L et al., 2011) o plasma/suero. Estas últimas son clínicamente más 

relevantes, aunque presentan la dificultad del amplio rango dinámico en las concentraciones 

proteicas y suelen requerir pre-tratamiento y, a día de hoy, no han generado listas de 

proteínas candidatas a biomarcadores de manera similar a las obtenidas tras la exploración de 

muestras cerebrales (Zhang X et al., 2008; Huang P et al., 2009).  

El uso de anticuerpos específicos contra una proteína concreta, aún basándose en la selección 

de candidatos, también permite explorar el proteoma. Diversas empresas ofrecen librerías de 

anticuerpos en paneles que facilitan el análisis de la presencia de cientos de proteínas en una 

muestra dada (p.ej.: DiscoveryMAP® de Myriad RBM, http://rbm.myriad.com/; Ciraplex® de 

Aushon, http://www.aushon.com/index.php). Por otro lado, el desarrollo de la tecnología de 

aptámeros, utilizando oligonucleótidos o péptidos que reconocen una diana en base a su 

estructura (Ni X et al., 2011), ayudará a sobrepasar las limitaciones del uso de anticuerpos en 

cuanto a producción, estabilidad y plasticidad; actualmente ya existen librerías de aptámeros 

en las que poder realizar estudios de descubrimiento de nuevos marcadores (p.ej.: 

SOMAscanTM de SomaLogic, http://www.somalogic.com/) y sus características abrirán el 

camino a la detección de todo tipo de moléculas mediante técnicas de laboratorio 

equivalentes a las que se utilizan con los anticuerpos.   

Otra ciencia que podría ayudar a definir el fenotipo del ictus isquémico y, por tanto, aportar 

nuevos candidatos a biomarcadores para las diferentes indicaciones, es la metabolómica 

(estudio de los productos intermedios o finales del metabolismo; Mauri-Capdevila G et al., 

2013; Laborde CM et al., 2012).  

Integrar la información existente sobre el ictus a todos los niveles moleculares, en lo que se 

conoce como integrómica, permitirá obtener una visión global de la patología y de las vías 

metabólicas afectadas. Aún así, no basta con la generación de listas de moléculas identificadas 

y los datos obtenidos en estos estudios ómicos deben interpretarse para poder ser útiles. En 

esta interpretación deben considerarse ciertas limitaciones: conceptuales (heterogeneidad 

molecular presente en los pacientes debido a la heterogeneidad propia de la enfermedad; 

clasificación previa de los pacientes con los diversos criterios disponibles), técnicas 

(preparación de las muestras; diversas plataformas en cada campo de estudio molecular; los 

resultados deben ser validados con técnicas alternativas) y bioinformáticas (la exploración de 

los resultados se realiza de forma mecánica con programas específicos; el uso de tamaños 

muestrales pequeños confiere una potencia estadística insuficiente; no existe un consenso 
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respecto a los umbrales de significación o comparación y en consecuencia se generan falsos 

positivos) (Mellick GD et al., 2010; Abu-Asab MS et al., 2011).  

 

1.5 Valor añadido de los biomarcadores 

Para realizar una predicción objetiva del pronóstico en un paciente con ictus, idealmente 

debería existir un modelo pronóstico multivariable (con los predictores más importantes y que 

alcanzara una calibración y discriminación aceptables) que hubiera sido validado en cohortes 

independientes y cuyo impacto en cuanto a la toma de decisiones médicas y al desenlace de la 

enfermedad pudiera medirse junto a estudios de coste-efectividad (Moons KGM et al., 2009). 

Para que los biomarcadores puedan tener cabida en esos modelos pronósticos, además deben 

demostrar su valor añadido a la información obtenida con variables estándares mediante el 

uso de herramientas estadísticas (Hlatky MA et al., 2009). 

 

1.5.1 Herramientas estadísticas 

Para determinar la asociación de un biomarcador con una indicación concreta, p.ej. con el 

pronóstico del ictus, se utilizan estadísticos sencillos que contrastan la hipótesis de asociación 

con la de no-asociación con, generalmente, un 95 % mínimo de probabilidad de acierto pre-

establecida, generando el conocido valor p o significación estadística. Ejemplos de pruebas 

estadísticas en este nivel serían la t de Student para variables con distribución normal o la U de 

Mann-Whitney para estudios no paramétricos. Si la hipótesis de asociación se confirma, este 

es el primer paso de toda una serie de análisis estadísticos para demostrar el valor del 

biomarcador como tal. 

1.5.1.1 Regresión logística 

En el caso del pronóstico, generalmente el estudio de la asociación se refiere a una variable 

categórica binaria, es decir, si el paciente empeora/no-empeora, es 

dependiente/independiente o sobrevive/fallece. En este caso los estadísticos de clasificación, 

como la regresión logística, permiten modelar la probabilidad de que ocurra un evento 

(buen/mal pronóstico) en función de otro factor, como un biomarcador, de una forma 

clínicamente interpretable (Hosmer DW Jr et al., 2013). El factor o covariable que forma parte 

del modelo de regresión logística se asocia de forma independiente al evento y aporta valor en 

función de su cociente de probabilidad u odds ratio (OR), es decir de la capacidad de 

identificación de verdaderos y falsos positivos. Cuando el modelo de regresión logística es 

multivariable, el OR del biomarcador estará ajustado por la presencia de los otros factores 
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independientes y obtendremos una fórmula de predicción en la que cada covariable es 

ponderada en función de su OR.  

Para estimar el valor del biomarcador en la predicción del evento, idealmente los factores por 

los que se ajuste su OR deberían ser factores de referencia en la predicción del pronóstico, 

como los comentados en el apartado 1.3.1. A pesar de ser fácilmente interpretable, el OR no 

permite describir la capacidad de un biomarcador para clasificar pacientes en uno u otro grupo 

(Pepe MS et al., 2004). 

1.5.1.2 Áreas bajo la curva Característica Operativa del Receptor (AUC-ROC) 

Una vez que se han establecido las variables que integran el modelo predictivo, el valor global 

del modelo en cuanto a la discriminación entre categorías puede medirse utilizando las curvas 

ROC. Estas curvas permiten interpretar de manera sencilla la probabilidad estudiada; p.ej., 

dados dos individuos, uno que vaya a empeorar y otro que no, el modelo predictivo debería 

asignarle una probabilidad mayor al individuo que empeorará. La representación de la 

sensibilidad versus la tasa de falsos positivos (1 – especificidad) en todo el rango posible de 

combinaciones  permite la medición del área bajo la curva (AUC) y es esta AUC la que indica la 

precisión del modelo predictivo (DeLong ER et al., 1988). Con valores de AUC de entre 0,5 (sin 

valor discriminatorio) y 1 (discriminación perfecta), el modelo predictivo que genere una AUC 

lo más cercana a 1, será el modelo de elección (Figura 9). 

 

Una vez establecido el mejor modelo predictivo incluyendo las variables clínicas más 

relevantes, puede compararse el AUC de este modelo con el AUC del mismo modelo con el 

biomarcador o biomarcadores añadidos, teniendo en cuenta que ambos modelos se han 

creado en la misma serie de datos (DeLong ER et al., 1988). Una posibilidad a tener en cuenta 

cuando la aplicación del modelo predictivo requiere una gran especificidad (p.ej., en un 

 
 
Figura 9.  Curva Característica Operativa del 
Receptor (ROC).  
 
Ejemplos de curvas ROC con mala discriminación 
(área bajo la curva – AUC- por debajo de la línea de 
referencia), buena discriminación (AUC = 0,6 – 0,7) 
y discriminación excelente (AUC ≥ 0,9). 
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Figura 10.  Representación gráfica del estadístico 
comparativo del índice de mejoría de la 
discriminación (IDI).  
 
Ejemplo de comparación entre un modelo 
predictivo únicamente con variables clínicas (barras 
grises) y un modelo que además incluya 
biomarcadores (barras negras).  

modelo de predicción de buen pronóstico, reconocer perfectamente a los individuos que 

vayan a evolucionar favorablemente para centrar los esfuerzos en otros pacientes más graves 

u optimizar el tiempo de estancia intrahospitalaria), es la comparativa del AUC parcial (pAUC) 

en un rango de especificidad predeterminado (90-100 %). De forma similar podría realizarse 

para indicaciones que requieran una alta sensibilidad en la discriminación del modelo 

predictivo y así conocer el valor del biomarcador en un contexto útil clínicamente (Robin X et 

al., 2011).  

Aún siendo uno de los estadísticos comparativos más utilizados a la hora de determinar el 

valor añadido de los biomarcadores en los modelos predictivos, la medición de la 

discriminación no parece ser el estadístico más relevante en predicción de eventos y el 

incremento en el valor de AUC no es tan significativo como el valor de AUC por sí mismo (Pepe 

MS et al., 2004).  

1.5.1.3 Índice de mejoría de la discriminación (IDI) 

Por lo comentado en el apartado anterior, se hace necesaria la aplicación de estadísticos 

comparativos que contribuyan con información adicional a la aportada por el AUC. Una forma 

de cuantificar la diferencia entre las probabilidades determinadas por el modelo predictivo 

entre los eventos (mal pronóstico) y los no-eventos (buen-pronóstico; o viceversa, según la 

indicación del modelo) al añadir los biomarcadores al modelo únicamente clínico es mediante 

el cálculo del IDI.  Por tanto, el cálculo del IDI aporta un valor numérico a la diferencia entre el 

modelo con y sin biomarcadores, mientras que el AUC solamente indica qué modelo presenta 

una discriminación mayor. Además, el IDI permite conocer si el modelo con biomarcadores 

mejora la predicción de los eventos (mayor sensibilidad) o de los no-eventos (mayor 

especificidad), aportando una idea más global de la discriminación del modelo (Pencina MJ et 

al., 2008) (Figura 10). 
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1.5.1.4 Índice de mejoría de la reclasificación (NRI) 

Siguiendo un concepto similar al usado en el estadístico IDI, el cálculo del NRI permite conocer 

el cambio en la probabilidad predicha por el modelo con biomarcadores respecto al modelo 

solamente clínico. El NRI evalúa el número neto de individuos que se reclasifican 

correctamente al añadir los biomarcadores al modelo; p.ej., en un modelo de predicción de 

discapacidad a largo plazo, cuántos pacientes de los que realmente sufrirán una discapacidad 

son clasificados como eventos por el modelo predictivo incluyendo biomarcadores y no lo eran 

con el modelo clínico. De la misma manera que el IDI, el cálculo del NRI contempla los 

movimientos en el número de pacientes tanto para los eventos como para los no-eventos 

(Pencina MJ et al., 2008).  

El NRI puede calcularse con las probabilidades consideradas como una variable continua, 

donde el incremento de la probabilidad en un punto indica el cambio de categoría, o 

predefiniendo categorías de riesgo y observando los individuos que cambian de un grupo de 

riesgo a otro. El uso del NRI categórico está recomendado, en general con un máximo de tres 

grupos de riesgo (bajo, medio, alto) y que incluyan porcentajes clínicamente relevantes según 

la indicación del modelo predictivo; el uso del NRI continuo o con más categorías dará como 

resultado una sobreestimación de la tasa de reclasificación (Pickering JW et al., 2012). 

 

1.5.2 Metaanálisis 

Además de realizar toda la evaluación estadística de los biomarcadores identificados para una 

indicación concreta y así poder conocer su valor real, su translación a la práctica clínica se vería 

favorecida mediante la publicación de revisiones sistemáticas y análisis sintéticos de la 

multitud de estudios existentes. Para ello un método básico es el metaanálisis que, mediante 

métodos estadísticos, permite sintetizar los resultados de estudios independientes, 

proporcionando estimaciones de los efectos de forma más precisa y conclusiones más 

contundentes que ayudan a construir la evidencia necesaria para implementar cambios en la 

práctica médica. 

1.5.2.1 Metaanálisis clásico 

Una revisión bibliográfica de un tema concreto pretende valorar el grado de evidencia que 

existe sobre una pregunta concreta utilizando toda la información disponible, pero mantiene 

un cariz subjetivo en la interpretación. Los metaanálisis aportan objetividad y mejoran 

cualitativa y cuantitativamente las conclusiones que puedan extraerse de esa revisión 
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sistemática mediante la aplicación de métodos 

estadísticos en los que se combinan los datos de 

estudios independientes y se obtiene un valor 

promedio del efecto (Burguillo FJ, 2010).  

Las conclusiones que pueden extraerse de un 

metaanálisis están limitadas a la selección de los 

estudios, la calidad de los estudios originales, la 

heterogeneidad entre ellos y el sesgo de 

publicación con la sobrerrepresentación de los 

estudios positivos (Figura 11). Diferentes 

métodos estadísticos ayudan a superar cada una 

de estas limitaciones (Hedges LV et al., 1985). 

 

 

 

1.5.2.2 Metaanálisis de pacientes individuales (IPD) 

Para reducir los sesgos y limitaciones del metaanálisis basado en los datos publicados en los 

artículos científicos se ha postulado el uso del metaanálisis utilizando los datos anónimos de 

los pacientes que conformaban las cohortes en los estudios originales. Aunque la compilación 

de los datos es costosa y se necesita de la colaboración de diferentes grupos de investigadores, 

permite realizar un análisis de mayor calidad, al estandarizar el método de análisis y, además, 

proporciona mayor información al poder realizar análisis más complejos y con un mayor 

tamaño muestral (incluyendo análisis de subgrupos particulares) (Riley RD et al., 2010).  

Una de las principales ventajas del IPD frente al metaanálisis clásico es la posibilidad de evaluar 

de forma más fiable las causas de heterogeneidad, ya que permite evaluar las covariables y las 

interacciones entre ellas a nivel del individuo, y no del estudio, con una potencia estadística 

suficiente para detectar incluso interacciones moderadas que puedan modificar el efecto 

observado en los estudios independientes (Marcucci M et al., 2013). Estos IPD se han 

empezado a realizar con estudios de biomarcadores y, por ejemplo, han demostrado el valor 

predictivo de los niveles elevados de péptidos natriuréticos postoperatorio en la sucesión de 

Criterios de 
inclusión/exclusión

Valoración de la 
calidad de los estudios

Formulación de los objetivos

Búsqueda bibliográfica

Recopilación de datos

Análisis de heterogeneidad

Combinación de los efectos

Análisis de 
sensibilidad

Identificación del 
sesgo de publicación

Conclusiones y recomendaciones

Figura 11. Esquema general de las etapas de un 
metaanálisis.  
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efectos cardíacos adversos, aunque sin evaluar su valor añadido respecto a factores de riesgo 

clásicos (Rodseth RN et al., 2013). 

Los resultados obtenidos de un IPD pueden ser diferentes a los obtenidos en el análisis 

combinado de los datos publicados, en general debido a la eliminación de heterogeneidad por 

la variabilidad en los métodos de análisis entre estudios y la diversidad en las fuentes de 

información (tanto a nivel de estudios como de pacientes), ya que no siempre se consiguen 

todos los datos o los nuevos criterios de inclusión permiten considerar más pacientes que los 

incluidos en el estudio original. Además, en los metaanálisis clásicos no se puede atajar la 

inadecuada presentación de los resultados, bien de la variable medidora del efecto o de las 

covariables, o un mal uso de los estadísticos en los estudios independientes (Jones AP et al., 

2009).  
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Los objetivos principales de esta Tesis doctoral son: 

 

2.1 Sistematizar la recogida de información existente sobre los biomarcadores pronósticos en 

el ictus. 

 

2.2 De la información compilada, escoger un biomarcador típicamente asociado con el 

pronóstico del ictus y evaluar su valor en nuestra cohorte de pacientes aplicando estadísticos 

comparativos. 

 

2.3 Metaanalizar toda la información recogida de ese biomarcador asociado con el pronóstico 

del ictus utilizando datos de pacientes individuales y aplicando estadísticos comparativos. 

 

2.4 Estudiar biomarcadores candidatos de la vía inflamatoria, concretamente de la familia de 

las quimiocinas, en muestras cerebrales y sanguíneas de pacientes con ictus isquémico 

mediante un panel de anticuerpos. 

 

2.5 Analizar las alteraciones del proteoma tras el ictus isquémico e identificar nuevos 

biomarcadores pronósticos aplicando estadísticos comparativos. 

 

2.6 Analizar las alteraciones en el transcriptoma asociadas a la evolución de los pacientes con 

ictus isquémico e identificar nuevos biomarcadores pronósticos aplicando estadísticos 

comparativos. 
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3.1 Brain Natriuretic Peptide is associated with worsening and mortality in acute 

stroke patients but adds no prognostic value to clinical predictors of outcome  

(Cerebrovascular Diseases, 2012, 34, 240-245) 
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3.2 B-type natriuretic peptides and mortality after stroke: A systematic review and 

meta-analysis  

(Neurology, 2013, 81, 1976-1985) 
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3.3 From brain to blood: New biomarkers for ischemic stroke prognosis 

(Journal of Proteomics, 2013, 94, 138-148) 
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Supplementary data 

Fig. S1. Clustering heat-map. The hierarchical clustering algorithm EPCLUST 
(http://www.bioinf.ebc.ee/EP/EP/EPCLUST/) was used. Left panel shows the cluster of 
the identified proteins according to the mean of their expression versus internal standard 
pool in each brain area. Right panel shows the cluster of the significant comparison 
between brain areas after normalizing the values by the standard pool (p<0.05); those 
pair areas with non-significant comparison were marked in black color. In both cases, 
pink color indicates increased protein abundance and blue color indicates decreased 
protein abundance. IC, infarct core; PI, peri-infarct; CL, contralateral; C, control. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Fig. S2. Impaired neuritogenesis after ischemia. Hypothetical scheme of molecular 
processes involved in axonogenesis and that might be impaired after ischemic stroke. 
Orange color indicates increased levels and blue color indicates decreased levels of 
proteins. Cytoskeletal remodeling is essential for axon formation and it involves both 
actin microfilaments, which act first, and microtubules. Furthermore there is an 
interconnection between both cytoskeletons in which some proteins, as CYBP, are 
involved. In our hypothesis, higher CNTN1 and GELS levels might lead to changes in 
actin dynamics. On the other hand, the reduced levels of GDIR1, which are in part 
responsible for the decreased levels of the active DRP2, and the reduction of the 
intermediary CYBP, might cause a final reduction in the axon formation processes. 
Consequently, there is a loss of synaptogenesis and synaptic plasticity, which could 
explain a worse functional outcome after stroke. 
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4.1 Evolución de los pacientes con ictus: papel pronóstico de los 

biomarcadores sanguíneos 

Predecir cómo van a evolucionar los pacientes tras un ictus y tomar decisiones médicas en 

consecuencia es uno de los retos de esta enfermedad que supone una de las principales causas 

de muerte y discapacidad a nivel mundial (Roger VL et al., 2012). A día de hoy, estas 

predicciones son poco precisas, basándose en la experiencia previa del médico y en los datos 

reportados a partir de ensayos clínicos, que no suelen reflejar la realidad de la práctica médica 

diaria. Para anticipar el pronóstico de los pacientes con ictus, el uso de escalas o modelos 

clínicos parece una alternativa interesante siempre que sean sencillos, fáciles de recordar, 

estén compuestos por variables fácilmente accesibles e incluso que puedan ser aplicados por 

personal no especializado. Además, estos modelos deben alcanzar valores de precisión y 

discriminación aceptables en la predicción de parámetros pronósticos clínicamente relevantes 

y deben ser validados en cohortes externas de gran tamaño.  

