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Resum-resumen-abstract

RESUM

L'ictus és una malaltia freqlient que es considera la primera causa de discapacitat i la segona
causa de demeéncia a Espanya. L’ictus minor (IM) és un tipus d’ictus isquémic que es defineix com
un episodi de simptomatologia neurologica focal que no causa discapacitat, amb una puntuacio <
a 5 en l'escala de severitat d’ictus (NIHSS) i que presenta una lesid isquémica aguda
independentment de la durada dels simptomes clinics. Donada la lleu simptomatologia clinica, la
majoria d’aquests pacients no han estat inclosos en els principals assaigs de tractament d’ictus
isquémic en la fase aguda, malgrat que s’ha observat que les alteracions afectives i cognitives
després d’'un IM sén complicacions amb una alta prevalenca que poden afectar la recuperacid
funcional. Aixi, I'estudi PSICOICTUS ha descrit el perfil clinic i neuropsicologic, la signatura
radiologica i els biomarcadors circulants de pronostic de les alteracions afectives i cognitives
després d’un IM. Per altra banda, per facilitar la translacionalitat s’ha desenvolupat un doble
model de factors de risc vascular i s’"ha generat i caracteritzat un nou model animal d’'IM. El
projecte PSICOICTUS és un estudi observacional, longitudinal i prospectiu que ha inclos 118
pacients amb diagnostic d’IM ingressats a I'Hospital universitari Arnau de Vilanova de Lleida, del
mes de gener de 2018 a marg de 2020. En el moment basal, les proves de cribratge afectiu i
cognitiu van identificar 20 pacients amb alteracions afectives (17%), 11 pacients amb alteracions
cognitives (9,3%) i 17 pacients amb alteracions afectives i cognitives (14,4%). Els pacients amb
alteracions cognitives van ser avaluats amb una bateria neuropsicologica completa que va
mostrar que les funcions executives, I'atencié i la velocitat de processament de la informacié sén
els dominis cognitius més afectats. En I'analisi de les dades radioldgiques es va observar que els
pacients amb alteracions cognitives post-IM presentaven volums de lesié isqueémica més grans en
el territori cortical de I'artéria cerebral mitja (ACM) i tenien més transformaciéo hemorragica. Els
pacients amb alteracions afectives i cognitives tenien un major nombre d’ictus cronics. El
metabolit 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine es trobava sobre-expressat en els pacients amb IM i
alteracions cognitives i I'Isoleucyl-isoleucine, el PC (38:4) i el DG (36:7) presentaven
concentracions més baixes en els pacients amb IM i alteracions afectives respecte als pacients
amb IM sense alteracions. Els principals predictors d’alteracié afectiva post-IM van ser el sexe
femeni i els antecedents de sindrome depressiva i els predictors d’alteracié cognitiva van ser
tenir més de 70 anys i una lesié isquemica aguda en el territori de ’ACM. A més, s’ha generat i
caracteritzat un nou model animal diabétic-hipertens amb IM utilitzant un model muri d’oclusié
transitoria de 'ACM durant 2 minuts seguit de 5 minuts de reperfusid, repetit 5 vegades. Els
pacients amb IM malgrat presentar simptomatologia neurologica lleu aproximadament un 30 %
presenten alteracions afectives i cognitives post-IM el que planteja la necessitat de tractar-los en
la fase aguda sobretot en aquells casos que presenten els factors predictors de risc, el que
suposaria una nova estratégia de pronostic i un maneig diferencial dels pacients que han patit un
IM.
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RESUMEN

El ictus es una enfermedad frecuente que se considera la primera causa de discapacidad y la
segunda causa de demencia en Espafia. El ictus minor (IM) es un tipo de ictus isquémico que se
define como un episodio de sintomatologia neuroldgica focal que no causa discapacidad, con una
puntuacion < 5 en la escala de severidad de ictus (NIHSS) y que presenta una lesién isquémica
aguda independientemente de la duracién de los sintomas clinicos. Dada la leve sintomatologia
clinica, la mayoria de estos pacientes no han sido incluidos en los principales ensayos de
tratamiento de ictus isquémico en la fase aguda, aunque se ha observado que las alteraciones
afectivas y cognitivas después de un IM son complicaciones con una alta prevalencia que pueden
afectar a la recuperacién funcional. Asi, el estudio PSICOICTUS ha descrito el perfil clinico y
neuropsicolégico, la firma radiolégica y los biomarcadores circulantes de prondstico de las
alteraciones afectivas y cognitivas después de un IM. Por otra parte, para facilitar la
translacionalidad se ha desarrollado un doble modelo de factores de riesgo vascular y se ha
generado y caracterizado un nuevo modelo animal de IM. El proyecto PSICOICTUS es un estudio
observacional, longitudinal y prospectivo que ha incluido a 118 pacientes con diagndstico de IM
ingresados en el Hospital universitario Arnau de Vilanova de Lleida, de enero de 2018 a marzo de
2020. En el momento basal, las pruebas de cribado afectivo y cognitivo identificaron a 20
pacientes con alteraciones afectivas (17%), 11 pacientes con alteraciones cognitivas (9,3%) y 17
pacientes con alteraciones afectivas y cognitivas (14,4%). Los pacientes con alteraciones
cognitivas fueron evaluados con una bateria neuropsicoldgica completa que mostré que las
funciones ejecutivas, la atencién y la velocidad de procesamiento de la informacidn son los
dominios cognitivos mas afectados. En el analisis de los datos radioldgicos se observd que los
pacientes con alteraciones cognitivas post-IM presentaban mayores volimenes de lesién
isquémica en el territorio cortical de la arteria cerebral media (ACM) y tenian una mayor
transformacidon hemorragica. Los pacientes con alteraciones afectivas y cognitivas tenian mayor
numero de ictus cronicos. El metabolito 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine se encontraba
sobreexpresado en los pacientes con IM vy alteraciones cognitivas y la Isoleucyl-isoleucine, el PC
(38:4) y el DG (36:7) presentaban concentraciones mas bajas en los pacientes con IM vy
alteraciones afectivas respecto a los pacientes con IM sin alteraciones. Los principales predictores
de alteracién afectiva post-IM fueron el sexo femenino y los antecedentes de sindrome depresivo
y los predictores de alteracién cognitiva fueron tener mas de 70 afios y una lesién isquémica
aguda en el territorio de la ACM. Ademas, se ha generado y caracterizado un nuevo modelo
animal diabético-hipertenso con IM utilizando un modelo murino de oclusidn transitoria del ACM
durante 2 minutos seguido de 5 minutos de reperfusion, repetido 5 veces. Los pacientes con IM a
pesar de presentar sintomatologia neurolédgica leve aproximadamente un 30% presentan
alteraciones afectivas y cognitivas post-IM lo que plantea la necesidad de tratarlos en la fase
aguda sobre todo en aquellos casos que presentan los factores predictores de riesgo, lo que
supondria una nueva estrategia de prondstico y un manejo diferencial de los pacientes que han