Como puede verse en el Anexo I, la mayoría de los modelos clínicos existentes incluyen 

muchas variables, algunas de las cuales además no pueden ser evaluadas de forma inmediata a 

la admisión de los pacientes, retrasando la predicción y, por tanto, las actividades médicas 

dirigidas a evitar un mal desenlace de la enfermedad. Para la aplicación de estos modelos 

complejos sería necesaria la implantación en programas computacionales que incluyeran 

formularios fácilmente cumplimentables y que ofrecieran interpretaciones sencillas; la 

necesidad de esta tecnología haría difícil su uso en países en vías de desarrollo o 

subdesarrollados donde el ictus es una enfermedad incipiente (Feigin VL et al., 2009). 

La edad y la gravedad inicial del ictus son las variables predictoras principales, incluidas en 

todos los modelos, y que por sí solas (modelo de Weimar C et al., 2004 y König R et al., 2008) 

alcanzan una discriminación con AUCs de 0,8, muy similar a la obtenida con modelos más 

complejos evaluados en la misma cohorte (Weimar C et al., 2002 y GSS collaboration, 2004). 

Por otro lado, estos factores no modificables explican la mayoría del mal pronóstico a largo 

plazo, por encima de complicaciones tempranas, como neumonía o edema, que afectan al 

desenlace de la enfermedad y que podrían ser tratados de forma precoz o incluso profiláctica 

(Grube MM et al., 2013). Por tanto, parece que el uso de estas variables tan fácilmente 

accesibles sería suficiente para la predicción de la evolución de los pacientes con ictus; 

lamentablemente, su uso exclusivo genera una infraestimación del mal pronóstico (Saposnik G 

et al., 2011-2). Esto podría deberse a la heterogeneidad que existe entre los pacientes aun 

considerando sólo estas sencillas variables, ya que existe un envejecimiento diferencial entre 
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los individuos e incluso entre los órganos del mismo individuo y afectaciones neurológicas de 

grado similar pueden deberse a ictus de cariz muy diferente. 

Una manera de alcanzar mayor objetividad en el pronóstico de los pacientes con ictus sería el 

uso de marcadores biológicos. La medición de distintos parámetros mediante técnicas de 

neuroimagen ha mostrado su utilidad como herramienta pronóstica (Arsava EM, 2012), 

aunque su aplicación requiere del manejo de algoritmos complejos y no es una técnica 

ampliamente disponible. Por todo ello, el uso de biomarcadores moleculares ha sido 

ampliamente estudiado en el campo del pronóstico del ictus (Whiteley W et al., 2009; Katan M 

et al., 2011; Hasan N et al., 2012). Con la idea de mantener actualizada la información 

disponible en el estudio de biomarcadores pronósticos del ictus hemos creado la página web 

http://stroke-biomarkers.com/ (Anexo II), donde estamos recopilando todas las moléculas 

estudiadas en relación al pronóstico del ictus. La búsqueda sistemática de los artículos 

publicados en inglés o en español se realiza en la base de datos PubMed, con más de 23 

millones de referencias (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Los términos de búsqueda 

empleados hacen referencia a diferentes conceptos pronósticos, entre ellos, mortalidad, 

discapacidad o mejoría. De los 701 artículos hallados en Noviembre de 2013, solamente 102 

artículos fueron considerados susceptibles para su inclusión en la indicación de pronóstico del 

ictus. De este número de artículos potenciales, 19 moléculas cumplen el requisito de 

publicación mínima contemplado, es decir, que al menos se haya estudiado la molécula en 

relación al pronóstico del ictus en tres estudios independientes o en cohortes de más de 200 

pacientes (Tabla 2). Con este criterio creemos que los marcadores compilados en la web 

tendrán una asociación plausible con el pronóstico, si bien pocos de los biomarcadores que 

cumplen este requisito han sido estudiados en relación a su valor añadido sobre variables 

clínicas pronósticas o en cohortes independientes de gran tamaño.  

La aparición de guías creadas por la comunidad científica para mejorar la calidad en las 

publicaciones mediante el consenso de información mínima que debe ser reportada en las 

investigaciones biológicas y biomédicas (Taylor CF et al., 2008) facilitará la consecución de 

proyectos de calidad en el campo de los biomarcadores y su translación a la práctica clínica. 

Aunque aún no existe consenso sobre los requisitos mínimos para que un biomarcador pueda 

llegar a ser ensayado en estudios de coste-efectividad en el ámbito sanitario, parece necesario 

realizar estudios estadísticos sobre su asociación independiente y su valor añadido mediante 

test que demuestren su potencial de discriminación y reclasificación de pacientes, así como, en 

las etapas finales del desarrollo de nuevos biomarcadores, su estudio en cohortes amplias.  
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Con la intención de posibilitar tanto discusiones en torno al consenso de valores óptimos de 

discriminación y reclasificación u otros requisitos de los marcadores así como poder establecer 

redes multinacionales para el ensayo de biomarcadores prometedores, en 2011 se creó el 

grupo de estudio International Biomarker in Cerebrovascular Diseases (IBCD), que cuenta con 

expertos internacionales de diferentes disciplinas en el estudio de la enfermedad 

cerebrovascular. Asentar las bases de este consorcio será uno de los pasos necesarios para el 

avance en estudios de biomarcadores de mayor calidad y dirigidos a responder preguntas 

clínicamente relevantes, que permitan ver en un futuro la aplicación de biomarcadores en el 

ictus.  

 

4.2 Péptido natriurético de tipo B (BNP): evaluación de su papel real como 

biomarcador pronóstico en el ictus 

Como puede verse en la Tabla 2, uno de los biomarcadores típicamente asociado al mal 

pronóstico del ictus es el péptido natriurético de tipo B, tanto su forma hormonal activa (BNP) 

como el fragmento amino-terminal inactivo que se libera equimolarmente en su formación 

(NT-proBNP). El BNP es liberado desde las células cardíacas en respuesta a un aumento de la 

presión arterial y genera un efecto vasodilatador gracias a su función natriurética y diurética 

(deLemos JA et al., 2003). Los estudios existentes de BNP/NT-proBNP en relación con el 

pronóstico del ictus se han realizado en cohortes generalmente pequeñas y principalmente 

analizando su asociación con mortalidad post-ictus, en diferentes plazos de tiempo.  

En el artículo 1 de esta Tesis se ha estudiado el papel de BNP activo en la predicción de 

deterioro neurológico en la fase aguda del ictus y mortalidad temprana tras el evento 

cerebrovascular. En la cohorte considerada, de 896 pacientes con ictus (incluyendo ambas 

entidades, isquémico y hemorrágico), se demostró la asociación independiente de valores 

altos de BNP con cerca de dos veces mayor riesgo de mal pronóstico tras el ictus. Los modelos 

predictivos con variables clínicas (ictus previo, gravedad inicial y diabetes mellitus o fibrilación 

auricular) mostraron una predicción similar al modelo que además incluía el biomarcador, con 

discriminaciones medidas utilizando el AUC del 70 % para deterioro neurológico y de 80 % para 

mortalidad intrahospitalaria. La comparación de las AUC y los test estadísticos de mejoría de la 

discriminación (IDI) y de la reclasificación (NRI) mostraron que, incluso existiendo una 

asociación independiente, el BNP no aporta valor añadido a las variables clínicas siendo poco 

útil su uso como biomarcador.  
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Estos resultados nos llevaron a la realización de una revisión sistemática y metaanálisis del 

papel de BNP como biomarcador pronóstico de mortalidad, que ha constituido el artículo 2 de 

esta Tesis. De los 20 artículos existentes en Octubre de 2012, 16 publicaciones analizando la 

asociación de BNP o NT-proBNP con mortalidad tras el ictus fueron incluidas. El metaanálisis 

de los estudios concluyó que niveles elevados de péptido natriurético se asociaban con 

mortalidad, si bien los artículos incluidos presentaban una calidad moderada y existía 

heterogeneidad entre ellos, además de sesgo de publicación. Para realizar un análisis menos 

sesgado y con mayor fiabilidad, recopilamos los datos individuales anonimizados tras contactar 

con los autores de todos los artículos, alcanzando un tamaño muestral superior a 2.000 

pacientes. El análisis tras la normalización de los resultados de cada cohorte confirmó la 

asociación, independiente de la edad, el género y la gravedad inicial, de los valores elevados 

de BNP/NT-proBNP con el doble de riesgo de mortalidad. Los estadísticos comparativos 

mostraron un ligero valor añadido únicamente para NT-proBNP, con una mejora en la 

discriminación del 3 % y una mejora de la reclasificación del 8 %.  

Los resultados de ambos estudios nos permiten considerar los péptidos natriuréticos como 

marcadores circulantes asociados con el pronóstico, pero sin valor añadido por si solos, y por 

tanto, difícilmente aplicables en la práctica clínica. En el caso de NT-proBNP, quizás su 

medición dentro de un panel de biomarcadores podría aportar valor para alcanzar precisión 

suficiente en términos de sensibilidad y especificidad para la predicción del pronóstico de los 

pacientes con ictus.  

Estos resultados corroboran la necesidad de, una vez establecida la asociación de un 

biomarcador con una indicación concreta, realizar estudios en cohortes de tamaño muestral 

considerable. El uso del metaanálisis parece una alternativa interesante para alcanzar 

potencial estadístico suficiente y aumentar la precisión en los efectos definidos, al reducir los 

errores debidos al azar, el sesgo y los factores confusores. Como hemos visto, las principales 

limitaciones de los metaanálisis basados en la literatura son: el sesgo de publicación, ya que 

estudios con resultados destacables tienden a ser publicados frente a estudios de poco 

impacto o en los que la asociación es negativa, creando una sobreestimación del efecto, y la 

heterogeneidad entre estudios. El metaanálisis de pacientes individuales (IPD) permite superar 

ésta última al unificar los criterios y utilizar métodos de análisis que permiten corregir la 

presencia de confusores a nivel del paciente y realizar otros sub-análisis, aún siendo más 

costosos en cuanto a tiempo y manejo de los datos (Lewington S et al., 2012). IPDs que 

consideren datos de estudios no publicados evitarían el sesgo de publicación, aunque la 
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obtención de la información es aún más compleja y la calidad de los resultados no ha sido 

valorada por revisores críticos.  

Por otro lado, el uso de estadísticos comparativos que valoren el papel predictivo de las 

moléculas prometedoras es imprescindible para que lleguen a ser biomarcadores reales en la 

era de la medicina basada en la evidencia, aunque aún está por determinar qué porcentajes de 

mejora en la predicción serían suficientes. Mientras tanto, otros marcadores pronósticos 

típicos como IL-6 podrán ser evaluados utilizando la misma estrategia para definir su papel 

como biomarcador (Bustamante A et al., 2013). 

 

4.3 Biomarcadores candidatos por función, como las quimiocinas, no 

siempre tienen valor pronóstico 

Aunque por definición los biomarcadores no tienen por qué estar relacionados con la causa o 

consecuencia de un proceso, una aproximación al descubrimiento de biomarcadores es el 

estudio de moléculas involucradas en la fisiopatología de una enfermedad. En el caso del ictus, 

el estudio de las vías fisiológicas alteradas tras el evento isquémico parece un campo 

prometedor para el desarrollo de biomarcadores. En concreto, las vías de apoptosis e 

inflamación, que se activan pronto tras la isquemia pero se mantienen alteradas lo suficiente 

para ser exploradas, han generado candidatos interesantes, como caspasa-3 (Rosell A et al., 

2008) e IL-6 o CRP (Whiteley W et al., 2012). 

Para estudiar una parte de la vía inflamatoria, en esta Tesis hemos considerado la superfamilia 

de las quimiocinas (Anexo III). Las quimiocinas son pequeñas citoquinas secretadas, cuya 

principal función es actuar como mediadoras de procesos inmunoinflamatorios ejerciendo un 

estímulo quimiotáctico que permite el reclutamiento de leucocitos efectores en el lugar de la 

lesión. Esta acción ayuda a la eliminación de los residuos del daño tisular pero a su vez 

amplifica la respuesta inflamatoria, dando lugar a un papel dual de las quimiocinas tanto 

beneficioso como perjudicial. Además, otras funciones relacionadas con procesos angiogénicos 

o de supervivencia neuronal contribuyen a la acción benéfica de las quimiocinas (Mackay CR, 

2001; Ceulemans AG et al., 2010).   

Con la intención de ampliar el conocimiento sobre la función de las quimiocinas tras la 

isquemia cerebral humana, en este estudio hemos explorado la presencia a nivel tisular y 

circulatorio de un panel de 9 quimiocinas, algunas de las cuales no habían sido estudiadas 

previamente en el ámbito del ictus. El uso de la técnica de microdisección láser nos ha 
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permitido describir una concentración mayor de CCL1 y CCL2 en las neuronas que en los vasos 

sanguíneos cerebrales y la reducción en los niveles de CCL5 y CCL22 en la zona del core del 

infarto. En el plasma, los niveles de las quimiocinas estudiadas permanecen estables hasta 90 

días tras el ictus, excepto en el caso de CCL22 que mostró una reducción significativa a las 24h 

de la admisión en el hospital. Los niveles a las 24h de CCL22 y CCL17, no exploradas 

previamente en pacientes con ictus, se correlacionaban negativamente con la gravedad 

neurológica de forma mantenida en el tiempo; es decir, niveles más altos de estas quimiocinas 

se relacionaban con un mejor estado neurológico. El hecho de que CCL17 y CCL22 atraigan 

selectivamente linfocitos cooperadores de tipo 2 (o Th2; Imai T et al., 1999) que contrarresten 

la respuesta Th1 a la presencia de antígenos cerebrales, genera un estado anti-inflamatorio 

que podría explicar su asociación con la mejoría neurológica (Hendrix S et al., 2007). Aún así, 

en la fase hiperaguda del ictus, dentro de las 4,5 primeras horas, ninguna de las quimiocinas 

estudiadas presentó potencia estadística suficiente para ser utilizada como biomarcador 

pronóstico en el ictus.  

Los resultados generados muestran como las quimiocinas estudiadas en este trabajo se 

comportan de forma diferente, aún perteneciendo a la misma subfamilia (8 de las quimiocinas 

son CC), por lo que el papel pronóstico de otras quimiocinas no puede descartarse si bien los 

pocos estudios publicados al respecto (resumidos en la Tabla 1 del artículo en el Anexo 3 de 

esta Tesis) no son concluyentes. Estas discordancias podrían ser debidas a las diferencias en el 

diseño de los estudios existentes, donde, según el momento de medición de las quimiocinas 

desde el inicio de los síntomas, la balanza del efecto de las quimiocinas podría inclinarse más 

hacia el lado beneficioso o perjudicial. Sin embargo, este rol dual junto con las diferencias de 

expresión en cuanto a tipo celular o en presencia del estímulo isquémico hacen que las 

quimiocinas se presenten como posibles dianas terapéuticas modulables mediante el uso de 

anticuerpos monoclonales (Chan AC et al., 2010).  

Aunque los resultados de este trabajo no permiten valorar si estas quimiocinas podrían tener 

un papel como biomarcadores pronósticos en tiempos más tardíos desde el inicio de los 

síntomas, no parecen útiles en las primeras horas, cuando la toma de decisiones en cuanto al 

tratamiento fibrinolítico, la inclusión en las unidades de ictus u otras medidas son relevantes 

(Jauch EC et al., 2013). 
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4.4 Análisis de muestras cerebrales como base para encontrar 

biomarcadores pronósticos específicos 

Con el fin de descubrir nuevas moléculas que puedan funcionar como biomarcadores 

pronósticos en la fase aguda del ictus isquémico, hemos llevado a cabo experimentos con 

diseños diferentes pero que tienen en común el uso de técnicas del mundo de las ómicas.  

En la primera aproximación quisimos determinar proteínas que se vieran alteradas por la 

isquemia a nivel cerebral para generar una lista de candidatos utilizando técnicas de 

proteómica basadas en electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). Inicialmente, 

el análisis de homogenados cerebrales de las zonas del core, el peri-infarto y el contralateral, 

así como de cerebros control, utilizando espectrometría de masas de tipo MALDI-TOF, generó 

una lista de 39 proteínas (Cuadrado E et al. 2010). Los avances en el desarrollo de 

espectrómetros de masas, con instrumentos más resolutivos, precisos y rápidos (Thevis M et 

al., 2012), nos han permitido ampliar el conocimiento del proteoma cerebral humano tras el 

ictus isquémico. 

El artículo 3 de esta Tesis doctoral incluye la lista de 12 nuevas proteínas diferencialmente 

expresadas en el experimento de 2D-DIGE que han podido ser identificadas al utilizar un 

espectrómetro de tipo Orbitrap, incrementando la lista de proteínas alteradas tras la isquemia 

cerebral. Del total de 51 proteínas identificadas en los homogenados cerebrales, se 

seleccionaron 8 candidatos que fueron analizados en muestras de sangre de pacientes con 

ictus mediante ELISA. Los niveles circulantes de gelsolina (GELS), proteína relacionada con la 

dihidropirimidinasa 2 (DRP-2) y cistatina-A (CYTA) demostraron su valor como biomarcadores 

en la predicción de dependencia funcional 3 meses después del ictus al mejorar tanto la 

discriminación (hasta un 28 % al considerar los 3 biomarcadores) como la reclasificación de los 

pacientes en grupos de riesgo (hasta el 85,7 %) respecto a edad, género, gravedad inicial y 

presencia de diabetes mellitus. Por otro lado, niveles elevados de CYTA en plasma predicen 

mortalidad intrahospitalaria, mejorando la discriminación en un 34 % y la reclasificación en un 

39 % respecto a edad, género, gravedad inicial y antecedentes de ictus.  

Las funciones de GELS y DRP-2 en la remodelación del citoesqueleto los relacionan con 

procesos de neuritogénesis. Cómo los cambios en GELS, DRP-2 y otras de las proteínas 

identificadas afectarían al proceso de neuritogénesis podría explicarse por la implicación del 

citoesqueleto de actina, que actúa primero, y de los microtúbulos en la formación de axones 

neuronales. Hipotéticamente, los niveles elevados de contactina-1 (CNTN1) y GELS podrían 
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generar cambios en la dinámica del citoesqueleto de actina. La polimerización de la actina se 

vería contrarrestada por una reducción en la formación de microtúbulos, al estar disminuidas 

otras proteínas en el core del infarto. Esta inhibición en el proceso de formación de axones 

generaría fallos en la sinaptogénesis y en la plasticidad sináptica y, por tanto, podrían explicar 

la asociación hallada con mal pronóstico funcional (para referencia, Figura S2 del artículo 3).  