sufrido un IM.
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ABSTRACT

Stroke is a frequent disease that is considered the leading cause of disability and the second cause
of dementia in Spain. Minor stroke (MS) is a type of ischemic stroke that is defined as an episode
of focal neurological symptoms that does not cause disability, with a score < 5 on the Stroke
Severity Scale (NIHSS) and that presents an acute ischemic lesion regardless of the duration of
clinical symptoms. Despite the mild clinical symptoms, most of these patients have not been
included in the main treatment trials of ischemic stroke in the acute phase, although it has been
observed that affective and cognitive alterations after MS are highly prevalent complications that
can affect functional recovery. For this, the PSICOICTUS study has described the clinical and
neuropsychological profile, the radiological signature and the circulating prognostic biomarkers of
affective and cognitive alterations after MS. On the other hand, to facilitate translation, a double
model of vascular risk factors has been developed and a new animal model of MS has been
generated and characterized. The PSICOICTUS project is an observational, longitudinal and
prospective study that has included 118 patients MS diagnosed and admitted to the Hospital
universitari Arnau de Vilanova in Lleida, from January 2018 to March 2020. At baseline, the
affective and cognitive screening tests identified 20 patients with affective disorders (17%), 11
patients with cognitive disorders (9.3%) and 17 patients with affective and cognitive disorders
(14.4%). Patients with cognitive impairment were assessed with a complete neuropsychological
battery which showed that executive functions, attention and speed of information processing
are the most affected cognitive domains. In the analysis of the radiological data, it was observed
that patients with post-MS cognitive alterations had larger ischemic lesion volumes in the cortical
territory of the middle cerebral artery (MCA) and had a more hemorrhagic transformation.
Patients with affective and cognitive disorders had a higher number of chronic strokes. The 2-
hydroxyhexadecanoylcarnitine metabolite was overexpressed in patients with MS and cognitive
impairments and Isoleucyl-isoleucine, PC (38:4) and DG (36:7) had lower concentrations in
patients with MS and affective alterations compared to MS patients without alterations. The
predictors of post-MS affective alterations were female sex and previous history of depressive
syndrome and the predictors of cognitive alteration were being older than 70 years of age and an
acute ischemic lesion in the territory of the MCA. Furthermore, a new diabetic-hypertensive
animal model with MS has been generated and characterized using a murine model of transient
MCA occlusion for 2 minutes followed by 5 minutes of reperfusion, repeated 5 times. Despite
presenting mild neurological symptoms, approximately 30% of patients with MS developed
affective and cognitive alterations, which raises the need to treat these patients in the acute
phase, especially in those cases that meet the predictive risk factors, which would represent a

new prognostic strategy and differential management of MS patients.
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1. Introduccid

1.1 Llictus

Segons la definicid de I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) de I'any 1988 l'ictus es defineix
com una sindrome clinica caracteritzada per un rapid desenvolupament de simptomes
corresponents a una afectacid neurologica focal, i que persisteixen més de 24 hores, sense una
altra causa aparent que I'origen vascular (WHO MONICA Project Principal Investigators, 1988). No
obstant, aquesta definicié només es basa en els simptomes clinics que manifesta la malaltia i no
inclou detalls sobre la seva neuropatologia o les caracteristiques radiologiques, de manera que,
I’'any 2009, Easton i els seus col-laboradors van suggerir la definicio tissular d’ictus isquémic que
diu que un infart cerebral implica I'existencia de lesid isquemica aguda en les proves de
neuroimatge independentment de la durada dels simptomes clinics neurologics (Easton et al.,

2009).

Les malalties cerebrovasculars (MCV) o ictus estan causades per un trastorn circulatori cerebral
gue altera transitoria o definitivament el funcionament d’'una o multiples zones del cervell i es
produeix quan un vas sanguini que aporta sang a aquest organ s’obstrueix per un coagul o un
trombe o quan hi ha una davallada de l'aportacid sanguinia, per exemple en situacions
d’hipoperfusid. En aquestes circumstancies, el cervell no obté el flux sanguini que necessita i com
a consequencia les cél-lules nervioses de I'area del cervell afectada no reben oxigen ni glucosa i no
poden funcionar, morint al cap d’uns minuts. Aquesta disminucié del flux sanguini cerebral
desencadena una serie d’esdeveniments moleculars coneguts com “cascada isquémica”
(Khoshnam et al.,, 2017) i I'estudi d’aquests processos fisiopatologics és fonamental per
desenvolupar noves estrategies de diagnostic i pronostic per tal de protegir la unitat
neurovascular (UNV), composta per tots els tipus de cél-lules nervioses que treballen de manera
coordinada. Aquest tipus d’ictus, els ictus isquémics, son el subtipus d’ictus més freqlients i
representen el 85% dels casos. Per altra banda, els ictus hemorragics, que suposen un 15 % dels
casos, sén deguts a un trencament d’un vas sanguini del cervell causat, habitualment, per un

augment de la pressié arterial o al diposit de beta-amiloide als vasos (Go et al., 2013) (Figura 1).
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Ictus Hemorragic Ictus Isquemic

15% 85%

Figura 1. Classificacid dels principals tipus d’ictus.

Dins de I'ictus isquémic es troba englobat I'atac Isquémic Transitori (AIT). La definicid d’AIT es va
descriure per primer cop per Fisher als anys 50 i es va considerar com una forma de MCV
transitoria sense lesié parenquimatosa associada que suposava una oportunitat idonia per a
canviar el pronostic de la malaltia si s’actuava de forma adient iniciant precocment els
tractaments de prevencid secundaria (Albers GW et al., 2002). La durada maxima dels simptomes
del pacient per a diferenciar un AIT sense lesio associada al parénquima i la d’un ictus isquémic,
ha anat variant al llarg del temps, des de segons o minuts fins a 24 hores passant per una hora de
durada maxima. Al 2009, al sorgir la definicio tissular d’ictus en la qual no es tenia en compte la
durada dels simptomes, es va definir I’AIT com un episodi breu de disfuncié neurologica, de
medul-la espinal o retina en la que no hi havia evidéncia de lesid isquémica en les técniques de

neuroimatge (Easton et al., 2009).

Els pacients amb AIT i els pacients definits com a ictus minor (IM) els quals tenen poca
simptomatologia després de la isquémia cerebral pero presenten lesiéd aguda en la neuroimatge
han adquirit especial interes en els darrers anys pel seu alt risc de recurréencia precog d’ictus que
pot arribar fins al 10% als 90 dies post-ictus segons estudis publicats a l'inici dels anys 2000
(Johnston SC et al., 2000) i ascendir fins al 30% en funcié de I'etiologia (Purroy F. et al., 2007).
Aguestes circumstancies han fet que ens els darrers anys diversos assaigs clinics com el FASTER
(Kennedy J et al., 2007), el CHANCE (Wang Y et al., 2013), el POINT (Johnston SC et al., 2018) o el
THALES (Amarenco et al., 2021) s’hagin centrat en aquest tipus de pacients amb I'objectiu de

millorar el seu diagnostic i pronostic.
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1.1.1 Subtipus d’ictus isquéemic segons I’etiologia i la simptomatologia clinica

L’ictus isquemic i I'ictus isquemic minor poden classificar-se segons I'etiologia i la simptomatologia

clinica (Figura 2).

L'etiologia es classifica seguint la classificacio6 TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke
Treatment), que és la més acceptada internacionalment (Adams et al., 1993). La classificacio

TOAST diferencia cinc subtipus d’ictus isquemic:

» Ictus isquémic aterotrombotic per aterosclerosis d’artéries grans: és un ictus isquémic de

topografia cortico-subcortical i localitzacid carotidia vertebro-basilar en el qual es
produeix I'estenosi d’'un gran vas i suposa un 15-20% dels ictus isquémics. Aquest tipus
d’ictus isquemic esta relacionat amb I’'acumulacié de factors de risc vascular (FRV) (Purroy

F etal., 2019).

> Ictus isquémic cardioembolic: és un ictus de topografia habitualment cortical, per al qué

existeix evidencia (en absencia d’una altra etiologia alternativa) d’algunes de les seglients
cardiopaties emboligenes: preséncia d’'un trombe o un tumor intra-cardiac, estenosis
mitral (EM), protesi aortica o mitral, endocarditis, fibril-lacié auricular (FA), malaltia del
node sinusal i infart agut de miocardi en els tres mesos previs amb o sense aneurisma

ventricular esquerra. Suposa un 25% dels casos d’ictus isquémic.