Por otro lado, el papel de CYTA en relación al mal pronóstico en los pacientes con ictus podría 

explicarse por su acción como inhibidor de proteasas de cisteína que, junto a su asociación con 

la degranulación de neutrófilos, favorecería la acción de metaloproteinasas de matriz (Ray S et 

al., 2003), cuyo papel es de sobra conocido en la isquemia cerebral (Morancho A et al., 2010).  

Los resultados de este trabajo corroboran que el uso de un panel de varios biomarcadores 

cuyas funciones metabólicas fueran diferentes sería una herramienta de mayor utilidad en la 

práctica clínica (Robin X et al., 2009). El hecho de ir añadiendo biomarcadores al modelo 

predictivo permite aumentar la discriminación de un 8 a un 28 % y la reclasificación de los 

pacientes de un 21 a un 86 % en grupos de riesgo relevantes clínicamente, niveles de precisión 

nada desdeñables de ser verificados en otras cohortes de mayor tamaño muestral. Hasta 

ahora, el único biomarcador que ha demostrado valor añadido respecto a variables clínicas 

pronósticas en una cohorte de cerca de 800 pacientes, copeptina (De Marchis GM et al., 2013), 

ha alcanzado porcentajes de reclasificación del 12 % para pronóstico funcional, aunque 

utilizando porcentajes predefinidos de riesgo bajo (máximo 15 %) divididos en 4 categorías. 

Conocer el valor añadido de copeptina considerando grupos de riesgo más extremos y en 

combinación con otros biomarcadores sería muy interesante en el futuro del pronóstico del 

ictus. Qué y cuántos biomarcadores podrían formar parte de un panel predictivo aplicable 

clínicamente para anticiparse a la evolución de los pacientes con ictus está aún por 

determinar, si bien, los resultados de GELS, DRP-2 y CYTA son prometedores.  

Además, la lista de proteínas identificadas podría ser estudiada para hallar nuevos 

biomarcadores para ésta u otra indicación. Por otro lado, al ser moléculas que se han hallado 

alteradas en muestras cerebrales podrían ser exploradas como dianas terapéuticas con la 

intención de mejorar el pronóstico de los pacientes con ictus. El trabajo de este artículo 3 se ha 

basado en el análisis de homogenados cerebrales, muestras en las que no se puede discernir la 

contribución de cada uno de los componentes celulares que conforman la heterogeneidad 

tisular que define al cerebro humano. Esta heterogeneidad parece ser uno de los factores que 

dificulta el estudio a nivel molecular del cerebro, ya que una misma molécula puede ser 



  Resultados y Discusión 

 

 

4 

94 

expresada diferencialmente frente al estímulo isquémico según el tipo celular. Con la intención 

de superar esta dificultad y profundizar aún más en el conocimiento del proteoma cerebral 

tras el ictus isquémico, hemos llevado a cabo un estudio en el que se combina la 

microdisección láser con proteómica cuantitativa basada en espectrometría de masas (Anexo 

IV). El análisis de las neuronas microdisecadas ha permitido identificar 41 proteínas que se 

encuentran en mayor proporción en la zona del core del infarto que en el contralateral, 

representando principalmente vías catalíticas relacionadas con la obtención de energía e 

involucradas en modificaciones estructurales necesarias en procesos de neurorreparación. 

Próximamente, el análisis de los vasos sanguíneos obtenidos de las mismas muestras nos 

permitirá conocer si se producen el mismo tipo de alteraciones que en las neuronas o si la 

isquemia afecta de forma diferente a estos dos tipos celulares de la unidad neurovascular, 

obteniendo una lista de proteínas candidatas a dianas terapéuticas o biomarcadores 

específicos.  

 

4.5 Proteómica y transcriptómica en el ictus: nuevos candidatos para la 

predicción de la evolución  

De forma paralela, hemos explorado los cambios a nivel del proteoma y del transcriptoma en 

muestras sanguíneas obtenidas en las primeras horas después del ictus y su asociación con el 

deterioro neurológico temprano. En ambos estudios hemos seguido la misma estrategia de 

combinar muestras de diferentes individuos con un diseño experimental de sub-pooling con la 

intención de reducir la variabilidad interindividual y encontrar candidatos a biomarcadores 

pronósticos generales, que luego serán replicados en muestras independientes (Sham P et al., 

2002; Kendziorski C et al., 2005; Zhang W et al., 2007). 

En el artículo del Anexo 5 de esta Tesis analizamos 9 pools de plasma, 3 por cada grupo de 

evolución (empeoramiento, estabilidad y mejoría), mediante una librería de 177 anticuerpos. 

Las 35 proteínas que se vieron alteradas por el ictus isquémico pertenecían principalmente a 

las vías de inflamación, respuesta inmune, coagulación y apoptosis, todas ellas presentes en el 

proceso fisiopatológico del ictus isquémico (Jickling GC et al., 2011). De las proteínas 

seleccionadas para la replicación, beta-defensina 2 (BD-2) y el receptor de la interleucina 4 (IL-

4R) en su forma soluble predecían el empeoramiento en las primeras 24 – 48 horas de forma 

independiente. Al incluir los niveles de BD-2 e IL-4R en un modelo clínico con la edad, el 

género, la gravedad inicial y la presencia de diabetes mellitus como variables predictivas, la 

discriminación de los pacientes que empeoraban mejoró en un 9 – 10 %, según el tiempo 



Resultados y Discusión 

 

 

4 

95 

considerado. La combinación de los dos biomarcadores mejoraba la reclasificación de los 

pacientes en grupos de riesgo extremos entre un 19 % a las 24 h y un 28 % a las 48 h.  

BD-2 e IL-4R parecen estar relacionadas con el proceso inflamatorio que tiene lugar en las 

primeras horas tras el evento isquémico. Aunque esta vía es una de las candidatas en la 

búsqueda de biomarcadores para el ictus (como hemos visto en el artículo del Anexo 3), estas 

dos moléculas no habían sido exploradas previamente en este contexto y parecen interesantes 

para ser estudiadas en cohortes más grandes, donde su valor añadido podrá ser evaluado con 

mayor precisión. Aunque las mejoras en la identificación de los pacientes que empeorarán en 

los primeros días tras el ictus no son tan impactantes como las conseguidas en el artículo 3 

para discapacidad funcional, BD-2 e IL-4R podrían formar parte de un panel de marcadores 

tempranos para evaluar la respuesta inflamatoria post-ictus y su relación con el pronóstico a 

corto plazo. Este panel también podría incluir la medición de la actividad de la enzima 

quitotriosidasa, también relacionada con la respuesta inflamatoria. Resultados recientes de 

nuestro grupo muestran cómo una reducción de la actividad quitotriosidasa a nivel basal  

permite discriminar un 6 % mejor y reclasificar un 11,6 % de los pacientes que mejoran 

neurológicamente en las primeras 48 h (Bustamante A et al., 2013-2). La idea de combinar 

biomarcadores que detecten empeoramiento con otros que identifiquen mejoría permitiría 

hacer una mejor predicción del estado neurológico de los pacientes al alcanzar una 

sensibilidad y una especificidad elevadas.  

Paralelamente, en el estudio de transcriptómica, donde hemos analizado los cambios de 

expresión en la fase hiperaguda del ictus isquémico a nivel de leucocitos circulantes, 16 pools 

de ARN fueron construidos en función del grupo de evolución neurológica, de forma similar al 

estudio anterior (Anexo VI). Un total de 85 genes mostraron cambios en su expresión en 

aquellos pacientes que mejoraban o empeoraban neurológicamente, cuando la edad y la 

gravedad inicial eran consideradas como covariables en el análisis de las micromatrices de 

oligonucleótidos. Los genes afectados estaban asociados con procesos de señalización y 

muerte celular y vías metabólicas, aunque algunos no tienen función conocida. 30 de estos 

genes fueron seleccionados para la fase de replicación en muestras individuales. De los genes 

replicados el 80 % estaban relacionados con mejoría del estado neurológico y de estos DCAKD  

y PMS2 se asociaron de forma significativa a la mejoría a las 24 horas después del ictus. Los 

resultados de esta replicación han sido examinados utilizando la herramienta computacional 

PanelomiX (Robin X et al., 2013), que determinó los puntos de corte óptimos de DCAKD, PMS2 

y CCL4 para la predicción de mejoría neurológica a las 24 h después del ictus. El panel con los 
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tres biomarcadores junto con las variables clínicas de gravedad, edad y género alcanzó una 

precisión medida por el AUC del 79,3 %, superior al 69,6 % alcanzada únicamente con las 

variables clínicas. Además, el panel de tres biomarcadores mejora la discriminación en un 10 % 

y la reclasificación de los pacientes en un 21 %.  

DCAKD tiene actividad quinasa y PMS2 es una endonucleasa con actividad reparadora que está 

involucrada en el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas (Péron S et al., 2008). Cómo el 

aumento de la expresión de estos genes en los leucocitos circulantes puede asociarse a una 

mejoría en el estado neurológico después del ictus está aún por determinar. El hecho de que la 

mayoría de los genes identificados estén relacionados con mejoría (aumentada su expresión 

en los pacientes que mejoran o disminuida en los que empeoran) podría explicarse por ser un 

fenotipo menos complejo que el empeoramiento, donde pueden contribuir diferentes causas. 

En el caso de la mejoría, se han implicado mecanismos de recuperación de la perfusión, bien 

por fibrinolisis endógena (Barber PA et al., 1998) o por circulación colateral (Bang OY et al., 

2008), y los procesos de neuroprotección endógena, donde la restauración del flujo sanguíneo 

también juega un papel importante (Gursoy-Ozdemir Y et al., 2012). Encontrar moléculas que 

puedan discriminar con fiabilidad qué pacientes van a mejorar tras el ictus permitiría reducir la 

sobreestimación del buen pronóstico existente (Bushnell C, 2011) y optimizar los recursos 

clínicos en cuanto a admisión en las unidades de ictus o el tiempo de ingreso.  

La combinación de los resultados de ambos estudios, de proteómica y de transcriptómica, ha 

generado una lista con un total de 119 moléculas que mostraron cambios en la fase aguda del 

ictus isquémico. Aunque solamente CCL4 coincide en ambos estudios, el análisis funcional de 

estas moléculas mediante el uso del programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA; para 

referencia ver Anexo VI) ha identificado interacciones entre las moléculas asociadas con 

empeoramiento neurológico (un total de 76) en 7 redes, principalmente relacionadas con 

tráfico de células del sistema inmune y respuesta inflamatoria (Figura 12). Las vías canónicas 

asociadas con mayor significación son las de adhesión de leucocitos y diapédesis (-log (valor p) 

= 16) y la de regulación de producción de citoquinas (-log (valor p) = 10). 
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Figura 12. Principales vías moleculares de interacción entre las proteínas y genes alterados en relación al 
empeoramiento neurológico en la fase aguda del ictus isquémico. 
Las moléculas en gris pertenecen a la lista de 76 proteínas y genes alterados; las líneas continuas indican una 
interacción directa y las líneas discontinuas, interacciones indirectas. 

Movimiento celular – Tráfico de células del sistema inmune 

Respuesta inflamatoria – Señalización e interacción intercelular 
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Figura 13. Principales vías moleculares de interacción entre las proteínas y genes alterados en relación a la mejoría 
neurológica en la fase aguda del ictus isquémico. 
Las moléculas en gris pertenecen a la lista de 43 proteínas y genes alterados; las líneas continuas indican una 
interacción directa y las líneas discontinuas, interacciones indirectas. 

Metabolismo de carbohidratos – Desarrollo tisular 

Sin embargo, el estudio funcional con IPA considerando los 43 genes y proteínas asociados con 

mejoría neurológica en la fase aguda del ictus isquémico ha identificado como principal vía 

alterada la del metabolismo de carbohidratos (Figura 13). Las funciones de desarrollo tisular y 

desarrollo del sistema cardiovascular son las más significativas (-log (valor p) = 5). Estas 

funciones quizás indican una capacidad mayor de regeneración en aquellos pacientes que 

mejoran su estado de forma rápida, para la cual es necesaria energía que se obtiene de 

procesos metabólicos basados en la glucosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con estos resultados, las diferencias tempranas halladas a nivel molecular entre los pacientes 

que empeorarán o mejorarán neurológicamente en los primeros días tras el ictus podrían 

servir para explorar nuevas dianas terapéuticas que regulen estas vías y ayuden en la 

prevención de un desenlace fatídico del ictus.  
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Molécula Tiempo 
medición 

Variable pronóstica Incremento AUC IDI NRI 

BD-2 < 4,5 h Deterioro neurológico (24h) 
11 % 9,5 % 19 % 

IL-4R < 4,5 h Deterioro neurológico (24h) 

DCAKD < 4,5 h Deterioro neurológico (24h) 
9,7 % * 10,3 % 21,4 % PMS2 < 4,5 h Deterioro neurológico (24h) 

CCL4 < 4,5 h Deterioro neurológico (24h) 

Cistatina-A < 4,5 h Muerte intrahospitalaria 9,3 % 33,6 % 39 % 

Gelsolina < 4,5 h Discapacidad funcional (3m) 
9 % 27,8 % 85,7 % DRP-2 < 4,5 h Discapacidad funcional (3m) 

Cistatina-A < 4,5 h Discapacidad funcional (3m) 

 

Tabla 3. Resumen de las moléculas identificadas con valor pronóstico. 

Moléculas (proteínas y tránscritos) identificados en los estudios de proteómica y transcriptómica.  
Incremento AUC: diferencia en el área bajo la curva ROC entre el modelo con y sin biomarcadores; IDI: índice de 
mejoría de la discriminación; NRI: índice de mejoría de la reclasificación (utilizando porcentajes predeterminados 
de 10 y 90 % de riesgo). 
* El modelo para el panel de tránscritos se obtuvo con PanelomiX, un algoritmo ligeramente diferente al utilizado 
en la regresión logística utilizada para calcular el IDI y el NRI.  

4.6 Futuro de los biomarcadores pronósticos en el ictus isquémico 

Idealmente, biomarcadores que demuestren su asociación independiente con alguna de las 

variables pronósticas (deterioro o mejoría neurológica, discapacidad funcional, mortalidad) y 

además aporten valor predictivo, podrían utilizarse en la práctica clínica formando parte de 

modelos con otras variables sencillas. Estudios como TABASCO (Tel Aviv Brain Acute Stroke 

Cohort; Assayag EB et al., 2012), en el que se está recopilando información clínica, de 

neuroimagen y de biomarcadores sanguíneos para hallar asociaciones con diferentes variables 

de evaluación del pronóstico en una cohorte prospectiva de más de 1.000 pacientes, 

generarán información para poder construir modelos predictivos que incluyan biomarcadores. 

Las moléculas identificadas en los estudios que forman esta Tesis han mostrado su valor 

añadido a modelos clínicos sencillos cuando son analizadas de forma temprana para la 

predicción de la evolución de los pacientes con ictus (Tabla 3). Si éstos u otros biomarcadores 

serán aplicables en la práctica clínica diaria en un futuro pasa por que sean validados en 

cohortes independientes y muestren su valor coste-efectivo. Además, en el caso de las 

moléculas que puedan ayudar en la predicción del pronóstico a corto plazo (como el deterioro 

neurológico temprano) aquéllas que demuestren su utilidad clínica deberían ser incorporadas 

en dispositivos de medición rápida (conocidos como POCs o point-of-care devices). Gracias al 

desarrollo de la nanotecnología se está avanzando mucho en el diseño de estos dispositivos y 

en su capacidad para la medición de marcadores moleculares de distinta índole (proteínas, 

ARN, ADN) en muestras reales de pacientes (Olasagasti F et al., 2012). 
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La aplicación clínica de biomarcadores pronósticos podría ayudar a determinar qué pacientes 

podrían beneficiarse más de terapias más agresivas o de nuevos tratamientos en el futuro. La 

realización de ensayos clínicos con tratamientos que han fallado en pacientes considerados de 

forma general (p.ej. PAIS, Paracetamol (Acetaminophen) In Stroke; Den Hertog HM et al., 

2009), podrían ser beneficiosos para un subgrupo concreto de pacientes (en el ejemplo, 

pacientes con fiebre; De Ridder IR et al., 2013). En este aspecto, los biomarcadores pronósticos 

aportarían información valiosa.  

¿Cómo mejorar el descubrimiento de biomarcadores pronósticos? Un aspecto a tener en 

cuenta es que las lesiones que se producen a nivel cerebral como consecuencia de la 

interrupción del flujo sanguíneo no son estáticas. Los procesos que se llevan a cabo en la fase 

aguda varían con el paso del tiempo, dando lugar a procesos celulares y moleculares diferentes 

en los días sucesivos. En los estudios de biomarcadores habría que considerar en qué 

momento se está midiendo el marcador molecular y a qué plazo quiere predecirse el 

desenlace. Actualmente la mayoría de estudios para la predicción de la discapacidad funcional 

o la mortalidad al tercer mes o al año de haber sufrido el ictus se están realizando con la 

medición del biomarcador en muestras sanguíneas obtenidas en las primeras horas tras la 

isquemia. Conocer si las moléculas que se alteran de forma temprana tienen un papel 

relevante en la predicción a largo plazo porque se mantienen alteradas de forma continuada o 

porque inician procesos claves que darán lugar a uno u otro desenlace debería considerarse un 

campo de estudio para avanzar en el desarrollo de biomarcadores pronósticos. En el primer 

caso, el hecho de poder medir los niveles moleculares en un rango más amplio de tiempo 

también facilitaría su aplicación clínica, al no requerir de dispositivos de medición rápida y 

quizás poder incorporarse a las mediciones de rutina en sangre. Por otro lado, también debería 

considerarse el estudio de moléculas que varíen en tiempos más cercanos al de evaluación, 

cuando puede ocurrir otra serie de procesos que modifiquen el desenlace de la enfermedad.  

Los acontecimientos que se suceden antes, durante y después del ictus generan una gran 

heterogeneidad en la evolución de los pacientes. Esta heterogeneidad se manifiesta 

principalmente en las diferentes causas de mal pronóstico. Desarrollar biomarcadores para la 

detección precoz de los diferentes tipos de complicaciones permitiría anticiparse a ellas y, lo 

que es más importante, incluso poder prevenirlas. Un claro ejemplo de ello serían los 

biomarcadores destinados a predecir infecciones post-ictus; copeptina, procalcitonina y CRP 

parecen buenos candidatos para tal propósito (Fluir F et al., 2012). El tratamiento profiláctico 

de las infecciones con antibióticos no ha demostrado mejorar el pronóstico en el conjunto 
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general de pacientes con ictus (Chamorro A et al., 2005). El ensayo STRAWINSKI (STRoke 

Adverse outcome is associated WIth NoSocomial Infections; Ulm L et al., 2013) utilizará los 

niveles circulantes de procalcitonina para la toma de decisiones frente a la administración de 

antibióticos profilácticos en aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar una infección y 

determinar cómo este tratamiento afecta al pronóstico a largo plazo. Si los resultados de este 

ensayo son positivos, la aplicación de los biomarcadores en la práctica clínica podría empezar a 

ser una realidad. 

De forma similar, otra aplicación en la que los biomarcadores podrían ser utilizados para 

cambiar el pronóstico sería en la predicción de transformación hemorrágica secundaria al 

tratamiento trombolítico. La metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9; Montaner J et al., 2003) y 

la fibronectina celular (Castellanos M et al., 2007) se han asociado de forma bastante 

específica con el desarrollo de hematoma parenquimatoso tras la administración de rt-PA. Si 

estos biomarcadores podrían utilizarse como guía en la toma de decisiones respecto a la 

conveniencia o no de realizar el tratamiento fibrinolítico para evitar esta complicación 

secundaria está aún por determinar.  

Parece que el futuro del pronóstico en el ictus pasa por desgranar las diferentes causas de 

complicación y ya existen modelos clínicos predictivos en algunos casos, como las 

transformaciones hemorrágicas secundarias al tratamiento (modelo HAT, Lou M et al., 2008; 

modelo GRASPS, Menon BK et al., 2012; modelo SEDAN, Strbian D et al., 2012-2) o las 

infecciones (modelo A2DS2, Hoffmann S et al., 2012; modelo AIS-APS, Ji R et al., 2013). El hecho 

de que algunos de estos modelos incluyan variables de neuroimagen, que retrasarían la toma 

de decisiones, y que algunas variables sean compartidas entre los modelos para predecir 

diferentes complicaciones hace aún más interesante el desarrollo de biomarcadores 

específicos para cada tipo de complicación.   
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5.1 La página http://stroke-biomarkers.com/ permitirá el acceso a información actualizada 

sobre los biomarcadores en el ictus. Decenas de moléculas han sido asociadas con el 

pronóstico del ictus, aunque pocas han sido evaluadas en cuanto a su valor añadido sobre las 

variables clínicas. 

5.2 Siendo un biomarcador típicamente asociado con mal pronóstico, en nuestra cohorte de 

casi 900 pacientes, los niveles plasmáticos de BNP en la fase aguda del ictus se asocian de 

forma independiente a empeoramiento neurológico y mortalidad intrahospitalaria, aunque 

BNP no añade valor predictivo sobre las variables clínicas. 

5.3 El metaanálisis de 16 artículos demuestra la asociación de los niveles elevados de BNP y su 

fragmento amino-terminal (NT-proBNP) con la mortalidad post-ictus, aunque existe sesgo de 

publicaciones. El análisis con los datos individuales de 2.258 pacientes muestra que 

concentraciones aumentadas de los péptidos natriuréticos doblan el riesgo de fallecimiento. 

Sólo NT-proBNP añade un mínimo valor predictivo respecto a las variables clínicas, dificultando 

su traslación a la práctica clínica como biomarcador único. 

5.4  La combinación de la microdisección láser con un panel de anticuerpos contra 9 

quimiocinas diferentes nos ha permitido detectar niveles mayores de CCL1 y CCL2 en neuronas 

que en vasos sanguíneos de cerebros de pacientes fallecidos por ictus. Además CCL5 y CCL22 

están reducidas en la zona del core del infarto. En muestras sanguíneas, CCL2, CCL17 y CCL22 

muestran una correlación negativa con la gravedad neurológica. Las quimiocinas estudiadas 

presentan una potencia estadística mínima como biomarcadores pronósticos del ictus.  

5.5 Mediante estudios de proteómica de homogenados cerebrales de pacientes fallecidos por 

ictus identificamos gelsolina, DRP-2 y cistatina-A circulantes como biomarcadores predictores 

de discapacidad funcional a largo plazo y, además, de cistatina-A circulante como predictor de 

mortalidad intrahospitalaria. El estudio del proteoma plasmático ha mostrado a BD-2 y la 

forma soluble de IL-4R como predictores de empeoramiento en la fase aguda del ictus. Todos 

ellos aportan valor en la discriminación y reclasificación de los pacientes sobre las variables 

clínicas. 

5.6 El análisis de expresión génica de los leucocitos circulantes nos permitió identificar un 

panel de 10 tránscritos relacionados con la evolución de los pacientes con ictus. Un 80 % de 

estas moléculas se asocian a mejoría neurológica. Un panel incorporando DCAKD, PMS2 y CCL4 

aumenta un 10% la precisión en la predicción de mejoría neurológica.  
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5.1 The website http://stroke-biomarkers.com/ will allow to have updated information about 

stroke biomarkers. Tens of molecules have been associated with stroke prognosis, although few 

have been evaluated in terms of added value over clinical variables.  

5.2 Being a biomarker typically associated with poor outcome, in our cohort of near 900 

patients, plasmatic levels of BNP in the acute phase of stroke were independently associated 

with neurological worsening and in-hospital mortality, although BNP does not add predictive 

value over clinical variables.  

5.3 A meta-analysis of 16 articles demonstrates the association of high BNP and the amino-

terminal peptide (NT-proBNP) levels with death after stroke, although there is publication bias. 

The analysis with 2,258 individual patients’ data shows that higher concentration of natriuretic 

peptides double the risk of death in stroke patients. Only NT-proBNP shows a minor added 

predictive value to clinical variables, thus making difficult its translation as a unique biomarker 

into clinical practice.  

5.4 Laser microdissection technique coupled to the use of an antibodies array against 9 

different chemokines has allowed to detect higher CCL1 and CCL2 levels in neurons than blood 

vessels in brains from patients who died following stroke. Furthermore CCL5 and CCL22 are less 

represented in the core of the infarct area. In blood samples, CCL2, CCL17 and CCL22 show a 

negative correlation with neurological severity. The studied chemokines are statistically 

underpowered when their role as stroke prognostic biomarkers was evaluated.  

5.5 Proteomics of brain homogenates from patients who died following stroke have identified 

circulating gelsolin, DRP-2 and cystatin-A as predictive biomarkers of long-term functional 

disability and also of circulating cystatin-A as in-hospital death predictor. Proteomics of plasma 

samples have shown BD-2 and the soluble form of IL-4R as prognostic biomarkers of worsening 

in the acute phase of stroke. All these biomarkers contribute to discrimination and 

reclassification of patients over clinical variables. 

5.6 Gene expression analysis of circulating leukocytes has allowed us to identify a panel of 10 

transcripts related to stroke patients’ outcome. An 80 % of these molecules are associated with 

neurological improvement. A panel including DCAKD, PMS2 and CCL4 increase a 10 % the 

precision of predicting neurological improvement.  
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II. Página web: http://stroke-biomarkers.com/ 

 

La web se ha desarrollado por el Laboratorio de Investigación Neurovascular con el objetivo de 

proporcionar una compilación de los datos publicados sobre biomarcadores candidatos en 

diferentes indicaciones del ictus: riesgo, diagnóstico, subtipos, etiología y pronóstico.  

Además, ofrece información actualizada relacionada con el tema, en cuanto a publicaciones 

interesantes y guías, y permite la conexión entre grupos de investigación con interés en este 

campo.  

 

Figura 16. Interfaz de la página inicial de la web http://stroke-biomarkers.com/ .  



 

 



Anexos 

 

 

7 

137 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Artículo: Chemokines after human ischemic stroke: from neurovascular unit to 

blood using protein arrays 

(Translational Proteomics, 2014, under review) 
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ABSTRACT 
 
Chemokines act mainly guiding leukocyte migration along the 
endothelium. Together with other pleiotropic effects, such as 
angiogenesis or neuronal survival, chemokines have a role in both 
damage and repair in brain tissue after ischemic stroke. We studied 
the presence of chemokines directly in neurons and brain blood 
vessels that were obtained by means of laser microdissection from 
human ischemic brains. Using multiple ELISA Searchlight® array 
we evaluated 9 chemokines (CCL1 - 5, CCL11, CCL17, CCL22 and 
CXCL8) in those microdissected samples. We found higher levels 
of CCL1 and CCL2 in neurons than in vessels; CCL5 and CCL22 
were decreased in the infarcted areas.  

The same ELISA array was performed in plasma samples from 
stroke patients. We explored the temporal profile of circulating 
chemokines from admission to 90 days after the cerebrovascular 
event, finding that only CCL22 showed significant changes along 
time and that these changes negatively correlated with neurological 
severity. When neurological outcome was assessed in the 
hyperacute phase of stroke no associations were found.  

From our study, we can conclude that these chemokines do not 
seem to have a role as outcome biomarkers. Further studies need 
to assess which mechanisms are underlying the association of 
chemokines with the neurological state at distinct time points as the 
differences found here could be reflecting the dual role of 
chemokines in neuroinflammation. 
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Introduction 
Cell death after cerebral ischemia activates a 
series of molecular mechanisms that lead to 
the production of inflammatory mediators, 
such as cytokines and chemokines, in order 
to attract leukocytes to the site of tissue injury 
[1]. There, leukocytes amplify the signal of 
cytokines, thus increasing brain inflammation 
and contributing to stroke severity, by their 
participation in tissue damage and growing of 
the infarct core [2]. On the other hand, the 
physiological function of leukocytes is 
phagocytosis and clearance of dying cells 
and debris. In that context, a dual role has 
been hypothesized, with neuroinflammation 
being both deleterious and restorative and 
thus, an interesting pathway to be 
therapeutically modulated [3].  
In that scenario, chemokines act mainly 
recruiting effector leukocytes to the ischemic 
brain. From the 4 known subfamilies, CC and 
CXC chemokines seem the most relevant in 
cerebral ischemia, as they recruit neutrophils 
and monocytes, which present phagocytic 
activity [4]. This is evidenced by the high 
number of studies of chemokines in cerebral 
ischemia, mainly showing an increased 
expression within the ischemic brain, 
although non-concluding remarks can be 
obtained regarding its plausible role as 
biomarkers in the diagnosis or prognosis of 
stroke (Table 1).  

The response to inflammation within the brain 
involves all cellular components of the 
neurovascular unit, both as a producers of 
and responders to inflammatory molecules. 
As examples, endothelial cells express cell 
adhesion molecules that facilitate leukocytes 
infiltration in response to chemokines; glial 
cells can secrete chemokines after ischemic 
stimulus and neurons suffer the deleterious 
effects of inflammation in the injured tissue 
[reviewed in 5]. On the other hand, 
chemokines are also involved in other 
biological functions affecting neurovascular 
unit components, such as angiogenesis or 
neuronal survival [6]. 

Considering all these precedents, we aimed 
to study the expression of chemokines by 
several components of the neurovascular unit 
after human stroke. For that purpose, we 
have combined two precise techniques: a 
multiple ELISA array of nine chemokines from 
CC and CXC families and laser 
microdissection to obtain neurons and blood 
brain vessels from patients who died 
following an ischemic stroke. Moreover, in 
order to assess the plausible use of 
chemokines as biomarkers or therapeutic 

targets in stroke field, we evaluated their 
temporal profile in blood samples and their 
association with stroke severity and outcome.  
 
Materials and methods 
Brain tissue samples 

Four deceased patients who had an ischemic 
stroke secondary to middle cerebral artery 
(MCA) occlusion within the previous 4 days 
(range, 40 – 100 hours) were included in this 
part of the study (Supplementary Table 1). 
Brain tissue sampling from infarcted core and 
healthy contralateral areas was performed 
within the first hours after death according to 
our previously published procedure [7]. All 
samples were snap frozen in liquid nitrogen 
and immediately stored at -80ºC until use. 

Clinical protocol and blood samples 

Differential diagnosis of stroke was based on 
clinical examination by an expert neurologist 
and supported by computed tomography. In 
all cases, stroke onset was defined as the last 
time the patient was known to be 
asymptomatic. 

Patients from the placebo arm of the 
MISTICS study [8] were considered for 
exploring blood temporal profile. From that 
cohort, 20 patients with a cortical ischemic 
stroke admitted to the emergency department 
within the first 3 to 12 hours after symptoms 
onset were included in the study. Any patient 
had known inflammatory (infectious and 
immunologic) or malignant disease and none 
of them received thrombolytic treatment. 
Peripheral blood samples were drawn from 
each patient at admission, day 1, 3, 7 and 90. 
Complete temporal profile was achieved from 
15 patients. 

On the other hand, we wanted to analyze the 
presence of chemokines in the hyperacute 
phase of stroke and their relationship with 
outcome.  We included 36 ischemic stroke 
patients admitted within the first 4.5 hours 
after onset and in which blood samples were 
obtained before all them received 
thrombolytic treatment [standard dose of 0.9 
mg/Kg recombinant tissue-plasminogen 
activator (rt-PA)]. In this cohort, consecutive 
patients were selected from the cohort to 
balance the sample size in all outcome 
groups (improvement, stability or worsening 
of the neurological state during in-hospital 
stay). 
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Neurological severity was 
assessed by using the 
National Institutes of Health 
Stroke Scale (NIHSS) [9]; all 
included patients had a 
NIHSS score from 2 to 23, 
ranging from mild to severe 
neurological impairment. We 
defined neurological 
improvement as a decrease 
in NIHSS score by ≥ 4 points 
during in-hospital stay [10]. 
Clinical and neuroimaging 
data were blinded to the 
results of chemokines array.  

In all cases, plasma was 
immediately separated by 
centrifugation at 1,500 g for 
15 min at 4ºC and stored at -
80ºC until use.  

The local ethical committee 
approved both studies (i.e., 
human brain tissue and blood 
sampling), and written 
consent was obtained from all 
patients or relatives in 
accordance with the Helsinki 
declaration. 

Immuno-laser microdissection 

Frozen brain samples were 
embedded in Tissue-Tek 
OCT (Sakura Finetek Europe, 
The Netherlands) and 10 µm-
thick sections were cut using 
a cryostat (Leica CM3050 S; 
Leica Microsystems, 
Germany). Sections were 
mounted on 2 µm PEN-
membrane slides 
(MicroDissect GmbH, 
Germany) and stored at -
80°C. Neurons were stained 
using a mouse anti-NeuN 
antibody (1:50; Chemicon, 
USA) and brain microvessels 
were stained using Ulex 
europeaus Agglutinin I (UEA 
I) lectin (1:20; Sigma-Aldrich, 
U.S.A.) following the 
procedure as previously 
described [11]. 

Laser microdissection (LMD) 
was performed on a 
LMD6000 microscope 
(Leica). Cells were dissected T
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into dry 0.2 mL tube caps at a power of 41 – 
45 KW and a speed of 14 ns using a 20x 
objective. Approximate total areas of 
2,000,000 µm2 of each cell type (5,000 – 
7,000 cells) were pooled from several 
dissections from both infarct and contralateral 
brain tissue. Cells were recovered in 140 µL 
of cold lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.6, 
150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.05% Brij-35, 
0.02% NaN3 and 1% Triton X-100) containing 
protease inhibitors (1 mM PMSF and 7 µg/mL 
aprotinin), vortexed for 5 min, centrifuged at 
12,000 g for 10 min at 4ºC and stored at -
80ºC until use. Total protein content of the 
samples was determined by bicinchoninic 
acid assay (microBCA, Pierce, USA), yielding 
on average 83.6 µg/mL.   

Multiplexed SearchLight® chemokines protein 
array 

A multiplexed sandwich ELISA (SearchLight® 
Human Chemokine Array, Aushon 
Biosystems, USA) was used for the 
simultaneous quantitative measurement of 9 
chemokines in both LMD-cells and plasma 
samples: CC or β-chemokines (I-309/CCL1, 
MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3, MIP-1β/CCL4, 
RANTES/CCL5, Eotaxin/CCL11, 
TARC/CCL17 and MDC/CCL22) and CXC or 
α-chemokines (IL-8/CXCL8). The 
chemiluminescent signal detected with a 
cooled CCD camera (Pierce, USA) was 
analyzed with ArrayVision 8.0 software 
(Imaging Research, USA). The sensitivity 
limit for each molecule was: CCL1 (0.8 
pg/mL), CCL2 (0.8 pg/mL), CCL3 (3.1 
pg/mL), CCL4 (0.8 pg/mL), CCL5 (0.4 
pg/mL), CCL11 (0.5 pg/mL), CCL17 (0.4 
pg/mL), CCL22 (0.2 pg/mL) and CXCL8 (0.2 
pg/mL) as provided by the manufacturer. For 
LMD-samples, all values below the limit of 
detection were assigned with the 
corresponding limit value. 

Manufacturer’s instructions were followed and 
the assay was conducted in a blinded 
manner. LMD and plasma samples (with 
exception of temporal profiles) were assayed 
twice and the mean value of both 
measurements was given. For LMD-cell 
samples the resulting chemokine protein 
concentration was finally corrected by the 

total protein content and values are given as 
pg /mg. Plasma results were expressed as 
pg/mL.   

Statistical analyses 

Whole analysis was performed with SPSS 
15.0 software (SPSS Inc, USA).  

Shapiro-Wilk test was used to define normally 
distributed variables (p>0.05), due to small 
sample sizes. Normal distribution was 
analyzed by Students’ t test or ANOVA and 
means and SD values were given. Different 
time points of temporal profiles were 
compared by ANOVA of repeated measures 
and paired-t test, while correlations with other 
continuous variables were assessed by 
Pearson test.  

Non-normal distribution was assessed by 
Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis tests and 
medians and interquartile ranges (IQR) were 
reported. Temporal profiles were compared 
by Friedman and Wilcoxon tests and 
correlations were analyzed by Spearman test. 

Pearson chi-squared test was used to 
compare categorical variables.  

In all cases, a p-value < 0.05 was considered 
statistically significant at a 95% confidence 
level.  

For sample size and statistical power 
calculation we compared medians by using 
Ene 3.0 free software (GlaxoSmithKline S.A., 
Spain; http://sct.uab.cat/estadistica/es). 
 
Results 
Chemokines in human brain after stroke 

From the nine chemokines assayed, CCL3, 
CCL4 and CCL17 were not detected in LMD-
cell samples. Among the 6 studied 
chemokines, CCL1 and CCL2 were found at 
higher levels in neurons than in blood vessels 
(p=0.029 in both cases), without differences 
between infarcted and contralateral areas. 
Interestingly, CCL5 was decreased within the 
vessels and CCL22 within the neurons of the 
infarcted tissue (both cases with a p=0.057) 
(Figure 1).  

 



 

 

Figure 1. Chemokines levels in human brain microdissected -samples. Results of 6 
chemokines are given in pg/mg of total protein for both neurons and blood vessels. Box-plots 
represent median and interquartile range. White boxes correspond to contralateral area (CL) 
and grey boxes correspond to infarcted area (IC). * p<0.05.  

 

Blood detection of chemokines after stroke 

All 9 chemokines were detected in plasma 
samples of ischemic stroke patients. No 
differences regarding demographic and 
clinical data were found between both studied 
cohorts as shown in Supplementary Table 2.   