» Malaltia oclusiva de petit vas arterial (infart llacunar): és un infart cerebral originat per

I'oclusio d’arterioles cerebrals dels nuclis de la base i del tronc encefalic (les llacunes son
d’un diametre inferior a 1,5 cm). Habitualment, ocasiona una sindrome clinica llacunar
(hemiparesia motora pura, sindrome sensitiva pura, sindrome sensitiva-motora,
hemiparésia-ataxia o disartria ma feixuga) i es relaciona amb antecedents d’hipertensid
arterial (HTA) o altres FRV, en abséncia d’una altra etiologia que ho expliqui. Suposa un

20-25 % dels casos.

> Ictus isquémic d’etiologia inhabitual: és un ictus de localitzacié cortical o subcortical, en

territori carotidi o vertebro-basilar, en el qual s’ha descartat I'origen aterotrombotic,
cardioembolic o llacunar i esta causat per malalties sistéemiques (alteracions
metaboliques, trastorns de la coagulacid, malalties del teixit connectiu, sindrome
mieloproliferatiu o processos infecciosos) o per altres causes com la trombosis venosa

cerebral, migranya, aneurisma del septe, disseccions arterials, displasia fibromuscular,
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malformacié arteriovenosa, angiitis o per causa iatrogénica. Suposa entre un 3iun7 %

dels casos.

Ictus isquemic d’etiologia indeterminada: és un ictus de localitzacid cortical o subcortical,

en territori carotidi o vertebro-basilar i després d’un exhaustiu estudi diagnostic s’han
descartat els subtipus aterotrombotic, cardioembolic, llacunar i de causa inhabitual.
També pot considerar-se indeterminat en el cas de coexistir més d’una possible etiologia

o en els casos en queé es faci un estudi incomplet per descartar altres causes.

Per una altra banda, la Oxfordshire Stroke Project Classification (OSPC) classifica els ictus

isquémics segons la simptomatologia clinica (Bamford J. et al., 1991). L'OSPC es divideix en quatre

subtipus:

» TACI (Total Anterior Circulation Infarct): es produeix una alteracié de les funcions corticals

(afasia, discalculia, alteracions visoespacials), hemianopsia homonima i déficit motor i/o

sensitiu almenys en dues de les regions de la cara, membre superior o membre inferior.

PACI (Partial Anterior Circulation Infarct): en aquest subtipus d’ictus isquémic s’han de

produir dos de les tres caracteristiques del TACI o un déficit aillat de les funcions corticals
o un déficit motor i/o sensitiu en només una regio de la cara, membre superior o membre

inferior.

LACI (Lacunar Infarct): les caracteristiques cliniques d’aquest subtipus d’ictus isquemic

sén una sindrome hemimotora/hemisensitiva pura o una sindrome sensitiva-motora o

ataxia-hemiparesia (disartria “ma-feixuga”) o moviments anormals focals i aguts.

POCI (Posterior Circulation Infarct): es produeix una alteracid ipsilateral dels parells

cranials amb déficit motor i/o sensitiu contralateral o un déficit motor i/o sensitiu
bilateral o alteracions oculomotores o alteracions cerebel-loses o una alteraciod aillada del

camp visual.



1. Introduccié

MALALTIA
CEREBROVASCULAR
ICTUS ICTUS
ISQUEMIC HEMORRAGIC
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Figura 2. Classificacio de I'ictus segons la seva etiologia mitjancat el TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute

Stroke Treatment) i la classificacid de I'ictus segons la seva localitzacié anatomica i simptomatologia clinica
mitjancant la OSPC (Oxfordshire Stroke Project Classification).

Les caracteristiques cliniques, els resultats de les proves diagnostiques i I'estudi dels FRVs
afavoreixen la bona classificacid de cada tipus d’ictus, permetent dur a terme un tractament rapid

i aixi poder millorar la prediccié pronostica reduint les recurréncies.

1.1.2 Incidéncia, epidemiologia i factors de risc de l'ictus isquémic

A nivell mundial, uns 15 milions de persones pateixen un ictus cada any amb una taxa de
mortalitat al voltant del 30% durant el primer any i seqiieles que comporten a una discapacitat
greu a 2 tergos dels supervivents (Adamson et al., 2004; Johnston et al., 2009). L’any 2019, I'ictus
era la segona causa de mort i la tercera causa de discapacitat en les persones adultes, situant-se
per darrera de les cardiopaties isquémiques en ambdds casos. També eren la segona causa de
demeéncia després de la malaltia d’Alzheimer (WHO, 2019). La incidéncia mitjana mundial de
Iictus resta al voltant de 200 casos nous per cada 100.000 habitants cada any (WHO, 2019). Una
recent revisié sistematica sobre estudis epidemiologics publicats en la darrera década va
evidenciar com la mitjana de la taxa d’incidencia crua és de 149,5 casos per cada 100.000

habitants per a les MCV, 155 per a l'ictus isquemic, 29 per a lictus hemorragic i 6,5 per a
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I’'hemorragia subaracnoidal. La incidencia tant per a les MCV com per a l'ictus isquemic era més
elevada entre els homes que entre les dones en la majoria d’estudis. D’altra banda, també es va
observar que hi havia una tendéncia al descens o estabilitzacié d’aquesta incidéncia, a excepcié

dels estudis realitzats a Xina, Singapur, Franca i Australia (Purroy F. & Montala N. 2021).

A nivell europeu s’ha descrit un gradient est-oest i nord-sud amb taxes d’incidencia més elevades
en paisos de l'est i nord europeu, variacions geografiques que podrien estar relacionades amb
factors ambientals, meteorologics i genétics, juntament amb diferéncies en la distribucié dels FRV.
La incidéncia d’ictus a Europa, ajustada per edat, ha sigut estimada entre 95 i 290 casos nous cada

100.000 habitants cada any (Béjot et al., 2016).

A Espanya l'ictus suposa la segona causa de mort en la poblacié general i la primera causa en les
dones, situant-se per davant del cancer de mama, segons dades de la Societat Espanyola de
Neurologia (SEN). La incidéncia global d’ictus a Espanya s’estima que esta en 187 casos nous per
cada 100.000 habitants cada any i només a Catalunya hi ha 11.500 nous casos I'any (Diaz-Guzman
et al., 2012). La incidéncia és major en homes que en dones i augmenta proporcionalment amb
I’edat (Brea et al., 2013), multiplicant-se la taxa per 10 en la poblaci6 major de 75 anys d’edat
(Diaz-Guzman et al., 2012). A Lleida, la taxa d’incidéncia crua oscil-la entre els 192 i els 211 casos
cada 100.000 habitants (Vena AB et al., 2020). Les dades de mortalitat indiquen que l'ictus
representa una de cada 10 morts a Espanya (Regidor et al., 2014) i que hi ha una desigualtat en la
mortalitat segons el sexe, amb una mortalitat més alta en dones (Purroy F et al., 2019). Es preveu
que el numero de morts relacionades amb l'ictus incrementi un 39% fins a I'any 2035, degut a

I'augment de I'esperanca de vida de la poblacié (Stevens E et al., 2017).

Les estimacions de la incidéncia i prevalenca de I'AIT i IM sén dificils de determinar a causa dels
diferents criteris diagnostics en els estudis epidemiologics i, a més, perqué en molts d’ells els
engloben com si fos una Unica entitat clinica. A Espanya, I'estudi IBERICTUS del 2012, estableix
que cada any es produeixen 30 nous casos d’AlT per cada 100.000 habitants (Diaz-Guzman et al.,
2012). La incidéncia d’IM en la zona de Lleida I’any 2020 va ser 20,5 casos I'any per cada 100.000

habitants, segons les dades obtingudes en la present tesi.