We explored the temporal profile of the 
circulating levels of these chemokines in a 
non-rt-PA treated cohort in order to avoid a 
possible influence in concentration due to 
thrombolytic treatment. Most chemokines 
showed stable circulating levels throughout 
time. As an exception, CCL22 levels 
presented a significant decrease during the 
acute phase (p=0.004) and a peak 7 days 
after the event (p=0.01) (Figure 2). This 
reduction on CCL22 levels within the first 
days after stroke was negatively correlated 
with stroke severity at different time points: 
the lower the CCL22 levels, the higher the 
NIHSS score. Similar negative correlations 
with stroke severity were found for CCL2 and 
CCL17 as well (Table 2).  

Chemokines and stroke outcome 

In view of these associations with 
neurological severity, we studied the 
plausible role of these chemokines as early 

outcome biomarkers in the hyperacute phase 
of stroke.  

Only CCL3 showed a trend to be higher in 
those patients who improved within 24 h 
(p=0.098) (Table 3). None of the chemokines 
that showed a negative correlation with stroke 
severity were found associated with early 
outcome in rt-PA treated patients. 
Calculations of the sample size needed to 
achieve statistical significant association at an 
80% of power revealed large number of 
patients in each outcome group (Table 3).   

Discussion  
Extensive research regarding the role of 
chemokines in both physiological and 
pathological states of the central nervous 
system has been published and reviewed. 
Although some chemokines are constitutively 
expressed at low level in the brain in order to 
maintain homeostasis (like 
Fractalkine/CX3CL1 in neurons or CXCL12 in 
astrocytes), their expression is mainly 
induced after brain injury in resident cells, 
activated local cells and infiltrated leukocytes 
leading to an inflammatory state that could be 
either detrimental or beneficial [12]. The more 
remarkable chemokines that have been 
described in pathological states include CCL2 
- 5 and CXCL8 [13].  



 

 

Figure 2.  Chemokines temporal profiles in plasma samples from ischemic stroke patients.  Results 
are given in pg/mL, from admission (Adm.) to day 90 after the event. Box-plots represent median and 
interquartile range; error bars represent mean ± SD. * p<0.05, ** p≤0.01.  

Table 2. Correlations between blood levels of chemokines and severity of stroke.  

 

Chemokine NIHSS Adm. NIHSS 1d NIHSS 3d NIHSS 5d NIHSS 7d 
CCL1 Adm. R= -0.168; p=0.478 R= -0.020; p=0.932 R= -0.092; p=0.701 R= 0.065; p=0.790 R= 0.041; p=0.867 
CCL1 1d R= -0.116; p=0.635 R= -0.108; p=0.660 R= -0.165; p=0.500 R= -0.301; p=0.224 R= -0.276; p=0.268 
CCL1 3d R= 0.359; p=0.132 R= 0.143; p=0.560 R= 0.293; p=0.224 R= 0.103; p=0.685 R= 0.146; p=0.563 
CCL1 7d R= -0.224; p=0.357 R= -0.057; p=0.815 R= -0.079; p=0.747 R= -0.103; p=0.676 R= -0.083; p=0.736 

CCL2 Adm. R= -0.271; p=0.248 R= -0.434; p=0.056$ R= -0.339; p=0.143 R= -0.500; p=0.029 R= -0.450; p=0.053$ 
CCL2 1d R= -0.260; p=0.282 R= -0.193; p=0.429 R= -0.399; p=0.091$ R= -0.369; p=0.132 R= -0.297; p=0.232 
CCL2 3d R= -0.222; p=0.360 R= -0.184; p=0.451 R= -0.438; p=0.061$ R= -0.402; p=0.098$ R= -0.343; p=0.163 
CCL2 7d R= -0.104; p=0.671 R= -0.174: p=0.476 R= -0.206; p=0.397 R= -0.214; p=0.380 R= -0.215; p=0.377 

CCL3 Adm. R= 0.056; p=0.815 R= -0.106; p=0.656 R= 0.077; p=0.747 R= -0.064; p=0.795 R= -0.042; p=0.863 
CCL3 1d R= -0.001; p=0.997 R= -0.227; p=0.350 R= -0.194; p=0.426 R= -0.355; p=0.148 R= -0.325; p=0.188 
CCL3 3d R= -0.034; p=0.890 R= 0.003; p=0.990 R= 0.181; p=0.457 R= 0.131; p=0.604 R= 0.188; p=0.455 
CCL3 7d R= -0.012; p=0.960 R= -0.039; p=0.874 R= -0.133; p=0.586 R= -0.205; p=0.400 R= -0.231; p=0.341 

CCL4 Adm. R= 0.012; p=0.959 R= -0.108; p=0.649 R= -0.007; p=0.977 R= -0.075; p=0.762 R= -0.055; p=0.823 
CCL4 1d R= 0.108; p=0.660 R= -0.067; p=0.785 R= -0.020; p=0.934 R= -0.023; p=0.928 R= -0.025; p=0.921 
CCL4 3d R= -0.099; p=0.687 R= -0.135; p=0.581 R= 0.135; p=0.581 R= 0.276; p=0.268 R= 0.297; p=0.232 
CCL4 7d R= -0.087; p=0.723 R= -0.252; p=0.298 R= -0.114; p=0.642 R= -0.145; p=0.553 R= -0.195; p=0.425 

CCL5 Adm. R= 0.239; p=0.310 R= 0.138; p=0.561 R= 0.201; p=0.396 R= 0.006; p=0.981 R= 0.014; p=0.955 
CCL5 1d R= 0.321; p=0.180 R= 0.070; p=0.776 R= 0.244; p=0.314 R=0.112; p=0.657 R= 0.165; p=0.512 
CCL5 3d R = 0.584; p=0.009 R= 0.423; p=0.071$ R= 0.334; p=0.163 R= 0.188; p=0.456 R= 0.183; p=0.467 
CCL5 7d R= 0.356; p=0.135 R=0.385; p=0.104 R= 0.281; p=0.244 R=0.183; p=0.454 R= 0.188; p=0.441 

CCL11 Adm. R= 0.083; p=0.726 R= -0.118; p=0.620 R= -0.130; p=0.585 R= -0.095; p=0.699 R= -0.043; p=0.862 
CCL11 1d R= 0.262; p=0.279 R= 0.255; p=0.293 R= 0.084; p=0.732 R= 0.316; p=0.202 R=0.308; p=0.214 
CCL11 3d R= 0.147; p=0.548 R= 0.012; p=0.961 R= 0.002; p=0.994 R= 0.021; p=0.935 R= -0.014; p=0.955 
CCL11 7d R= -0.035; p=0.886 R= -0.095; p=0.700 R= -0.110; p=0.654 R= -0.147; p=0.549 R= -0.153; p=0.532 

CCL17 Adm. R=-0.286; p=0.221 R= -0.451; p=0.046 R= -0.311; p=0.183 R= -0.281; p=0.244 R= -0.266; p=0.272 
CCL17 1d R= -0.441; p=0.059$ R= -0.510; p=0.026 R= -0.534; p=0.019 R= -0.476; p=0.046 R= -0.466; p=0.051$ 
CCL17 3d R= 0.273; p=0.259 R= 0.075; p=0.761 R= 0.080; p=0.744 R= -0.046; p=0.856 R= -0.057; p=0.822 
CCL17 7d R= 0.287; p=0.234 R= 0.262; p=0.279 R= 0.283; p=0.241 R= 0.260; p=0.282 R= 0.242; p=0.318 

CCL22 Adm. R= -0.074; p=0.755 R= -0.208; p=0.380 R= -0.054; p=0.820 R= -0.075; p=0.761 R= -0.077; p=0.753 
CCL22 1d R= -0.335; p=0.161 R= -0.576; p=0.010 R= -0.562; p=0.012 R= -0.522; p=0.026 R= -0.532; p= 0.023 
CCL22 3d R= -0.486; p=0.035 R= -0.676; p=0.001 R= -0.694; p=0.001 R= -0.587; p=0.010 R= -0.561; p=0.015 
CCL22 7d R= -0.142; p=0.561 R= -0.192; p=0.432 R= -0.065; p=0.791 R= -0.070; p=0.775 R= -0.128; p=0.603 

CXCL8 Adm. R= 0.115; p=0.631 R= 0.022; p=0.927 R=0.216; p=0.361 R= 0.057; p=0.818 R=0.114; p=0.642 
CXCL8 1d R= 0.060; p=0.808 R= -0.062; p=0.802 R= -0.133; p=0.588 R= -0.139; p=0.582 R= -0.123; p=0.626 
CXCL8 3d R= -0.164; p=0.502 R= -0.123; p=0.615 R= -0.036; p=0.883 R= 0.009; p=0.971 R= 0.017; p=0.945 
CXCL8 7d R= 0.555; p=0.014 R= 0.292; p=0.226 R= 0.439; p=0.060$ R= 0.257; p=0.288 R= 0.249; p=0.303 

Correlation coefficients (R) and p-values are given for each comparison. Significant correlations were in bold; $ 

stands for statistical trend (p<0.1). Adm.: at admission; NIHSS: National Institutes of Health stroke scale. 

 
 



 

 

In the context of cerebral ischemia it has 
been hypothesized an inter-relationship 
between the different components of the 
neurovascular unit that contribute to the post-
ischemic inflammatory state [5].  However, as 
far as we know, the study of inflammation in 
ischemic brains has been performed mainly 
in a local context, by studying individual 
components of the neurovascular unit, as 
neurons and endothelial cells, in cell cultures 
from immortalized human cell lines. Some in 
vivo models, usually performed in rodents, 
have been used as well, although they 
manifest differences in the immune system 
with regards to a more specialized defense in 
humans [14,15].  

Here, we presented our results of the levels 
of chemokines in individual neurons and brain 
vessels but isolated by LMD from a global 
context as can be human brains that suffered 
an ischemic event. Moreover, the method 
presented here couples contact-free LMD to 
the immunofluorescence detection of the cells 
of interest in fresh-frozen tissues, thus 
granting the obtaining of pure populations of 
individual cells and good-quality proteins for 
further analyses. In this way, LMD allows a 
semi-quantitative measurement of the 
chemokines content in these isolated 
microvessels and neurons instead of a simple 
qualitative histological comparison between 
brain areas.  

Although being an important part of the 
neurovascular unit, as a connector between 
vessels and neurons and having a role in 
neuroinflammation, we did not microdissected 
astrocytes or other glial cells in that study. 
Their complex shape, with cell bodies and 
processes, make difficult their pure isolation 
from the whole parenchyma of human brain 
pieces and therefore the measurement of 
chemokines’ expression might be 
overestimated.  

The use of an antibodies array combining 
different components of the chemokine family 
of proteins has allowed us to assess the 
levels of nine chemokines both in brain and in 
blood at the same time in the same cohort of 
patients. This array included some CC 
chemokines that, at least to our knowledge, 

have never been studied in cerebral ischemia, 
such as CCL1, CCL17 or CCL22, together 
with more studied chemokines in this field as 
CCL2.  

CCL22 was underexpressed in the infarct 
core of damaged tissue after cerebral 
ischemia and it showed a reduction in the 
circulating levels 24h after stroke symptoms 
onset. Moreover, lower circulating levels were 
associated with sustained stroke severity. 
Altogether, these results seemed to indicate 
that a decrease in the expression of CCL22 is 
related to poor outcome in stroke patients. On 
the other hand, CCL17 was not detected in 
LMD-cells but it showed a similar association 
regarding to low circulating levels and stroke 
severity. Interestingly, both CCL17 and 
CCL22 co-localize in the same chromosomal 
loci, are similar in their sequence and share 
CCR4 as a receptor [16]. CCR4 is expressed 
in leukocytes of the Th2 type, thus being 
CCL17 and CCL22 amplifiers of the immune 
response of type II [17]. A systemic shift of 
the immune system towards anti-inflammatory 
type II response has been described in the 
post-acute phase of cerebral ischemia [18]. 
This anti-inflammatory state leads to 
immunodepression that could be a protective 
adaptive reaction to suppress the aggressive 
Th1 response to brain antigen exposure to 
the immune system, thus being beneficial, 
although increasing the risk of detrimental 
secondary infections [19,20]. In that context, 
the modulation of the immune system by the 
use of monoclonal antibodies could be of 
interest in stroke as well as in other diseases 
with an inflammatory background [reviewed in 
21].  

Our results showed a very faint power for 
CCL17 and CCL22 to discriminate those 
patients who will improve within the first 24 – 
48 hours after stroke, thus not seeming 
plausible prognostic biomarkers in the 
hyperacute phase of stroke, when the patient 
arrives to the hospital and quick decision-
making is needed in order to start a more 
exhaustive management to avoid secondary 
complications. 

However, the results of our study might 
inspire new lines of investigation around the 



 

 

modulation of CCL17 and/or CCL22 or even 
CCR4.  

Our study stands with several limitations. We 
cannot dismiss the possible presence of 
some astrocyte end-feet in our vessel 
samples, as in brain their interrelationship 
form the tight blood-brain-barrier. Regarding 
blood samples, we could not study the 
relationship of chemokines with neurological 
outcome in the MISTIC cohort due to the 
limited number of worsening/improvement 
cases. Moreover, the sample size used for 
the study in the hyperacute phase is relatively 
small, but the sample size calculations 
showed very large number of samples for 
most of the studied chemokines to get any 
significant results. Further studies are needed 
to answer if CCL17 or CCL22 could have a 
role as outcome biomarkers at some later 
point than hyperacute phase. Other 
chemokines not included in SearchLight® 
array might be of interest in stroke field, as 
some of them that has not been studied in 
human stroke (CCL7, CCL9, and CXCL2). 
Novel multiplexed immunoassays based on 
fluorescently encoded microspheres might 
increase the screening of circulating 
inflammatory molecules in stroke patients 
while using very few amount of sample [22]. 
 
Conclusions 
In conclusion, we described the presence of 
some chemokines in neurons and brain blood 

vessels and how these chemokines behave in 
plasma following ischemic stroke. The results 
found depending on the patients’ cohort seem 
to indicate a different role for these 
chemokines along time with regards to 
neurological state. On the other hand, the 
studied chemokines does not seem of interest 
as outcome biomarkers, at least in the 
hyperacute phase. Further investigation is 
needed to assess if chemokines could be 
therapeutic targets to modulate 
neuroinflammation after ischemic stroke. 
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Neurological improvement at 24h Statistical power 
Chemokine 
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Table 3. Chemokines plasma levels and neurological improvement in the acute phase of stroke. 

Neurological improvement considered as a decrease of 4 or more points in NIHSS score from admission to 24 hours 
(identical results were obtained for improvement at 48 hours; data not shown). All chemokine values are given as 
pg/mL. $ stands for statistical trend (p<0.1). Statistical power calculations based on the results obtained for 
improvement at 24 hours; sample size needed in each group (improvement and no-improvement) to reach statistical 
significance at an 80% of power.       CCL5 values were over the corresponding curve in this plate (non-available 
(NA) results). NIHSS: National Institutes of Health stroke scale. 
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•Chemokines have a dual role in 

neuroinflammation: protective and 

detrimental.  

•Their association with the 

pathophysiology of stroke is not clear.

•LMD combined with an antibodies array 

has allowed us to study chemokines in the 

NVU.

•CCL17 and CCL22 are associated with 

severity, but are not useful as outcome 

biomarkers

•Therapeutical immunomodulation seem 

promising although further studies are 

needed.
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IV. Immuno-laser microdissection coupled to label-free proteomics for the analysis 
of human brain cells after cerebral ischemia.  
(Póster presentado en European SummerSchool “Advanced Proteomics”, Brixen, Italia, Agosto de 2013) 
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V. Artículo: Role of beta-defensin-2 and interleukin-4 receptor as stroke outcome 

biomarkers 

(Journal of Neurochemistry, 2014, doi: 10.1111/jnc.12649)
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Abstract 
Acute ischemic stroke is a complex disease with 
huge interindividual evolution variability that makes 
challenging the prediction of an adverse outcome. 
Our aim was to study the association of 
bloodstream signatures to early neurological 
outcome after stroke, by combining a sub-pooling of 
samples strategy with protein array discovery 
approach. 
Plasma samples from 36 acute stroke patients 
(<4.5h from onset) were equally pooled within 
outcome groups: worsening, stability and 
improvement (n=3 pools of 4 patients each, for each 
outcome group). These 9 pools were screened 
using a 177 antibodies library and 35 proteins were 
found altered regarding outcome classification 
(p<0.1). Processes of inflammation, immune 
response, coagulation and apoptosis were regulated 

by these proteins. Ten representative candidates, 
mainly cytokines and chemokines, were assayed 
for replication in individual baseline plasma 
samples from 80 new stroke patients: β-defensin-
2 (BD-2), MIP-3b, PAI-1 active, BCA-1, Exodus-
2, interleukin-4 receptor (IL-4R), IL-12p40, LIF, 
MIP-1b and TWEAK. Multivariate logistic 
regression analysis showed BD-2 (ORadj 4.87 
[1.13-20.91] p=0.033) and IL-4R (ORadj 3.52 
[1.03-12.08] p=0.045) as independent predictors 
of worsening at 24h after adjustment by clinical 
variables. Both biomarkers improve the prediction 
by 19% as compared to clinical information, 
suggesting a potential role for risk stratification in 
acute thrombolysed stroke patients. 
 
Keywords : biomarkers, cerebral ischemia, 
immune response, outcome, prognosis, stroke  
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Stroke is the second cause of death and one 

of the main causes of disability worldwide 

(Roger V.L., 2012). Early neurological 

deterioration (END) is an important concern 

during acute stroke management and in 

some series it occurs up to 40% (Lin L.C., 

2012; Arenillas J.F., 2002). Although there is 

not an international consensus about END, 

one consistently used definition is the 

increase of 4 or more points in the National 

Institutes of Health stroke scale (NIHSS) 

within the first 48-72 hours (Alawneh J.A., 

2009). Several causes of complication such 

as hemorrhagic transformation, arterial 

reocclusions or malignant edema, may 

appear in the first hours after stroke 

contributing to END. Although nowadays 

there does not exist a specific therapeutic 

treatment to solve neurological deterioration, 

the admission of stroke patients into 

specialized stroke units have demonstrated to 

prevent END and thus to reduce the rate of 

poor outcome after ischemic stroke (Roquer 

J., 2008). Therefore the prediction of END is 

one of the challenges in stroke, as an 

accurate identification of patients more prone 

to worsen might help to optimize the 

admission to the scarce stroke units.  

Some acute neuroimaging factors have been 

associated with END, such as hypodensity or 

hyperdense middle cerebral artery sign on 

computerized tomography or large diffusion 

weighted image in magnetic resonance 

(Alawneh J.A., 2009). As neuroimaging 

techniques are not broadly accessible, the 

use of blood biomarkers could be a more 

feasible option. For that proposal, the 

exploration of molecules which could 

anticipate the development of END is 

becoming increasingly popular. Some 

candidates have been explored in that 

context, such as interleukin-6 (IL-6) (Vila N., 

2000) or b-type natriuretic peptide (Montaner 

J., 2012), although their added value to 

clinical prognostic models is still unclear 

(Montaner J., 2012; Whiteley W., 2009).  

The complexity of blood and the 

interindividual variability make difficult to 

validate differential protein expression to 

distinguish among disease stages. In order to 

obtain a common signature of protein 

changes which are associated to a specific 

stage, pooled-blood samples are being 

employed in other diseases (Ernoult E., 2010; 

Fragnoud R., 2012) and are recommended 

for high throughput proteomics (Barker P.E., 

2006). Moreover multiple sub-pools, which 

are generated by random distribution of 

individual samples, can be performed in order 

to estimate variation within population (Karp 

N.A., 2009). 

In order to go in depth in the physiopathology 

of ischemic stroke we performed the first 

exploratory study of the plasma proteome by 

screening an antibodies library with a sub-

pooled samples approach. Nowadays there is 

an assortment of different antibodies libraries 

in multiplexed arrays available in the market 

that allow the study of hundreds of proteins 

involved in different pathways while using few 

amount of patients’ samples. We have used 

the SearchLight® library, which included 177 

antibodies covering the exploration of several 

cellular processes in a multiplex ELISA-based 

manner. 

We aimed to discover a common signature of 

protein expression changes for those patients 

who have an early poor outcome after stroke. 

Furthermore, after replication of our results in 
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Figure 1. Schematic design of the 
discovery phase. 
Each pool was prepared with 4 
individual plasma samples from 
ischemic stroke patients with similar 
clinical characteristics. Three 
different pools were screened for 
each outcome group (worsening, 
stability, improvement) in 177 
antibodies from Searchlight® 
multiple ELISA library. Median and 
IQR were given for age and NIHSS 
score at admission and at 
discharge. 

individual stroke samples, we assessed the 

added value of our biomarker candidates to 

clinical predictive models by means of 

comparative statistical metrics such as 

Integrated Discrimination Improvement (IDI) 

and Net Reclassification Improvement (NRI) 

indexes.  

Materials and Methods 

Patients and protocol 

We recruited patients who were admitted to 

the emergency department of the Vall 

d’Hebron University Hospital (Barcelona, 

Spain) from 2004 to 2010 with an acute 

ischemic stroke within the first 4.5 hours after 

symptoms onset. This large cohort of 395 

patients was used to select candidates for the 

different phases of derivation and replication 

of this study. Stroke diagnosis was performed 

based on a standardized protocol of clinical 

and neuroradiological assessments as 

previously described by our group (Mendioroz 

M., 2011). All patients received intravenous 

recombinant tissue-plasminogen activator (rt-

PA) in a standard 0.9 mg/Kg dose (10% 

bolus, 90% continuous infusion during 1h). 

Stroke severity was assessed by using 

NIHSS (Brott T., 2000). We defined 

neurological improvement as a decrease in 

NIHSS score by 4 or more points, 

neurological stability as changes in NIHSS 

score of 3 or less points and neurological 

deterioration as death or an increase in 

NIHSS score by 4 or more points at 24 h or 

48 h (Brott T.G., 1992). Clinical data was 

blinded to biomarker measurement.  

Before administration of any treatment, 

peripheral blood samples were drawn from 

each patient in EDTA collection tubes. 

Plasma was immediately separated by 

centrifugation at 1500 g for 15 min at 4ºC and 

was stored at -80ºC until use. 

The local ethical committee approved the 

study and written consent was obtained from 

all patients or relatives in accordance with the 

Helsinki declaration. 

Discovery phase 

Pooling strategy 

A scheme of our technical approach is shown 

in Fig 1. From our cohort, we randomly 

selected 36 ischemic stroke patients to 

perform pooled plasma samples of each 

outcome group, which were balanced 

according to age, gender, NIHSS score at 

admission and etiology subtype. Individual 

plasma samples were ice-thawed and equal 

volumes (0.5 mL) of 4 different samples from 
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patients with similar clinical characteristics 

were mixed by agitation during 2 hours at 4ºC 

in order to obtain a pool. In total 9 pools were 

prepared for analysis, including 3 pools for 

each outcome group:  

1. Worsening: patients with neurological 

deterioration during in-hospital stay. 

2. Stability: patients without changes in 

neurological state during in-hospital 

stay. 

3. Improvement: patients with 

neurological improvement during in-

hospital stay. 

 

Screening by multiplexed SearchLight® 

antibodies array library 

A library of 177 anti-human antibodies was 

screened with multiplexed sandwich-ELISAs 

from SearchLight® platform (Aushon 

BioSystems). We screened the complete 

library, with all the antibodies that the 

company offers in a multiplex system, which 

is based on chemiluminiscent detection of 

molecules whose respective capture-

antibodies were combined in 96-well plates. 

The molecules which are included in the 

library represent different biological 

processes from gene ontology pathways 

(Supporting Information Table I).  

Replication study 

Representative biomarkers were selected by 

their illustration of the discovery phase 

findings regarding biological processes, the 

possibility of being combined in multiplexed 

ELISA and/or their statistical significance. 

Ten candidates were combined in 

SearchLight® custom-arrays, including β-

defensin 2 (BD-2), plasminogen activator 

inhibitor 1 (PAI-1) active-form, macrophage 

inflammatory protein (MIP) 3b, MIP-1b, β cell-

attracting chemokine 1 (BCA-1), exodus-2, 

interleukin (IL) 4 receptor (IL-4R) and IL-

12p40 and leukemia inhibitor factor (LIF). 

Tumor necrosis factor-related weak inducer of 

apoptosis (TWEAK) was analyzed by a single 

ELISA commercial kit (eBioscience).  

These candidates were tested in individual 

plasma samples from 80 new stroke patients 

fulfilling similar inclusion criteria than the 

derivation cohort. To achieve enough 

statistical power in the comparison among 

outcome groups, patients who worsened were 

first randomly selected from our cohort and 

afterward groups of patients who remained 

stable or improved were balanced in 

accordance to clinical variables.  

In both phases (discovery and replication) 

biomarker results were blinded to clinical 

data. Each sample was assayed twice and 

the mean value was used, removing those 

results with either the intrassay coefficient of 

variation (CV) or interassay CV higher than 

30%.  

Statistical analysis 

SPSS statistical package 15.0 was used, 

unless contrary is stated.  

Normality for continuous biomarker levels or 

clinical variables was assessed by Shapiro-

Wilk test for the Discovery phase and 

Kolmogorov-Smirnov test for the Replication 

study. Those normally distributed variables 

(p>0.05) were analyzed by Student’s t test or 

ANOVA and mean and SD values are given 

whereas for variables with non-normal 

distribution Mann–Whitney U or Kruskal–
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Figure 2. General proteome 
changes according to 
neurological stroke outcome. 
Results of the 9 pooled-plasma 
samples screened in 
SearchLight® library. Thirty-five 
proteins were found altered 
(p<0.1) when outcome groups 
were statistically compared. 
Pathways and cellular processes 
based on gene ontologies 
classification are detailed. 
 

Wallis test were used and median and 

interquartile range (IQR) are reported.  

In the univariate analysis, intergroup 

differences were assessed by Pearson chi-

squared test for categorical variables. Cut-off 

points with the optimal accuracy (both 

sensitivity and specificity) to predict outcome 

were obtained from receiver operator 

characteristic (ROC) curves for each 

individual biomarker. To build predictive 

models, all clinical variables which were 

associated with outcome at p<0.1 in the 

univariate analysis were included in a forward 

stepwise multivariate logistic regression 

analysis. For those independent variables, 

odds ratio (ORadj) and 95% confidence 

interval (CI) were adjusted by NIHSS at 

admission, age and sex. Afterward 

biomarkers alone or in combination were 

added by Enter method to clinical models.  

The areas under the ROC curve (AUC) from 

models that include biomarkers were 

compared with AUC from only clinical model 

by DeLong’s method (DeLong E.R., 1988) 

with MedCalc 12.4 software. Using R 

software (Hmisc and PredictABEL packages), 

net reclassification improvement (NRI) and 

integrated discrimination improvement (IDI) 

indexes were calculated to assess the added 

value of the biomarkers to the clinical 

predictive model (Pencina M.J., 2008; 

Pickering J.W., 2012). In the case of NRI test, 

pre-specified clinically relevant thresholds of 

predicted risk (≤10% and >90%) were used to 

calculate reclassification of patients into risk 

outcome groups (Whiteley W., 2012). 

In all cases a p≤0.05 was considered 

significant at a 95% confidence level. 

Results 

Discovery phase: proteome screening 

Nine pooled-plasma samples from stroke 

patients who worsened, remained stable or 

improved during in-hospital stay were 

screened in a 177 antibodies library 

(Supporting Information Table I). A schematic 

view of the design of the study and clinical 

data which corresponds to the whole 

derivation cohort (N=36) is shown (Fig 1). No 

difference was found for age neither for 

NIHSS at admission regarding outcome. 

From 177 analyzed proteins, 12 proteins were 

non-detectable in our pooled-plasma 

samples. In total, 35 proteins were found to 

be altered (p<0.1) regarding outcome 

classification. Inflammation and immune 

response were the main modified pathways, 

with changes in the expression of 

chemokines, cytokines and their receptors, as 

well as other cellular and systemic processes 

(Fig 2). From these 35 proteins, 29 were 

associated with worsening (such as 

metalloproteinases, several components of 

the MIP family…), being either elevated in 
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List of 35 proteins that were found associated (p<0.1) to outcome in at least one analysis (worsening vs. 
stability/improvement or improvement vs. stability/worsening). Those normally distributed proteins were expressed as 
mean ± SD and those non-normally distributed proteins were described as median (IQR). Statistically significant 
differences are expressed as bold p-value; n.a.: non-associated (p>0.1).  
 

  Worsening Improvement 

Biomarker Yes No p-value Yes No p-value 

Apo A-1 (µg/mL) 201.7 ± 56.4 303.2 ± 37.2 0.013 299.6 ±33.3 254.2 ± 74.2 n.a. 

BCA-1 (pg/mL) 44.8 ± 22.1 34.7 ± 15.0 n.a. 23.3 ± 7.4 45.4 ± 15.6 0.058 

BD-2 (ng/mL) 1.9 ± 0.6 1.0 ± 0.4 0.043 1.2 ± 0.5 1.3 ± 0.8 n.a. 

C-peptide  (ng/mL) 2.0 ± 0.4 1.8 ± 0.6 n.a. 2.3 ± 0.4 1.7 ± 0.5 0.095 

D-dimer (µg/mL) 320.5 (228.1-412.9) 73.7 (59.6-122.5) 0.046 69.2 (61.0-73.7) 125.3 (122.5-228.1) n.a. 

Eotaxin-2 (pg/mL) 188. 6 ± 68.6 125.3 ± 34.9 0.099 116.1 ± 45.1 161.6 ± 55.3 n.a. 

Exodus-2 (pg/mL) 74.1 ± 12.1 51.9 ± 8.8 0.038 43.7 ± 8.4 64.0 ± 11.2 0.073 

Fibrinogen (mg/mL) 18.6 ± 5.2 7.5 ± 2.1 0.056 6.6 ± 0.9 13.5 ±6.7 n.a. 

IL-1R-I (ng/mL) 2.3 ± 0.5 2.2 ± 0.3 n.a. 2.0 ± 0.0 2.3 ± 0.4 0.071 

IL-12p40 (pg/mL) 7.8 (7.3-66.0) 11.0 (4.7-13.4) n.a. 4.7 (2.8-7.8) 12.2 (7.8-22.4) 0.071 

IL-15 (pg/mL) 5.3 (4.7-15.4) 4.6 (3.8-5.4) n.a. 3.8 (3.2-4.5) 5.3 (4.2-6.4) 0.071 

IL-23 (pg/mL) 1436.9 (730.4-1916.6) 41.4 (16.3-47.2) n.a. 16.3 (9.1-31.3) 75.1 (36.5-1436.9) 0.071 

IL-4R (pg/mL) 677.9 ± 104.8 563.0 ± 180.2  n.a. 442.6 ± 115.4 680.7 ± 118.9 0.025 

IL-8 (pg/mL) 11.6 ± 1.9 19.0 ± 5.2 0.055 19.7 ± 4.9 15.0 ± 5.7 n.a. 

ITAC (pg/mL) 32.1 (23.4-49.7) 15.8 (12.4-26.8) n.a. 12.4 (12.0-13.9) 29.4 (16.2-65.0) 0.039 

LIF (pg/mL) 0.8 (0.7-4.2) 0.3 (0.3-0.3) 0.016 0.3 (0.3-0.3) 0.7 (0.3-0.8) 0.088 

MCP-1 (pg/mL) 559.8 (504.7-669.2) 537.0 (480.7-795.7) n.a. 480.7 (458.5-492.7) 673.9 (559.8-795.7) 0.071 

MCP-2 (pg/mL) 11.4 (10.9-18.3) 9.2 (6.6-12.5) n.a. 6.6 (6.5-8.1) 11.9 (10.5-25.2) 0.039 

M-CSF (pg/mL) 58.0 (31.6-61.7) 39.5 (7.3-68.0) n.a. 7.3 (6.2-20.2) 61.7 (45.9-68.0) 0.092 

MIP-1a (pg/mL) 6.4 ± 4.2 5.8 ± 3.9 n.a. 2.8 ± 2.4 7.6 ± 3.3 0.066 

MIP-1b (pg/mL) 65.4 (56.7-100.7) 49.7 (45.0-63.3) n.a. 45.0 (40.1-46.1) 64.3 (52.3-66.7) 0.020 

MIP-3b (pg/mL) 399.6 (350.2-1115.3) 240.7 (178.8-271.3) 0.020 178.8 (178.7-221.7) 288.0 (271.3-399.6) 0.039 

MMP-1 (ng/mL) 8.6 ± 3.1 9.5 ± 5.2 n.a. 5.6 ± 2.8 10.9 ± 4.1 0.089 

MMP-2 (ng/mL) 205.2 ± 23.3 166.6 ± 28.1 0.082 165.5 ± 34.1 186.5 ± 31.1 n.a. 

MMP-7 (ng/mL) 2.0 (1.7-4.5) 1.8 (1.5-2.7) n.a. 1.5 (1.3-1.7) 2.4 (1.8-3.0) 0.071 

OPN (ng/mL) 35.7 ± 6.8 45.2 ± 10.1 n.a. 52.6 ± 7.6 37.0 ± 5.4 0.014 

PAI-1 active (ng/mL) 1.7 ± 1.7 5.0 ± 2.1 0.049 5.4 ± 2.3 3.2 ± 2.4 n.a. 

PAI-1 total (ng/mL) 67.0 (62.0-107.8) 37.1 (32.8-42.0) 0.071 40.5 (36.7-41.3) 62.0 (33.6-93.8) n.a. 

PD-1 (pg/mL) 671.2 (433.8-863.2) 196.7 (172.3-333.3) n.a. 172.3 (156.9-188.2) 356.8 (196.4-671.2) 0.071 

PLGF (pg/mL) 3.1 (3.0-25.8) 3.9 (1.9-4.9) n.a. 1.9 (1.4-2.5) 4.8 (3.1-9.3) 0.071 

Protein C (µg/mL) 2.8 ± 0.6 2.2 ± 0.2 0.062 2.4 ± 0.1 2.4 ± 0.6 n.a. 

P-Selectin (ng/mL) 588.9 ± 189.0 313.2 ± 76.6  0.014 313.8 ± 62.7 450.7 ± 203.7 n.a. 

Resistin (ng/mL) 25.9 ± 5.8 27.1 ± 12.4  n.a. 17.6 ± 3.5 31.3 ± 9.5 0.051 

TRAIL (pg/mL) 59.8 (61.6-60.6) 69.8 (62.1-78.0) 0.071 62.1 (59.1-65.5) 66.1 (59.8-78.0) n.a. 

TWEAK (pg/mL) 1068.7 ± 106.4 881.8 ± 82.0 0.021 830.2 ± 49.9 1001.1 ± 112.1 0.044 

Table 1. Biomarker levels in pooled-plasma samples regarding in-hospital outcome classification  

those patients who worsened or decreased in 

those patients who improved, and only 6 

proteins were associated with improvement 

(Apo A-1, TRAIL, C-peptide, IL-8, PAI-1 

active-form and OPN), conversely (Table 1).  

Replication phase in 10 candidates 

There were no differences in demographic 

characteristics between the derivation (N=36) 

and the replication (N=80) cohorts 

(Supporting Information Table II).  
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Figure 3. Blood level of biomarker candidates 
regarding in-hospital outcome. 
Graphs represent baseline biomarkers levels in relation to 
worsening at 24h (3A and 3C) and 48h (3B and 3D) from 
stroke symptoms onset (N=80 patients). Box-plot 
represents median and interquartile range, with 
overlapping dot-plot to show the distribution of the values 

Figure  4. Blood level of biomarker candidates 
depending on time to treatment and outcome. 
Graphs represent baseline biomarkers levels in relation to 
time from symptoms onset to rt-PA treatment, differentiating 
between patients who worsened (grey) or not (white) at 24h. 
Box-plot represents median and interquartile range, with 
overlapping dot-plot to show the distribution of the values.  
 

Our ten selected proteins were mainly 

cytokines and chemokines which were 

associated with worsening: BD-2, MIP-3b, 

BCA-1, exodus-2, IL-4R, IL-12p40, LIF, MIP-

1b and TWEAK. Nevertheless PAI-1 active-

form was associated with improvement in the 

discovery phase. Results from MIP-3b and 

PAI-1 active-form were excluded from further 

analysis because high CV interassay. 

We have explored the influence of several 

clinical factors on the level of our candidate 

biomarkers, without substantial findings 

(Supporting Information Table III). Regarding 

outcome, BD-2 and IL-4R levels were 

elevated in those patients who worsened 

within 24h (p=0.046 and p=0.062, 

respectively) and 48h after stroke symptoms 

onset (p=0.041 and p=0.031, respectively) 

(Fig 3A to D). Interestingly, this association 

with worsening occurs only in those patients 

who received rt-PA earlier (within the first 3 

hours from onset) and had a less established 

infarct (p=0.058 for BD-2 and p=0.024 for IL-

4R) than those patients who received rt-PA 

beyond 3 hours (p=0.399 for BD-2 and 

p=0.909 for IL-4R) (Fig 4A to B).  

New biomarkers for acute stroke prognosis 

In our replication cohort 21.5% of patients 

worsened within 24h and 31.8% of patients 

worsened at 48h, with 40% of worsening due 

to hemorrhagic transformation (that was 

symptomatic in 75% of the cases). Patients 

who worsened were more likely to have 

diabetes mellitus, higher NIHSS at admission  

and to have suffered a previous stroke (Table 

2). A cut-off of 1.15 ng/mL for BD-2 (82% 

sensitivity, 48% specificity) and of 503.40 

pg/mL for IL-4R (53% sensitivity, 72% 

specificity) discriminated between patients 

who worsened or not at 24h. At 48h identical 

cut-off points remained discriminative with 

76% sensitivity, 49% specificity for BD-2 and 

52% sensitivity, 73% specificity for IL-4R. Any 

association was found between BD-2 or IL-4R 

and hemorrhagic transformation as a specific 

cause of worsening (data not shown). 