Malgrat el gran aveng en el maneig i tractament de les persones amb ictus isquemic durant la fase
aguda generat per la fibrinolisi endovenosa, la trombectomia mecanica i I'ingrés a unitats d’ictus
multidisciplinaries especialitzades (Campbell BCV et al., 2019), molts pacients pateixen una
discapacitat neurologica greu en forma de déficits funcionals en la mobilitat, la visid i la parla. Cal
tenir en compte que tot i les altes taxes de recanalitzacid de I'artéria obstruida dels tractaments,

no tots els pacients amb ictus isquemic els poden rebre per contraindicacions o per estar fora de
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la finestra temporal d’administracio. A més, hi ha un periode de temps entre linici dels
simptomes i la recanalitzacié que implica el desenvolupament de la lesié en el parénquima

cerebral (Olivé-Gadea M et al., 2022).

A Espanya, tan sols durant el primer any, l'ictus suposa un cost de 27.711€, uns 5.850€ son
despeses hospitalaries i els altres 18.000€ estan destinats a la rehabilitacié i atencié dels pacients
gue pateixen alguna discapacitat (Truelsen et al., 2005). Davant d’aquesta situacid, més enlla de la
fase aguda es necessita parar atencid a altres aspectes que millorin el pronostic i la qualitat de
vida dels pacients, com el tractament rehabilitador, la terapia cognitiva i la millora de I'estat
emocional. També interessa el desenvolupament d’estrategies per a la reduccid de la incidéncia
d’ictus. En aquesta linia, “ I’Stroke action plan for Europe” de la societat europea d’ictus i de la
Stroke aliance for Europe planteja reduir el 10% del nombre absolut de nous ictus a Europa,
partint del coneixement dels factors de risc relacionats amb l'ictus i portant un control d’aquells

gue siguin modificables.

Per a l'ictus isquemic s’han descrit diversos factors de risc modificables i no modificables (Taula 1).
Un dels factors de risc no modificables més important és I'edat ja que lictus és una malaltia
clarament relacionada amb I’envelliment (Gorelick, 2004). Per altra banda, el sexe i la raca també
hi juguen un paper important, tenint una major freqliéncia d’ictus els homes (Brea et al., 2013) i
les persones de raca negra (Cruz-Flores et al., 2011). El factor genétic també pot influir, donat que
la historia familiar d’ictus en un familiar de primer grau s’associa a un major risc d’ictus
(Mvundura M. et al., 2009). Tot i aixi, es considera que l'ictus és una malaltia poligénica i
complexa en la qual tant factors externs com factors de susceptibilitat genética, poden donar lloc
a la malaltia. Un cas especific és la malaltia minoritaria anomenada CADASIL (Cerebral Autosomal
Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy) que és una MCV
hereditaria autosomica dominant causada per una mutacié del gen Notch3 i les seves principals
manifestacions cliniques consisteixen en migranya, episodis isquémics cerebrals recurrents,

demeéncia i trastorns neuropsiquiatrics.

D’interés per a la prevencid primaria, també s’han descrit factors de risc modificables. El més
rellevant és la HTA. Les persones amb nivells de pressio arterial inferior a 120/80 mmHg tenen la
meitat de risc de patir un ictus que les persones hipertenses (Lloyd-Jones D. et al., 2009). Seguit
de la HTA es troba la diabetis mellitus (DM) amb un increment entre 2 i 4 vegades el risc de patir

un ictus, especialment el d’etiologia aterotrombotica intracranial (Shou et al., 2015).
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La relacio de la dislipémia amb la isquémia cerebral, tot i participar en els processos
d’aterosclerosi, és menys evident que en la malaltia coronaria perd s’ha descrit una correlacié
entre l'increment del risc de patir un ictus i I'augment del colesterol total. Per contra, el risc

disminueix en les persones amb nivells elevats de colesterol HDL (Soyama et al., 2003).

Les cardiopaties poden trobar-se fins a un 41% dels pacients amb ictus (Marti-Vilalta & Arboix,
1999), sent la FA la font emboligena més prevalent. En la ultima decada els ictus isquémics

relacionats amb aquest tipus d’arritmia s’han multiplicat per tres (Yiin et al., 2014).

Els estils de vida i els habits toxics també sén rellevants en l'ictus isquémic. Aixi, consums
d’alcohol diari superiors a 60 grams (Reynolds et al., 2003), el tabaquisme amb relacidé directa
amb el consum paquets-any (Viveca M. Bhat et al., 2008), I'obesitat (Y. Lu et al., 2014), la manca
de dieta mediterrania (Estruch R et al., 2013) i el sedentarisme (Wendel-Vos et al., 2004) estan

relacionats amb un risc més elevat de patir un ictus isquémic.

Taula 1. Factors de risc no modificables , modificables i genétics relacionats amb I'ictus isquéemic.

FACTORS DE RISC VASCULAR

NO MODIFICABLES

Sexe masculi
Edat
Raca

Antecedents familiar de cardiopatia isquémica precog

MODIFICABLES

Hipertensio arterial
Diabetis mellitus
Dislipemia
Cardiopaties (FA)
Consum de substancies (alcohol i tabac)
Obesitat

Dieta i activitat fisica

GENETICS

Malaltia poligénica, CADASIL

Abreviatures: FA: fibril-lacié auricular; BNP: péptid natriuretic cerebral.
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1.1.3 Diagnostic de l'ictus isquémic

El procés diagnostic en pacients amb sospita d’ictus ha d’incloure els seglients passos: revisio de

la historia clinica, exploracié general i neurologica i exploracions complementaries.

L'obtencié de la historia clinica del pacient amb ictus és usualment la primera i la part més
important de I'avaluacid diagnostica on es determinara el diagnostic d’ictus o AIT previs i
s’observara la preséncia de FRV modificables, aixi com la presencia d’antecedents d’altres

trastorns que puguin causar o influir en la simptomatologia del pacient.

Posteriorment, es duu a terme una exploracio general en la qual es fa un examen fisic del pacient
on es determinen els signes vitals com la pressid arterial, el pols, el ritme respiratori i la
temperatura corporal. Després, s’efectua I'examen neurologic inicial mitjancant I'escala de
severitat de I'ictus NIHSS (sigles en anglés de National Institute of Health Stroke Scale) que és una
escala que ha sigut ampliament utilitzada perque permet una valoracié eficient, valida i
reproduible de diversos components claus de la valoracié neurologica i, a més, és una mesura

fiable de la gravetat de l'ictus i esta validada en la poblacié espanyola (Montaner J, 2006).

Finalment, les proves complementaries necessaries per a |’estudi d’'un pacient amb ictus inclouen
proves bioquimiques, radiologiques, ultrasonografiques i cardiaques que estan destinades a
I’exclusié d’entitats cliniques que simulen un ictus, a la deteccié de la isquémia cerebral aguda o
déficits en la perfusié aguda i a la investigacié de l'etiologia de I'ictus (Guia SCN, malalties

vasculars, 2018) (Taula 2).