After including all associated variables into 

the multivariate logistic regression analysis, 

only NIHSS at admission (ORadj 1.10 [95% CI 

1.00-1.22] p=0.050) and diabetes mellitus 
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 Worsening 24h Worsening 48h 
Factors Yes (N=17) No (N=62) p-value  Yes (N=21) No (N=45) p-value  
Age, years   median (IQR)  79.0 (67.0-82.0) 78.0 (72.0-82.0) 0.797 78.0 (67.0-82.0) 78.0 (72.0-82.0) 0.767 
NIHSS at admission   mean ± SD  17.2 ± 5.4 14.7 ± 6.8 0.155 16.9 ± 5.1  13.8 ± 7.0 0.075* 
Previous mRS   median (IQR) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.359 0 (0-0) 0 (0-0) 0.518 
Gender (Male)   % (n) 52.9 (9) 51.6 (32) 0.923 47.6 (10) 60.0 (27) 0.345 
Smokers   % (n) 6.7 (1) 16.7 (10) 0.445 16.7 (3) 11.4 (5) 0.681 
Glucose (mg/dL)    median (IQR) 120.0 (99.0-170.5) 118.0 (94.0-146.0) 0.382 127.5 (97.0-158) 113.5 (88.5-138.0) 0.139 
Arterial hypertension   % (n) 70.6 (12) 66.1 (41) 0.729 76.2 (16) 60.0 (27) 0.199 
Diabetes mellitus   %(n) 47.1 (8) 19.4 (12) 0.029 47.6 (10) 11.1 (5) 0.003 
Dyslipidemia   % (n) 41.2 (7) 29.0 (18) 0.340 38.1 (8) 33.3 (15) 0.705 
Atrial fibrillation   % (n) 35.3 (6) 35.5 (22) 0.988 33.3 (7) 35.6 (16) 0.860 
Ischemic cardiopathy   % (n) 17.6 (3) 22.6 (14) 1.000 14.3 (3) 28.9 (13) 0.197 
Early signs   % (n) 13.3 (2) 12.3 (7) 1.000 21.1 (4) 10.0 (4) 0.416 
Previous stroke   % (n) 23.5 (4) 19.4 (12) 0.738 38.1 (8) 17.8 (8) 0.073* 
Minutes to treatment    mean ± SD 206.8 ± 114.0 175.4 ± 60.4 0.289 192.5 ± 101.6 177.5 ± 68.4 0.489 
Vessel localization   0.297   0.215 
- MCA   % (n) 70.6 (12) 87.1 (54)  76.2 (16) 88.9 (40)  
TOAST   0.203   0.113 
- Atherothrombotic   % (n) 41.2 (7) 19.4 (12)  42.9 (9) 15.6 (7)  
- Cardioembolic   % (n) 41.2 (7) 48.4 (30)  33.3 (7) 53.3 (24)  
- Undetermined   % (n) 11.8 (2) 29.0 (18)  19.0 (4) 26.7 (12)  
BD-2  > 1.15 ng/mL   % (n) 82.4 (14) 51.6 (32) 0.023 76.2 (16) 51.1 (23) 0.054* 
IL-4R > 503.40 pg/mL   % (n) 52.9 (9) 27.9 (17) 0.052* 52.4 (11) 27.3 (12) 0.048 

 

Table 2. Univariate analyses for worsening at 24h and 48h in the replication cohort. 

mRS, modified Rankin scale; TOAST, etiology stroke subtype classification; NIHSS, National Institutes of Health 
Stroke Scale; IQR, interquartile range. Statistically significant differences between groups are expressed as bold p-
value; * stands for statistical trend (p<0.1). 

(ORadj 5.17 [1.47-18.13] p=0.010) were 

clinical independent predictors of worsening 

within the first 24h after symptoms onset. 

When plasma levels above the cut-off for 

both BD-2 (ORadj 4.87 [1.13-20.91] p=0.033) 

or IL-4R (ORadj 3.52 [1.03-12.08] p=0.045) 

were added separately or in combination 

(ORadj 3.81 [1.43-10.14] p=0.008) to the 

clinical predictive model, the discriminative 

power of the predictive model increased from 

an AUC of 0.719 (95% CI 0.606-0.815) to an 

AUC of 0.829 (0.727-0.905) (p=0.056) (Table 

3). Moreover further statistical analyses 

showed how the combination of both 

biomarkers increased significantly the 

discrimination between patients who 

worsened or who did not (IDI index 0.095, 

p=0.033). Regarding patient reclassification 

into higher risk categories, BD-2 alone 

reclassified better both the events and non-

events (NRI index 28.2%, p=0.009) than the 

combination of both biomarkers (NRI index 

19%, p=0.020) (Table 3). Similar results were 

obtained when worsening was assessed at 

48h from stroke symptoms onset, when the 

combination of both BD-2 and IL-4R allow the 

reclassification of 27.5% of patients (p=0.020) 

(Supporting Information Table IV).  

Discussion 

In this study we firstly described the plasma 

protein profile which is associated with early 

neurological outcome after ischemic stroke. 

Furthermore a methodological improvement 

was attempted both technically (by 

introducing the pooling strategy) and 

statistically (by using comparative metrics). 

As a result two new outcome biomarkers (BD-

2 and IL-4R) were discovered. 

We consider the use of pooling strategies 

highly suitable for the discovery of new 

candidates to become biomarkers. Pooling 

reduces the biological variability, as it is 

assumed that the expression in the pooled-

sample averages the expression of the 

individual samples which were contained in 

the pool (Kendziorski C., 2005). Another good 

point of pooling is the reduced costs, both in 
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  Model – Worsening 24h 

 
 Only Clinical Clinical + BD-2 Clinical + IL-4R Clinical + Combination 

BD-2 & IL-4R 

NIHSS admission 1.1 (1.0-1.2), 0.050 1.1 (1.0-1.2), 0.049 1.1 (1.0-1.2), 0.030 1.1 (1.0-1.3), 0.028 

DM 5.2 (1.5-18.1), 0.010 5.1 (1.4-19.3), 0.015 5.2 (1.4-19.3), 0.013 5.4 (1.3-21-3), 0.017 

Age  1.0 (0.9-1.0), 0.690 1.0 (0.9-1.0), 0.882 1.0 (0.9-1.0), 0.834 1.0 (0.9-1.0), 0.991 

Gender (female) 1.5 (0.4-5.0), 0.513 1.1 (0.3-4.1), 0.850 1.4 (0.4-5.0), 0.565 1.1 (0.3-4.2), 0.860 

BD-2 - 4.9 (1.1-21.0), 0.033 - - 

IL-4R - - 3.5 (1.0-12.1), 0.045 - 

Lo
gi

st
ic

 r
eg

re
ss

io
n 

(O
R

 

ad
j) 

BD-2 + IL-4R - - - 3.8 (1.4-10.1), 0.008 

NRI events - 11.8% 11.8% 5.9% 

NRI  

non-events 

- 16.4% 6.5% 13.1% 

NRI - 28.2% (6.9 – 49.4) 18.3% (-0.8 – 37.5) 19% (3.0 – 35.0) 

C
at

eg
or

ic
al

 N
R

I 

p-value Ref. 0.009 0.061* 0.020 

IDI events - 0.046 0.034 0.076 

IDI  

non-events 

- 0.012 0.007 0.019 

IDI - 0.058 (-0.002 – 0.119) 0.041 (-0.024 – 0.106) 0.095 (0.007 – 0.182) 

ID
I s

ta
tis

tic
s 

p-value Ref. 0.059* 0.213 0.033 

AUC 0.719 (0.606-0.815) 0.788 (0.681-0.872) 0.774 (0.665-0.861) 0.829 (0.727-0.905) 

R
O

C
 

cu
rv

es
 

p-value Ref. 0.123 0.299 0.056* 

 

Table 3. Comparison between predictive models with only clinical variables and models including 

biomarkers for worsening at 24h. 

All logistic regression models were adjusted by NIHSS at admission, age and gender; ORadj (95% CI) and p-value 

were given. Biomarkers were added to clinical logistic regression model using cut-off point: BD-2 > 1.15 ng/mL and IL-

4R > 503.40 pg/mL. NRI: Net Reclassification Improvement index (risk categories used: ≤10%, 10-90% and >90%); 

percentage of reclassification given for both events (i.e. patients who worsened at 24h) and non-events and for the 

sum of both (with 95% CI). IDI: Integrated Discrimination Improvement index; index given for both events and non-

events and for the sum of both (with 95% CI). AUC: Area Under the ROC Curve; area with 95%CI given for each 

model. Clinical model always used as reference model to compare. Statistically significant results expressed as bold 

p-values; * statistical trend.  

number of assays and number of biological 

samples. The use of a sub-pooling strategy to 

gain accuracy by including some variability 

within each group (Zhang W., 2007) and the 

replication of the discovery findings in 

individual samples (Sham P., 2002; Walker 

L.C. 2010) contribute to a more desirable 

approach. 

Following this design, we found 35 altered 

proteins which are involved in biological and 

cellular processes with a known role in 

ischemic stroke, such as inflammation, 

apoptosis or the coagulation cascade (Mehta 

S.L., 2007; Jickling G.C., 2011). Some of 

these proteins have been previously 

associated to stroke outcome, confirming the 

validity of our strategy: fibrinogen (del Zoppo 

G.J., 2009), D-dimer (Welsh P., 2009), protein 

C (Mendioroz M., 2009), resistin (Efstathiou 

S.P., 2007), MMP-2 (Montaner J., 2001), 

MCP-1/CCL2 (Worthmann H., 2010) and 

MIP-1a/CCL3 (Zaremba J., 2006). 

We have only detected one protein, OPN, 

which discloses an inversely associated 

relation in our study and in previous literature; 

while we found higher levels in those patients 
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who improved, in a previous study from our 

group OPN was oppositely associated to 

long-term poor prognosis (Mendioroz M., 

2011). Moreover, some molecules that have 

been associated with short-term prognosis in 

our study, such as C-peptide (O’Neill P.A., 

1991), P-selectin (Bath P.M.W., 1998) and IL-

8 (Zeng L., 2013), have been studied in other 

cohorts without any association regarding 

stroke prognosis. Although following different 

approaches, the possibility of false-positive 

results could not be overlooked. On the other 

hand those proteins typically associated to 

poor prognosis, such IL-6 (Smith C.J., 2004) 

and CRP (Montaner J., 2006), were not 

associated in our pooled cohort. This could 

be related to the dilution effect which was 

commented above, a plausible explanation 

since neither IL-6 nor CRP have shown a 

great association with outcome in individual 

studies (Whiteley W., 2009).  

Nonetheless our discovery experiment 

provides a list of interesting candidates which 

have not been previously explored in the 

context of stroke prognosis. From them, we 

chose 10 candidates (BCA-1/CXCL13, BD-2, 

Exodus-2/CCL21, IL-12p40, IL-4R, LIF, MIP-

1b, MIP-3b, PAI-1 active form and TWEAK) 

to be tested in our replication cohort. BD-2 

and IL-4R were found as independent 

predictors of neurological worsening in the 

acute phase of ischemic stroke, within 24 and 

48 hours after symptoms onset, mainly when 

the infarct has not been fully established. 

Human beta-defensins play a role in immune-

inflammatory responses, mainly acting as 

antimicrobial peptides and also as 

chemoattractants. BD-2 is mainly expressed 

in the respiratory tract epithelia, but it can 

also be expressed by monocytes and 

macrophages and, at brain level, by capillary 

endothelial cells and astrocytes. BD-2 

expression is inducible by cytokines, such as 

TNF-a or IL-1b, and bacteria (Schröder J.M., 

1999). Moreover, in vitro and in vivo models 

have shown an increase in expression and 

the release of BD-2 after hypoxic/ischemic 

stimuli (Nickel D., 2012; Liu K.X. 2009). In 

stroke patients, only the copy number variant 

of BD-2 gene (DEFB4) has been studied and 

reflects a higher protein plasma concentration 

in those patients with more gene copies 

(Tiszlavicz Z., 2012). Thus, the higher levels 

of BD-2 which were associated with 

worsening might be reflecting the 

inflammatory state that is produced after 

stroke. 

IL-4 is a multifunctional cytokine which is 

required for the development of Th2 cells and 

thus with anti-inflammatory properties. To 

exert this effect, IL-4 binds to membrane-

bound IL-4R; however, there exists a soluble 

form of IL-4R (mainly produced by MMPs-

mediated proteolysis (Jung T., 1999)) which 

can block or prolong IL-4 effects depending 

on its concentration (Jung T., 1999-2). 

Together with the higher expression of MMPs 

detected in patients who worsened, the 

association of soluble IL-4R with poor 

outcome is also in accordance with the pro-

inflammatory state that is suggested by BD-2.  

We also wanted to prove that, apart from 

being independent predictors, both 

biomarkers add value to clinical information. 

Clinical variables typically associated with 

neurological deterioration are stroke severity 

at admission and age, as non-modifiable 

factors, together with risk factors such as 
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diabetes mellitus or arterial hypertension. The 

clinical variables that were independently 

associated with early worsening in our cohort 

comprise NIHSS at admission and diabetes 

mellitus, after being adjusted by age and 

gender. The deleterious effect of diabetes 

mellitus on stroke outcome has been 

previously observed by several groups, as 

recently reviewed (Desilles J.P., 2013). When 

this clinical model was considered, 

comparison of AUCs showed how BD-2 and 

IL-4R, alone or in combination, improved the 

measure of discrimination of clinical 

variables, which changes from acceptable to 

excellent discrimination between patients who 

worsened and those who did not. However, 

some authors suggested that the comparison 

of AUCs is not the best way to know the 

additional value of biomarkers (Pepe M.S., 

2004). Therefore we have employed 

statistical tools which are being applied to 

know the capacities of biomarkers regarding 

discrimination (IDI) and patients’ 

reclassification into risk categories (NRI). 

These two tests are based on the risk 

prediction models (i.e. logistical regression 

models) and the probability of an event for 

each patient (Pickering J.W., 2012). Both IDI 

and NRI can be calculated per separate for 

events (i.e. worsening) and non-events (i.e. 

non-worsening) to better interpret how the 

biomarker is adding value, if it is by better 

recognizing the events or if it is by reducing 

the rate of false positives for non-events. 

Regarding our results for IDI test, we found 

an improvement in discrimination by the 

identification of real events for BD-2 and 

particularly for the combination of both BD-2 

and IL-4R. This may be explained because 

BD-2 cut-off point had great sensitivity and IL-

4R increased specificity, thus the combination 

of both biomarkers gained statistical power. 

Regarding reclassification of the patients into 

extreme risk categories, BD-2 alone showed 

the best performance at 24h, reclassifying 

correctly a 28.2% of patients, mainly by 

reducing false positives. At 48h, the 

combination of both BD-2 and IL-4R achieved 

this non-negligible reclassification rate. If 

confirmed in prospective studies as 

prognostic biomarkers, the measurement of 

plasma levels of BD-2 and IL-4R in the acute 

phase of stroke might help in decision-making 

processes, such as in giving information to 

patients and relatives, optimization of 

inclusion in specialized stroke units, 

evaluation of treatment benefits or inclusion 

into clinical trials.    

Our study stands with several limitations. The 

results of our discovery phase have not been 

corrected in accordance to multiple testing; 

we consider this phase merely exploratory 

and the limited sample size has not statistical 

power enough to sustain this kind of 

correction. Moreover, sample size of our 

replication cohort is relatively small and limits 

the assessment of biomarkers association 

with specific worsening causes that could 

influence outcome, as has been suggested in 

larger cohorts, although non-modifiable 

factors are the main force (Grube M.M., 

2013); thus an independent larger study might 

conduct sub-analysis by specific causes and 

to assess the value of these biomarkers in all 

types of stroke patients since the results of 

the present study can only be generalized to 

stroke patients who underwent thrombolysis. 

In the future, BD-2 and IL-4R might be further 

explored in a prospective cohort that is being 

recruited in our hospital and that will collect a 
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more complete information regarding 

outcome. Furthermore, different detection 

methods (simple ELISA, Luminex arrays or 

others) should be explored in order to confirm 

our results. Finally, molecules which have 

been found altered in our discovery phase but 

have not been included in the replication due 

to the impossibility of performing multiplex 

ELISA as well as molecules that are not 

included in the discovery array might be of 

interest, such as the recently described 

stroke outcome biomarker copeptin (De 

Marchis G.M., 2013) or others. 
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INTRODUCTION 

Ischemic stroke is the second cause of death 

and the major cause of disability 

worldwide1.Despite of that the prognosis of 

stroke patients is still based only on clinical 

and neuroimaging data. To know which 

patients are going to develop medical 

complications would optimize care and 

monitoring of the patients, reducing in-hospital 

lethality and improving functional outcome2,3. 

Several blood biomarkers have been 

associated with stroke prognosis4,5 and they 

might add information to improve the 

prediction of stroke outcome. Gene 

expression profiling techniques offer the 

opportunity to discover new markers. Our aim 

was to study gene expression changes 

associated with neurological outcome of 

stroke patients, using a blood samples-

pooling strategy to reduce biological 

variability. 

 

METHODS 

Patients and samples 

We included patients who were admitted to 

the emergency department of the Vall 

d’Hebron University Hospital (Barcelona, 

Spain) with an acute ischemic stroke within 

the first 4.5 hours after symptoms onset. 

Stroke diagnosis was performed based on a 

standardized protocol of clinical and 

neuroradiological assessments. All patients 

received intravenous recombinant tissue-
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plasminogen activator (rt-PA) in a standard 

0.9 mg/Kg dose (10% bolus, 90% continuous 

infusion during 1h). Stroke severity was 

assessed by using NIHSS6. We defined 

neurological improvement as a decrease in 

NIHSS score by 4 or more points, 

neurological stability as changes in NIHSS 

score of 3 or less points and neurological 

deterioration as death or an increase in 

NIHSS score by 4 or more points at 24 h or 48 

h7.  

Before administration of any treatment, 

peripheral blood samples were drawn from 

each patient. White blood cells were obtained 

by centrifugation at 1500 g for 15 min at 4ºC, 

mixed with RNAlater® solution (Ambion, USA) 

as RNA stabilizer and stored at -80ºC until 

use. 

The local ethical committee approved the 

study and written consent was obtained from 

all patients or relatives in accordance with the 

Helsinki declaration. 

 

RNA purification, pooling and hybridization 

Total RNA was isolated with RiboPureTM-

Blood kit (Ambion) and globin mRNA was 

depleted with GLOBINclearTM kit (Ambion). 

The integrity of RNA was determined using 

the Bioanalyzer 2100 platform (Agilent, UK), 

with RNA integrity numbers of 5-7. RNA 

concentration was better determined by 

RediPlate™ 96 RiboGreen® RNA Quantitation 

Kit (Invitrogen, USA) and all RNA samples 

were diluted to 4 ± 0.5 ng/µL. Thus, equally 

amount of 2 to 4 RNA individual samples was 

pooled depending on neurological outcome: 

1. Worsening (WOR): patients with 

neurological deterioration during in-

hospital stay. 

2. Stability (STA): patients without 

changes in neurological state during 

in-hospital stay. 

3. Improvement (IMP): patients with 

neurological improvement during in-

hospital stay. 

In total, 16 pools were prepared: 4 pools for 

the worsening group and 6 pools for both 

stability and improvement groups. All three 

outcome groups were balanced regarding age 

and initial severity (Table 1).  

RNA integrity was maintained after pooling. 

cDNAs obtained with Ovation Pico WTA 

system (Nugen, USA) were hybridized to 

GeneChip Human Exon 1.0 ST arrays 

(Affymetrix, USA). 

 

Microarrays analysis 

The images were processed with the 

Expression Console software (Affymetrix). 

The quality of the arrays was acceptable after 

the assessment of 6 quality control metrics 

and thus all 16 arrays were subjected to 

subsequent analysis. Raw expression values 

obtained directly from .CEL files were 

preprocessed using the Robust Multi-Array 

method, a three-step process which integrates 

Table 1. Clinical characteristics of pooled 
samples. NIHSS diff. = NIHSS at admission – NIHSS 
at discharge. Age given in years.  
WOR: worsening; STA: stability; IMP: improvement; 
NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale. 
 



 

  

background correction, normalization and 

summarization of probe values8. After non-

specific filtering to remove low signal and low 

variability genes, differentially expressed 

genes between outcome conditions were 

selected, based on a linear model analysis 

with empirical Bayes moderation of the 

variance estimates9. Age and initial severity 

were used as covariates. Spearman 

correlations between gene expression and 

NIHSS score difference as a continuous 

variable were also performed. All the 

statistical analyses were done using the free 

statistical language R and the libraries 

developed for microarray data analysis by the 

Bioconductor Project (www.bioconductor.org). 

Unadjusted p-values < 0.01 and Spearman 

correlation with R > 0.5 and p < 0.05 were 

used to consider differentially expressed 

genes associated with outcome. 

 

Network analysis 

Genes associated with outcome were 

analyzed through the use of Ingenuity 

Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems, 

www.ingenuity.com). Gene identifiers were 

mapped to its corresponding gene object in 

the IPA database in order to identify potential 

networks and associated canonical pathways. 

A score, derived from a p-value, was 

generated for each network according to the 

fit of the set of genes.  

 

Quantitative RT-PCR 

Total RNA was isolated with RiboPureTM-

Blood kit from individual samples from 60 new 

stroke patients and RNA quantity and quality 

(A260/A280 ratio) were determined by 

NanoDrop® ND-1000 (Nucliber, Spain). 

cDNAs were generated per High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Life 

Technologies, USA). qRT-PCR reaction were 

performed using TaqMan® Custom Arrays 

(Life Technologies), preconfigured in a 384-

well format and spotted on a microfluidic card, 

for GSTM1, FBXO32, KIAA0232, FUNDC1, 

MED20, SERHL2, MPZL3, OASL, CCL4, 

IFIT5, CCDC146, IER3, CEP19, ZNF384, 

CCDC93, S100A6, GPN1, YPEL4, DCAKD, 

PMS2, PFKFB2, MAP2K6, CYP2F1, 

SPRYD4, SH2D1B, NUTF2, QTRTD1, 

FAM134C, SLC22A15, HSPB11 and GAPDH 

& PPIA as endogenous controls. qRT-PCR 

amplifications were run in triplicates on an 

7900HT Sequence Detection System (Life 

Technologies) and analyzed using the SDS 

2.4 software (Life Technologies). Relative 

quantification (RQ) values were calculated by 

use of the Livak equation: RQ = 2-∆∆Ct, using 

the geometric mean of both endogenous 

controls and a calibrator sample in all runs. 

Statistical analyses 

Analyses were conducted using SPSS 15.0 

and R. Normality was assessed by 

Kolmogorov-Smirnov test. Intergroup 

differences between stroke outcome groups 

were assessed by ANOVA and Student’s t 

tests and p-values <0.05 were considered 

significant. Mean and SEM values were 

displayed in bar graphs.  

To know which genes might confer 

robustness on a potential biomarkers’ panel 

we have used PanelomiX, a web-based tool 

that allows the iterative combination of 

biomarkers and clinical variables by selecting 

thresholds for an optimal classification 

performance, which is analyzed with cross-

validation and receiver operator characteristic 

(ROC) curves10. Clinical variables considered 

were age, gender and NIHSS at admission. 
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The best panel was reproduced in a logistic 

regression analysis to obtain the model 

probabilities for each patient in order to 

calculate the integrated discrimination 

improvement (IDI) and the categorical net 

reclassification improvement (NRI) indexes11. 

Thus, the added value of biomarkers to 

clinical data could be addressed and, in the 

case of NRI, pre-specified clinically relevant 

thresholds of predicted risk (≤10% and >90%) 

allowed to calculate reclassification of patients 

into risk outcome groups12. 

 

RESULTS 

Gene expression profiling using microarrays 

After normalizing and filtering raw results, 

4,581 genes were found to be differentially 

expressed (Figure 1A). When comparison by 

pairs was done, 33 genes were altered in the 

WOR vs. IMP analysis and 26 genes in both 

WOR vs. STA and IMP vs. STA analyses 

(Figure 1B). In total, 76 different genes were 

altered regarding early neurological outcome 

(p-value < 0.01). Five of these genes were 

exclusively associated with WOR, 2 over-

expressed and 3 under-expressed genes;      

3 genes were exclusively associated with 

IMP, 2 of them being over-expressed. 

Correlations between gene expression and 

NIHSS score change between admission and 

discharge revealed 14 genes with a positive 

correlation (the more expression, the more 

reduction in NIHSS score, that is 

improvement) and 24 genes with a negative 

correlation (the more expression, the more 

increase in NIHSS score, that is worsening). 

These correlations suggested a direct relation 

with NIHSS score changes and not only with 

categorization of outcome groups.  

Both analyses built a final list of 85 

differentially expressed genes depending on 

early neurological outcome.  

 

Network analysis 

IPA analysis was performed with the list of 

genes from each comparison by pairs, in 

order to identify which biological processes 

lead to worsening and which ones lead to 

improvement.  

The analyses WOR vs. STA and WOR vs. 

IMP revealed gene interactions in cell death 

and cell-to-cell signaling associated with 

worsening (Figure 2). On the other hand, the 

analysis IMP vs. STA found gene interactions 

in lipid and protein metabolism network 

(Figure 3).  

 

 

 

 

 

Figure 1 . Differential gene expression between outcome groups. Heat map (1A; red for over-
expression and blue for under-expression) and gene expression distribution (1B).  
WOR: worsening; STA: stability; IMP: improvement.  
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Replication of microarray data 

From the 85 altered genes list we selected 

30 candidates for replication, based on 

association with outcome (p<0.01), 

correlation with NIHSS difference (p<0.02) 

and availability of commercial probe.  

CYP2F1 was not amplified by qRT-PCR in 

our replication cohort. From the other 

genes QTRTD1, FAM134C, HSPB11, 

SH2D1B, NUTF2, SPRYD4, OASL and 

CCL4 showed the same trend in 

association with outcome than in the 

microarrays analysis; DCAKD and PMS2 

were significantly associated with 

neurological improvement at 24 h (Figure 

4; Table 2) and at 48 h after stroke.  

 

Biomarkers’ panel for improvement 

As an 80% of the replicated genes were 

associated with improvement, we built a 

biomarkers’ panel to predict this outcome. A 

panel including DCAKD >0.92, PMS2 >1.01 

and CCL4 <0.93 together with NIHSS at 

admission <15.5, age <74.5 years and male 

gender, showed a good discrimination of 

patients who improved at 24h after stroke,  

A. B. 

Figure 2. Biological pathways associated with worsening . 2A. Cell cycle and cell death pathway.  2B. Cell-to-cell 
signaling and interaction and cell movement pathway. In both cases red is used for over-expressed genes in patients 
who worsened their neurological status and green for under-expression. Continuous line indicated direct interaction 
and  

Figure 3 . Biological pathway associated with 
improvement. Lipid metabolism and protein synthesis 
pathway. Red is used for over-expressed genes in patients 
who improved their neurological status and green for under-
expression. 
 



 

 

* 
** 

Figure 4 . Gene expression depending on neurological outcome at 24h after stroke. Relative quantification 
of gene expression by real-time RT-PCR regarding housekeeping expression of GAPDH and PPIA. Bars display 
mean ± SEM. White bars represent patients who improved, light grey bars represent patients who remained 
stable and dark grey bars represent patients who worsened. * p<0.05; ** p<0.01. 
 

Table 2. Gene expression of genes associated with neurological outcome at 24h after stroke.  
 

Fold changes (FC) and p-values from each of the statistical comparisons performed in the microarrays analysis together 
with R and p-values from Spearman’s correlation with NIHSS difference. Relative quantification (RQ) values of gene 
expression by qRT-PCR in the replication phase for worsening (WOR), stability (STA) and improvement (IMP) together with 
correlation with NIHSS difference. 
 

Genes 
Microarrays  Replication (qRT-PCR) 

WORvsSTA 
(FC, p) 

WORvsIMP 
(FC, p) 

IMPvsSTA 
(FC, p) 

Correlation  
(R, p) 

WOR 
(RQ) 

STA 
(RQ) 

IMP 
(RQ) 

Correlation  
(R, p) 

QTRTD1 n.a. -0.72, 0.008 n.a. 0.64, 0.008 0.83 1.09 1.05 n.a. 
FAM134C -0.60, 0.032 -0.77, 0.008 n.a. 0.64, 0.008 0.91 1.05 1.07 n.a. 
HSPB11 -0.65, 0.066 -1.03, 0.005 n.a. 0.61, 0.011 0.93 0.99 0.97 n.a. 
SH2D1B n.a. -0.94, 0.007 0.54, 0.079 0.69, 0.003 0.47 0.55 0.66 n.a. 
NUTF2 -0.79, 0.016 -1.07, 0.002 n.a. 0.68, 0.004 0.86 0.93 1.01 n.a. 
DCAKD n.a. -0.75, 0.007 0.70, 0.007 0.62, 0.010 0.80 0.79 0.98 0.25, 0.053 
PMS2 -1.97, 0.001 -1.18, 0.003 n.a. 0.56, 0.024 0.92 0.95 1.16 0.25, 0.060 
SPRYD4 n.a. -0.9, 0.005 n.a. 0.69, 0.003 0.99 0.97 1.07 0.22, 0.098 
OASL n.a. 0.98, 0.007 n.a. -0.64, 0.007 3.03 2.76 2.55 n.a. 
CCL4 n.a. 0.88, 0.007 -0.69, 0.020 -0.61, 0.013 2.74 2.68 2.40 n.a. 
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Figure 5 . Graphical representation of the 
comparison of predictive models by IDI index.  
 

with an AUC of 79.3% after cross-validation 

(with a 77% specificity and a 83% of 

sensitivity). When only clinical variables 

were used the AUC fell to 69.6% (63% 

specificity, 67% sensitivity). This three-

marker panel enhanced the discrimination 

of patients who improved after stroke in a 

10% using IDI statistics, increasing the 

detection of both true positives and false 

positives (Figure 5). Regarding 

reclassification, the three-marker panel 

classified better a 21% of the patients into 

predefined categories of <10%, 10-90% 

and >90% probability of improving at 24h 

(p=0.03). 



 

 

DISCUSSION 

Our strategy has allowed us to describe 

general changes in the expression of genes 

in the circulating leukocytes of ischemic 

stroke patients associated with early 

neurological outcome.  

The mechanisms of cell death and cell-to-

cell signaling seem relevant in those 

patients who worsened after stroke, maybe 

related to the inflammatory process that 

takes place in the acute phase of stroke. 

However, a pathway involving metabolism 

and protein synthesis was associated with 

improvement of baseline neurological 

deficit, maybe reflecting the generation of 

energy and products needed in the cells of 

the immune system to act in order to 

reestablish the normal status after stroke. 

Moreover, one of the genes associated with 

improvement, PMS2, has a role in 

damaged DNA repair. Thus, it might be that 

patients who had more capability of 

maintaining immune system active and in 

an appropriate state had more chance to 

overcome stroke. 

The replication phase in individual samples 

is desirable after a pooling-based discovery 

phase to demonstrate that the general 

changes found are individually 

applicable13,14. In order to increase the 

number of genes to be analyzed, we used 

microfluidic cards, what allowed us to 

analyze 30 genes plus 2 housekeeping 

genes in a rapid and reproducible 

manner15. DCAKD and PMS2 maintained 

their association with improvement in the 

replication cohort. Other 8 genes showed a 

trend in the same direction than in 

microarrays analysis and CCL4 expression 

level enter together with DCAKD and PMS2 

into a panel that showed some added value 

to clinical predictive data. If a panel 

including more markers can increase that 

amelioration in predicting a good early 

outcome will be further explore.  

The exploration of gene expression in 

different subtypes of leukocytes 

(monocytes, neutrophils, limphocytes) 

might contribute to the understanding of the 

physiopathology of stroke at the 

immunological level16. If the expression of 

the candidates shown up in this study is 

different among subtypes of leukocytes 

could be addressed to know if the different 

cell contribution makes slighter the 

differences between outcome groups.  
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VII. Abreviaciones 

2D-DIGE: electroforesis bidimensional 
diferencial en gel. 

A
2
DS

2
: Age¸ Atrial fibrillation, Dysphagia, Sex, 

stroke Severity score. 

AIS-APS: acute ischemic stroke-associated 

pneumonia score. 

AIT: ataque isquémico transitorio. 

ARN: ácido ribonucleico. 

ASPECTS: Alberta stroke program early CT 

score. 

ASTRAL: the acute stroke registry and analysis 

of Lausanne. 

ATP: adenosín trifosfato. 

AUC-ROC: área bajo la curva de característica 
operativa del receptor. 

BD-2: beta-defensina 2. 

BI: índice de Barthel. 

BNP: péptido natriurético tipo B. 

BOAS: the Bologna outcome algorithm for 

stroke. 

CADASIL: arteriopatía cerebral autosómica 
dominante con infartos subcorticales y 
leucoencefalopatía. 

CNS: Canadian neurological scale. 

CNTN1: contactina 1. 

CRP: proteína C reactiva. 

CYBP: proteína de unión a calciclina. 

CYTA: cistatina A. 

DCAKD: proteína con dominio defosfo-coA 
quinasa. 

DM: diabetes mellitus. 

DRAGON: hyperDense cerebral artery sign, 

prestroke mRS, Age, Glucose, Onset-to-

treatment time, NIHSS score. 

DRP-2: proteína relacionada con la 
dihidropirimidinasa 2. 

DTI: imagen de tensor de difusión. 

DWI: diffusion weighted imaging. 

ECASS: European cooperative acute stroke 

study. 

ELISA: ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas. 

ESS: European stroke scale.  

FA: fibrilación auricular. 

fMRI: resonancia magnética funcional. 

GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa. 

GCS: Glasgow coma scale. 

GDIR1: inhibidor de disociación de GDP Rho 
alfa.  

GELS: gelsolina. 

GFAP: proteína gliofibrilar ácida. 

GODS: genetic contribution to functional 

outcome and disability after stroke. 

GOS: Glasgow outcome scale. 

GRASPS: Glucose Race Age Sex Pressure stroke 

Severity score. 

GTPase: guanosina trifosfatasa. 

GWAS: estudio de asociación del genoma 
completo. 

GWTG: get with the guidelines. 

HAT: Hemorrhage After Thrombolysis score. 

HI: infarto hemorrágico. 

HSPB11: proteína de choque térmico 11. 

IDI: índice de mejoría de la discriminación. 

IL-4R: receptor de la interleucina 4. 

IL-6: interleucina 6. 

IM: infarto de miocardio. 

IPA: Ingenuity Pathways Analysis. 

IPD: metaanálisis de pacientes individuales. 

iScore: ischemic stroke predictive risk score. 

ISSS: ischemic stroke survival score. 

JCS: Japan coma scale. 

LC-MS/MS: cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas en tándem.  

Lp-PLA2: fosfolipasa A2 asociada a lipoproteína. 

MAC: molécula de adhesión celular. 
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MALDI: desorción/ionización láser asistida por 
matriz. 

miR: microARN. 

MMP: metaloproteinasa de matriz. 

MRM: proteómica cuantitativa dirigida 
(multiple reaction monitoring). 

mRS: escala modificada de Rankin. 

NIHSS: National Institutes of Health stroke 

scale. 

NRI: índice de mejoría de la reclasificación. 

NT-proBNP: fragmento aminoterminal del pro-
péptido natriurético tipo B. 

NUTF2: factor de transporte nuclear 2. 

OASL: proteína análoga a la 2’-5’ oligoadenilato 
sintasa. 

OCSP: Oxfordshire community stroke project 

classification.  

OHS: Oxford handicap scale. 

OR: cociente de probabilidades u odds ratio. 

PAIS: Paracetamol (Acetaminophen) In Stroke. 

PASS: Preventive Antibiotics in Stroke Study 

pAUC: área bajo la curva parcial. 

PET: tomografía por emisión de positrones. 

PH: hematoma parenquimatoso. 

PLAN: Preadmission comorbidities, Level of 

consciousness, Age, Neurologic deficit score. 

PMS2: endonucleasa de reparación de 
desapareamiento de bases. 

POC: point-of-care devices. 

PPIA: ciclofilina. 

PWI: perfusion weighted imaging. 

QTRTD1: t-ARN guanine transglicosilasa. 

RDRS: rapid disability rating scale. 

RM: resonancia magnética. 

RQ: cuantificación relativa. 

rt-PA: forma recombinante del activador tisular 
del plasminógeno. 

RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
con transcriptasa inversa. 

SEDAN: Sugar, Early signs on CT, hyperDense 

artery sign, Age, NIHSS score. 

SEM: error estándar de la media. 

SH2D1B: proteína con dominio SH2 1B. 

SID: dilución de isótopo estable. 

SOAR: systolic blood pressure, oxygenation, age 

and respiratory rate score. 

SPECT: tomografía computerizada de emisión 
monofotónica. 

SPRYD4: proteína con dominio SPRY 4. 

sRAGE: receptor soluble de productos de 
glicación avanzada. 

SSS: Scandinavian stroke scale. 

SSV: six simple variable model. 

STAIR: stroke therapy academic industry 

roundtable. 

s-TPI: stroke thrombolytic predictive 

instrument. 

STRAWINSKI: STRoke Adverse outcome is 

associated WIth NoSocomial Infections. 

TABASCO: Tel Aviv Brain Acute Stroke Cohort. 

TC: tomografía computerizada. 

Th: linfocito T cooperador. 

TOAST: trial of Org 10172 in acute stroke 

treatment.  

TOF: tiempo de vuelo. 



 

 

 