Taula 2. Proves complementaries del diagnostic de I'ictus

Bioquimiques Radiologiques Ultrasonografiques Cardiaques
Analitica de sang Tomografia Ecografia Monitoritzacio
computeritzada doppler-duplex Holter
Ressonancia Ecografia Electrocardiograma
magneética transtoracica
Angio-RM
Angio-TC

Abreviatures: RM: ressonancia magnética; TC: tomografia computeritzada
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Les proves radiologiques son imprescindibles per al diagnostic i la seleccié de pacients candidats
per a terapies de reperfusié en la fase aguda. La tomografia computeritzada (TC) i la ressonancia
magneética (RM) sén les principals exploracions de neuroimatge en la isquémia cerebral. A
vegades, durant les primeres hores des de l'inici dels simptomes no es poden observar lesions
isquémiques agudes en la TC, pero si que es pot detectar la preséncia d’hemorragies intracranials
i d’altres malalties que entren en el diagnostic diferencial de I'ictus com els tumors intracranials.
Estudis publicats en la primera década del segle XXI com el d’Adams i els seus col-laboradors, I'any
2007, van evidenciar que encara que les lesions isquémiques no poden observar-se en la TC
durant les primeres hores en aproximadament dos tercos dels pacients amb sospita d’ictus, es
poden detectar signes precocos o indirectes d’isquémia com ara el signe de I’artéria hiperintensa,
la pérdua de diferenciacié entre la substancia blanca i grisa i I'esborrament dels solcs corticals
(Adams et al., 2007). En els darrers anys, la utilitzacié de la TC multiparameétrica ha revolucionat el
maneig dels pacients amb ictus. Aquestes exploracions permeten identificar obstruccions
intracranials i déficits de perfusid que orienten si el teixit esta en situacid de penombra o en
situacié de probable necrosi, el que s’Tanomena core isquémic (Etherton MR et al., 2018). La
penombra es defineix com un teixit cerebral que rep un flux sanguini disminuit produint una
alteracio funcional pero no estructural en les cél-lules cerebrals. Aquest teixit estar en risc d'una
mort irreversible pero és potencialment viable si s’apliquen tractaments de reperfusiéo de manera

precocg (Baron, 2021).

La prova principal per a la deteccié d’isquémia aguda, inclos als pacients amb clinica transitoria és
la RM amb la seqiiéncia de difusié (DWI). Aquesta técnica permet identificar les arees d’isquémia
en interpretar com a arees hiperintenses les regions amb déficit de difusié de les molecules
d’aigua com a conseqiiencia de I'edema citotodxic secundari al deéficit metabolic per isquémia
(Jauch et al., 2013). Semblant, a la TC multiparametrica, la RM cranial també permet fer estudis
de perfusio per a detectar arees de penombra isquéemica i aixi guiar el tractament en la fase aguda

de l'ictus.

1.1.4 Tractament de lictus isquémic en la fase aguda

En les primeres hores des de I'aparicid dels simptomes de I'ictus isquemic, la intervencié clinica és
primordial per poder millorar el pronostic dels pacients, degut a qué existeix una correlacié
gairebé exponencial entre la durada de la isquémia i el dany del teixit cerebral. D’aqui I'eslogan

“Temps és cervell” (Saver JL, 2006).
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Per a la restauracié del flux sanguini cerebral en la fase aguda de la isquémia cerebral es pot
utilitzar el tractament fibrinolitic endovends (Berge et al.,, 2021) o la trombectomia mecanica

(Turc et al., 2019) que es poden administrar de forma aillada o en combinacio.

El tractament fibrinolitic és un tractament farmacologic que consisteix en I'administracié de
I'activador tissular del plasminogen (sigles en angles: rt-PA). Aquesta moléecula activa la conversié
del plasminogen a plasmina degradant la fibrina i per tant afavorint la dissolucié del coagul. Fins
fa pocs anys només es podia administrar durant les primeres 4,5 hores des de l'inici dels
simptomes (Berge et al., 2021). Recentment, la publicacié dels assaigs clinics EXTEND (Ma H et al.,
2019) i WAKE-UP (Thomalla G et al., 2018), juntament amb el metanalisi del grup “Onset Stroke
Thrombolysis Trials Investigators” (Thomalla G et al., 2020), que inclou dades de 843 pacients
procedents dels assaigs clinics citats i d’estudis amb criteris d’inclusié i metodologia de
neuroimatge similars, ha permés ampliar la finestra terapéutica de I'administracio del farmac fins
a les 9 hores, alhora que planteja la seva administracié en aquelles persones que no se sap I'hora
d’inici dels simptomes. La decisio de la seva administracié més enlla de les 4,5 hores es basa en la
demostracié mitjancant proves de neuroimatge avancades d’arees de penombra potencialment

viables.

La trombectomia mecanica, consisteix en la recanalitzacié del vas sanguini obstruit mitjangant
I’extraccié del coagul utilitzant catéters endovasculars. Els primers estudis van evidenciar una
finestra terapéutica més extensa que I'rt-PA (fins a les 6 i 8 hores) (Bracard S et al., 2016) amb
unes taxes de recanalitzacid significativament més elevades (entre el 50 i el 70%) que s’associen a
un millor pronostic funcional en persones amb ictus potencialment greus per oclusions
intracranials proximals. Si no hi ha contraindicacions per a I'rt-PA, totes dues estratégies
terapeutiques es poden combinar. De la mateix manera que amb I'rt-PA, la utilitzacié de proves
de neuroimatge avancades permet ampliar la finestra temporal terapeutica de la trombectomia
mecanica fins a les 24 hores segons els estudis DAWN (Nogueira et al., 2018) i DEFUSE
(Berkhemer et al., 2015; Bracard et al., 2016; Campbell et al., 2015; Goyal et al., 2015; Jovin et al.,
2015).

Aqguesta evidéncia cientifica ha permés canviar els criteris d’activacié del Codi Ictus. Segons la
nova instruccid de I'Institut Catala de la Salut 01/2022 el criteri temporal d’activacioé s’amplia fins

les 24 hores, incloent també els casos d’inici incert i/o els ictus del despertar.
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1.1.5 Maneig del pacient amb ictus isquémic en la fase post-aguda

Existeixen diversos estudis que suggereixen, des de fa varies decades, que la recuperacid
neurologica després de patir un ictus es produeix durant els tres primers mesos post-ictus amb un
pic de recuperacioé en les primeres 4-6 setmanes, com van demostrar a I'estudi Framingham que
és un estudi de cohorts de llarga duracié que encara esta en actiu (Gresham G. et al., 1995; Wade
DT. et al.,, 1985). En alguns casos, es pot observar una millora fins als 6 mesos, amb un
percentatge del 5% dels pacients que encara pot continuar millorant en el transcurs del primer

any (Palomino Aguado B., 2010).

La recuperacié neurologica segueix un patré diferent a la recuperacioé funcional i a la discapacitat.
Edwardson i col-laboradors van confirmar que hi ha una gran varietat de factors que influeixen en
el pronostic de l'ictus, com poden ser: I'edat, la gravetat i el mecanisme de l'ictus, la localitzacié
de la isquémia cerebral, comorbiditats, complicacions, aixi com un bon compliment del programa

de rehabilitacié (Edwardson M, 2022).

La gravetat de l'ictus pot avaluar-se mitjancant la valoracié del grau d’afectacié neurologica en les
funcions cognitives-conductuals, el déficit del camp visual, el déficit motor i les alteracions en el
llenguatge. La utilitzacié d’escales de valoracid de l'ictus, és molt Util, ja que milloren la precisié
del diagnostic, permeten determinar la viabilitat de tractaments especifics i poden monitoritzar
els canvis en el dany neurologic, aixi com la seva recuperacid. L'escala de valoracid global del
deficit neurologic més utilitzada és I’escala NIHSS, anomenada anteriorment. Aquesta escala és
util per predir la recuperacié neurologica del pacient, de forma que, a les 24h post-ictus una
puntuacié del NIHSS <6 prediu una bona recuperacid i una puntuacié del NIHSS > 16 prediu

probabilitat de mort o discapacitat greu.

Una altre instrument molt utilitzat i complementari a I'escala NIHSS, és |'escala modificada de
Rankin (mRS) (Van Swieten et al., 1988). Aquesta escala valora el grau de discapacitat global i
assigna una puntuacid entre el 0 i el 6 basant-se en el nivell d’independéncia. S’assigna una
puntuacié de 0 a les persones sense cap mena de discapacitat. En canvi, una puntuacié de 5
s’interpreta com un alt grau de discapacitat i en els casos de mort s’assigna una puntuacio de 6.
Raymond i col-laboradors, I'any 2008, van establir la seglient categoritzacié de |'escala per a
diferenciar el grau d’autonomia dels pacients: mRS <2, no discapacitat greu o autonomia i mRS >

2, discapacitat rellevant (Raymond S. et al., 2008).
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L'avaluacié de l'estat cognitiu i funcional del pacient de manera precoc¢ en els primers dies i
setmanes seglients a lictus ha mostrat tenir un impacte molt positiu en els resultats de la
rehabilitacio (Andrew Evans et al., 2002), ja que és essencial per establir un tractament
individualitzat. També s’ha observat una gran millora per fer les activitats basiques de la vida
diaria (ABVD) i una reduccié de la discapacitat si els pacients son tractats en unitats
especialitzades d’ictus (W. W. Zhang et al., 2014). Comparada amb les unitats de rehabilitacio
general, la rehabilitacié coordinada i organitzada en una unitat d’ictus ha demostrat reduir la
mortalitat i I'estancia hospitalaria i augmentar la independéencia funcional i la qualitat de vida dels

pacients (Foley N. et al, 2007; Wiley & Ltd, 2013).

Una vegada avaluada la gravetat de l'ictus, s’ha de comencar la rehabilitacié el més aviat possible
en aquells casos que no hi hagi pérdua de consciencia. La rehabilitacié del pacient amb ictus és un
procés progressiu, dinamic i limitat en el temps que esta orientat a I'objectiu final de tractar i/o
compensar els déficits i la discapacitat funcional produides després de l'ictus, facilitant aixi la
independéncia i la reintegracid en I'entorn familiar, social i laboral del pacient. Generalment,
necessiten rehabilitacid per déficits persistents que s’associen a la pérdua de funcionalitat de
I’extremitat superior o inferior, problemes en la mobilitat o la marxa, disfagia, alteracions de la

visid i alteracions en el llenguatge.

El programa rehabilitador de lictus és un procés complex que requereix un abordatge
multidisciplinar de les deficieéncies sensorials, motores i/o neuropsicologiques existents i que
determinen el grau de discapacitat després de la rehabilitaciéd post-ictus. En el tractament i la
presa de decisions hi ha d’estar implicats activament el pacient i els cuidadors i familiars (Duarte
E. et al., 2010). Linici i la intensitat del programa rehabilitador son predictors importants dels
resultats en la recuperacié del pacient després de I'ictus (Wiley & Ltd, 2013) i s’ha demostrat que
Iinici precog i la terapia intensiva milloren els resultats funcionals. Tant la implicacié del pacient
com de la familia en la planificacié i execucié dels objectius, tenen un paper important en el
programa de rehabilitacié després de l'ictus. L’inici del tractament rehabilitador durant les
primeres 24-72 hores després de I'ictus esta ben tolerat i no comporta efectes adversos. Pel que
fa a la intensitat del tractament rehabilitador, s’ha demostrat que augmentant el temps de
terapia en els sis primers mesos post-ictus es millora significativament la independéncia en les
ABVD i la capacitat de la marxa dels pacients (Hebert et al., 2016). Segons la guia NICE del 2013
s’han de realitzar sessions d’almenys 45 minuts de terapia durant un minim de 5 dies a la setmana

(NICE, 2013).
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Encara que el major grau de recuperacié neurologica dels déficits té lloc durant els primers tres
mesos i la recuperacié funcional durant els 6 mesos posteriors a l'ictus, si hi ha discapacitat, s’ha
de mantenir el tractament rehabilitador durant el primer any, sempre que hi hagi objectius
funcionals. Tot i aixi, els programes rutinaris de rehabilitaci6 que duren més d’'un any no
demostren una eficacia significativa. No obstant, els pacients han de seguir tenint accés als serveis
de rehabilitacié durant la fase cronica ja que poden requerir de tractaments puntuals i de curta

durada per tornar al nivell funcional previ a I'ictus (NICE, 2013).

1.2 La Unitat Neurovascular, I’entorn cel-lular del mecanisme fisiopatologic de l'ictus
isquémic

A part de les terapies destinades a la reperfusié encara queda un llarg cami per aconseguir
estrategies terapeutiques que evitin el dany post-reperfusio i que permetin, després de la fase
aguda, una millora en la plasticitat cerebral. Aixi, més enlla del coneixement clinic sobre els
simptomes i I'evolucid dels pacients amb ictus cal un coneixement dels processos fisiopatologics

gue esdevenen durant la isquémia aguda.

En els dltims anys s’ha introduit el concepte de la UNV que és la unitat estructural i funcional del
sistema nervids central (SNC). La UNV esta composta per neurones, cel-lules glials (astrocits,
microglia i oligodendrocits) i cel-lules vasculars (pericits, cel-lules endotelials i lamina basal)
(Posada-Duque et al., 2014) (Figura 3). En condicions fisiologiques els components de la UNV sén
els encarregats del bon funcionament de la barrera hematoencefalica (BHE) i, aixi mateix, una
bona interaccid entre els diferents components permet el correcte funcionament dels processos
cerebrals (Abbott et al., 2006; Yamazaki & Kanekiyo, 2017) i garanteix el subministrament de
glucosa i oxigen al cervell (Sweeney et al., 2018). Tot i que, tots els components de la UNV tenen
un funcié especifica per tal de mantenir la homeostasis del SNC, la majoria de funcions estan

interrelacionades.
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Figura 3. Components de la unitat neurovascular: unitat estructural i funcional del SNC format per
cél-lules endotelials, pericits, astrocits, microglia i neurones.

La pérdua de la funcionalitat de la UNV es pot donar en diferents patologies del SNC com el
traumatisme cranioencefalic, I'esclerosi multiple, I'ictus hemorragic i I'ictus isquémic (Dirnagl,
2012; Eilam et al., 2018; Keep et al., 2014; Tao et al., 2017). Concretament, després d’un ictus
isquemic es produeix un desequilibri dels diferents components de la UNV desencadenant una
resposta inflamatoria deguda a la secrecié de citoquines, quimiocines i molécules d’adhesio.
Aquest fet provoca un augment de la permeabilitat de la BHE i es produeix el reclutament de
cél-lules del sistema immune periféric a la zona isquémica. Per aquest motiu, les noves estratégies
terapeutiques de l'ictus isquemic estan enfocades en mantenir el bon funcionament de la UNV i

aixi poder reduir el dany cerebral i obtenir un millor pronostic.

1.2.1 Mecanismes fisiopatologics de I'ictus isquemic: la cascada isquémica

El cervell conté reserves energétiques relativament baixes, de manera que, constantment
necessita que hi hagi un subministrament d’oxigen i glucosa per poder obtenir energia en forma
d’adenosina trifosfat (ATP). Quan hi ha una oclusié d’un vas sanguini i conseqlientment una
disminucié del flux sanguini cerebral no es pot mantenir el metabolisme de les cel-lules i s’activen

una seérie de mecanismes que desencadenaran el que s’anomena cascada isquemica, la qual
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esdevindra amb la mort neuronal del teixit afectat per la falta d’irrigacié sanguinia (Torregrosa G.

et al., 2008).

Durant la cascada isquémica produida després d’un ictus hi ha una seqliencia temporal de
successos que inclouen una fallada energetica seguida d’excitoxicitat, estres oxidatiu a través de
I'alliberacié de radicals lliures, lesid microvascular, pérdua de funcionalitat de la BHE, canvis
inflamatoris i finalment mort cel-lular de les cel-lules que formen la UNV (Figura 4). La
recanalitzacié de I'artéria obstruida i la reperfusio del teixit és de vital importancia per restablir la
funcid cerebral, encara que a vegades es pot produir un dany secundari a aquesta reperfusié. Els
processos que formen la cascada isquémica poden durar des de minuts a dies, i fins i tot, poden
ocorrer encara que ja s’hagi restablert la circulacié sanguinia de la zona afectada (Brouns & De

Deyn, 2009).

o s Estrés oxidatiu
Excitoxicitat

Fallada energética

Dany microvascular

Minuts Hores Dies

Progressio del dany isquemic

Figura 4. Seqiiéencia temporal dels successos que tenen lloc durant la cascada isquemica. La cascada
isquémica és un procés on es produeix un fallada energética, seguida de excitoxicitat, estrés oxidatiu,
lesions microvasculars, inflamacid i pérdua de la funcionalitat de la BHE. Figura adaptada de: (Brouns & De
Deyn, 2009).

A continuacid es detallen els diferents successos que tenen lloc durant la cascada isquémica:

Fallada energética i excitoxicitat

Primerament, quan es produeix I'oclusié d’una arteria cerebral i hi ha una disminucid de I'oxigen i
la glucosa, es produeix un descens important dels nivells d’ATP, esgotant el reservori cel-lular, de

manera que és molt dificil mantenir la homeostasi ionica. Hi haura una alteracié dels mecanismes
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dependents d’ATP, principalment de les bombes ioniques de Na*/K*. Aquesta fallada energética
produeix una caiguda del K" intracel-lular induint una despolaritzacidé axonica a les céel-lules
neuronals i glials, el que comportara una apertura dels canals de Ca®* i com a conseqiiéncia
s’alliberara glutamat al medi extracel-lular (Turley et al., 2005). Aquest glutamat s’uneix als
receptors post-sinaptics, com el receptor N-Metil-D-Aspartat (NMDA), que provocara un
increment de Na* i Ca?* i consequientment hi haura una despolaritzacié de les neurones post-
sinaptiques (Chen et al., 2002; Ovbiagele et al., 2003). L’exitoxicitat és un procés on els receptors
associats als canals idnics produeixen una entrada massiva de Ca2+ al medi intracel-lular, donant
lloc a una entrada passiva d’aigua a l'interior cel-lular provocant un edema. Es produira una mort
irreversible de les neurones per mecanismes que impliquen proteines dependents de Ca%* com
les calpaines, la fosfolipasa cel-lular A2, les quinases i les endonucleases, de manera que
I’exitoxicitat i la sobrecarrega de Ca2+ intracel-lular sén els principals factors que contribueixen a

la mort cel-lular en les fases inicials de la isquémia cerebral.
Estres oxidatiu

L’estres oxidatiu es defineix com un desequilibri entre la produccié de ROS (del anglés, Reactive
Oxygen Species) i la seva capacitat d’eliminacié per part d’un sistema biologic. Durant I'oclusié
d’una artéria cerebral, la falta d’oxigen i glucosa impedeix la produccid d’ATP produint un
augment de la concentracid intracel-lular de Ca2+. Aix0, causara una produccié massiva de ROS
degut a la despolaritzacié de la membrana mitocondrial (Drése & Brandt, 2012; Shenoda, 2015).
Tenint en compte que el cervell té una baixa activitat antioxidant i pocs mecanismes de reparacid,
I'acumulacié de ROS acabara produint dany en les proteines, els lipids i els acids nucleics (Li et al.,

2018). Aquest fet pot donar lloc a lesiéd o mort neuronal (M. Lu et al., 2014; Xing et al., 2017).
Inflamacio

Durant la isquémia cerebral s’activen diferents cel-lules immunitaries residents al SNC i es
desencadena una resposta inflamatoria. La microglia és el primera en actuar enfront la isquémia
cerebral seguida per un augment de les cel-lules dendritiques, els macrofags i els limfocits. En el
core isquemic la microglia s’activa principalment per les senyals d’exitoxicitat generades durant la
cascada isquemica (Murugan et al., 2013). En la zona de la penombra, I'activacié de la microglia es
produeix per molécules o lligands endogens associats a perill (DAMPs, del anglées Damage-
Associated Molecular Patterns) (Neher et al., 2013). Durant aquest procés, també es produeix una
alliberacié de citoquines proinflamatories i de radicals lliures provinents de les cél-lules
immunitaries, els quals augmenten la resposta inflamatoria i incrementen la propagacié de la

resposta immunitaria (Huang et al., 2006).
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Pérdua de funcionalitat de la barrera hematoencefalica

La BHE és una proteccié formada per cél-lules endotelials que separa el SNC del torrent sanguini i
que s’encarrega de regular el transit de fluids, soluts i cel-lules mantenint una homeostasi i un
correcte funcionament neuronal (Liebner et al., 2018; Zlokovic, 2008). En condicions normals es
produeixen canvis en la permeabilitat de la BHE que permeten I'entrada d’aigua, nutrients i
oxigen als teixits, no obstant, en situacions patologiques com en una MCV es produeix un
augment de la permeabilitat de la BHE permetent I'entrada de substancies perjudicials pel teixit
cerebral (Sweeney et al.,, 2018; Sweeney et al.,, 2019). Aquest augment de la permeabilitat
produida després d’un ictus isquemic, s’associa amb canvis en la homeostasi idnica i de I'aigua
afavorint la formacié d’un edema cerebral (Dharmasaroja, 2016; Stokum et al., 2016). Una altra
de les causes de la pérdua de funcionalitat de la BHE després de l'ictus és la infiltracid i
I'acumulacié de cel-lules immunes periferiques en el paréenquima cerebral, promovent la
progressié del dany isquemic (Gelderblom et al., 2009). També s’ha observat que la disfuncié de la
BHE s’associa a un pitjor pronostic i es relaciona amb la transformacié hemorragica i un augment
de la mortalitat després del tractament agut amb rt-PA (Jickling et al., 2014; Xinchun Jin & Jie Liu,
2014).

Dany microvascular

La isquémia cerebral també afecta a la microvasculatura a través de I'augment de la permeabilitat
de les cel-lules endotelials dels vasos sanguinis. Aquesta lesié endotelial, redueix I'alliberacio
d’oxid nitric i prostaciclina i augmenta la produccié d’entodelina-1. L'endotelina-1 és un potent
vasoconstrictor que incrementa el to vascular afectant a la quantitat de flux sanguini que arriba a
la zona de la isquemia cerebral contribuint a un increment del dany tissular (Del Zoppo &

Mabuchi, 2003).
Mort cel-lular

La isquemia cerebral, finalment, déna lloc a la mort neuronal. La mort cel-lular en el core de la
isquémia es produeix per necrosis (Nicotera et al., 2000), en canvi en la zona de la penombra

isquémica la mort es produeix per apoptosis.

La necrosi és un mecanisme passiu de mort neuronal el qual té lloc de manera desordenada degut
a una disminucid brusca dels nivells d’ATP. Per altra banda, I'apoptosi és un procés de mort
cel-lular programada amb la qual s’eliminen les cél-lules que no poden ser reparades i que podrien

incrementar el dany tissular produit. Les caspases que s’expressen constitutivament en les
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cél-lules cerebrals adultes s’activen a través d’una via de senyalitzacié de manera seqliencial i

actuen en cascada per expulsar la cél-lula apoptotica (EImore, 2007; Yuan & Yankner, 2000).

1.3 Estrategies de recerca de biomarcadors de pronostic

Un dels majors reptes de la medicina actual és intentar estimar el risc de patir un esdeveniment
patologic en una persona sana. El National Institutes of Health (NIH) va definir el terme
biomarcador com un indicador de processos biologics normals, de processos patologics o com a
una resposta farmacologica a una intervencid terapeutica. Existeixen diferents tipus de
biomarcadors: diagnostics, pronostics i terapéutics (Martin-Ventura et al., 2009). El biomarcador
ideal ha de ser especific, sensible, predictiu, rapid i economic, estable in vivo i in vitro, no invasiu, i
gue tingui suficient rellevancia preclinica i clinica per poder modificar les decisions relatives al

procés patologic al qual s’aplica (Igbal et al., 2013; Martin-Ventura et al., 2009).

En les darreres décades s’han destinat molts esforcos en la recerca de nous biomarcadors
sanguinis i de neuroimatge per tal de millorar el diagnostic, el pronostic i I'establiment de

I’etiologia dels pacients que han patit un ictus.

1.3.1 Biomarcadors de neuroimatge

Actualment, qualsevol caracteristica que es pugui detectar en un estudi d’imatge es pot utilitzar
per quantificar processos biologics. Mitjangant técniques de neuroimatge avangada s’han pogut
desenvolupar biomarcadors de patrons diferencials en aspectes estructurals i funcionals de
I’encéfal, que recolzen i milloren la precisié del diagnostic i pronostic d’'una patologia especifica

(Taula 3).

Els biomarcadors de neuroimatge inclouen mesures de volum de diferents zones del cervell
(hipocamp, substancia gris...), la localitzacié d’una lesid isquémica aguda o cronica i I'estudi de la
permeabilitat de la BHE. La recerca d’aquests marcadors es pot dur a terme mitjancant tecniques
de neuroimatge estructural amb la que s’observa una visid estatica del SNC, o tecniques de
neuroimatge funcional les quals proporcionen una visié dinamica del funcionament cerebral. Una
de les tecniques més ampliament utilitzada tant en investigacié com en la practica clinica habitual
és la ressonancia magneética estructural (RMs) i en les Ultimes dos décades s’han introduit la DWI,
la tractografia, la ressonancia magnética funcional (RMf) i la tomografia per emissié de positrons

(PET).
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La RM pot utilitzar-se per I'obtencié d’imatges estructurals que permeten conéixer el volum de
diferents arees cerebrals i també valorar si hi ha zones atrofiades o tumorals i, per I'obtencié
d’imatges funcionals que mostren les regions cerebrals implicades en una determinada tasca. Per
una altra banda, la DWI es basa en la deteccié in vivo del moviment de molécules d’aigua, que pot
estar restringida en determinades patologies com la isquémia cerebral. La tractografia, en canvi,
permet obtenir una imatge de les connexions neuronals i reconstruir tot el feix de substancia
blanca permetent I'estudi de la plasticitat cerebral i la reorganitzacié funcional després de patir
una lesié isquémica. La perfusié per RM és utilitzada per mostrar les arees del cervell irrigades i

ens dona informacié sobre el flux sanguini cerebral.

Per ultim, el PET, es considerada una de les técnica invasiva ja que s’ha d’injectar al pacient per
via intravenosa una substancia radioactiva, que indica la despesa metabdlica que tenen les
cél-lules donant informacié de I'activitat neuronal (hipo/hipermetabolisme). L'SPECT (tomografia
computeritzada d’emissid6 monofotonica), té la mateixa finalitat pero utilitza un radiofarmac

diferent.

Taula 3. Resum de les tecniques d’imatge per a la recerca de biomarcadors de neuroimatge

Tipus d’informacio Tecnica d’adquisicio Biomarcador d’imatge
Anatomica RM Localitzacio lesio, volum, atrofia
Estructural DW], tractografia Cel-lularitat, dany axonal

Funcional RMf Activacio cerebral (tasca especifica)
Dinamica RM perfusio Vascularitat, permeabilitat capil-lar,etc
Molecular PET, SPECT Receptors de metabolisme

Abreviatures: RM: ressonancia magnetica; DWI: ressonancia magnética de difusid; RMf: ressonancia
magnetica funcional; PET: tomografia per emissié de positrons; SPECT: tomografia computeritzada
d’emissié monofotonica.
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1.3.2 Biomarcadors circulants

Quan en un organisme es produeix una lesié o un dany hi ha diferents tipus de substancies que
son alliberades al torrent sanguini des dels diferents organs o teixits. Depenent de la zona on es
produeixi la lesid i la seva gravetat i intensitat, s’alliberen un tipus o un altre de substancies que
estan implicades de forma molt directa en el desenvolupament i I'evolucié del dany. Aquestes
molécules sdn conegudes com a biomarcadors circulants i s’utilitzen com a eines diagnostiques,
pronostiques o predictives de moltes malalties ja que sota diferents condicions patologiques com

pot ser l'ictus pateixen canvis en el seu patré d’expressio.

La identificacié de biomarcadors circulants metabolics ha guanyat interes en els dltims anys. Els
metabolits sén molécules que deriven del metabolisme cel-lular i poden ser intermediaries o el
producte final d’un procés bioldgic. Aquests biomarcadors poden estar presents en un fluid com
el plasma ja que existeix un intercanvi continu de molécules entre els teixits i els fluids de
I'organisme (Lanznaster D et al., 2018). Paral-lelament, la lipidomica que és una branca de la
metabolomica, estudia i caracteritza el conjunt de lipids cel-lulars, aixi com les seves interaccions i
funcions dins d’un organisme. L’estudi del perfil metabolic/lipidic es fa mitjancant una analisi de
metabolomica/lipidomica no dirigida (untargeted metabolomics) on l'objectiu és fer una
quantificacié aproximada encara que no precisa de tots els metabolits i/o lipids presents en el
metaboloma huma que poden ser diferents entre els individus o grups d’estudi. Actualment, tot i
els grans avencos en aquesta tecnologia no s’utilitza cap metabolit en la practica clinica habitual
qgue millori el diagnostic i pronostic d’un ictus isquemic, sind que és la utilitzacié de biomarcadors

proteics la practica que estar més estesa.

1.3.2.1 Biomarcadors circulants de I'ictus isquémic

Durant l'ictus isquémic, la identificaci6 de diferents molécules que participen en la cascada
isquémica podrien ser de gran utilitat com a biomarcadors en el maneig d’aquests pacients, perd
gran part d’aquests processos tenen lloc en els primers minuts després de I'oclusié vascular i, per
tant, dificilment es podran determinar en la practica clinica habitual. Tot i aixi, processos
posteriors, com la resposta inflamatoria post-ictus, I'activacio del sistema de coagulacio-fibrinolisi,
I’excitoxicitat o I'apoptosi, tenen un paper important en I’evolucié d’un ictus isquémic i es podrien

convertir en potencials biomarcadors.

S’ha observat que les molécules d’adhesié ICAM-1 i VCAM-1 estan implicades en la infiltracio de

leucocits al teixit cerebral abans de la resposta inflamatoria. Diversos estudis van analitzar els
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nivells d’aquestes molécules en mostres de sang periférica entre les 12 i les 72 hores des de l'inici
dels simptomes, pero els resultats no van ser homogenis. Blann i els seus col-laboradors, I'any
1999, van observar que hi havia concentracions elevades de VCAM-1 en la seva forma soluble

durant els cinc primers dies després de I’esdeveniment isquémic (Blann A et al., 1999) .

Per altra banda, I'expressio local de citoquines inflamatories (TNF-a, IL-1B, IL-6) i quimiotactils (IL-
8 i la proteina quimiotactica de monocits -1 (MCP-1)) promouen el reclutament i la migracié de
neutrofils i macrofags a la zona de la lesié isquémica. L'augment de I'expressié en sang de la IL-1 i
el TNF-a s’ha associat amb un dany cerebral més gran (Sairanen et al., 2001) igual que la citoquina
pro-inflamatoria IL-6, on concentracions altes es correlacionen amb volums d’infart més elevats i

un pitjor pronostic a llarg termini (Bustamante et al., 2014; Smith et al., 2004).

Tradicionalment, s’ha avaluat el paper d’una Unica molécula com a biomarcador, perd recentment
s’ha proposat determinar I'expressid d’un conjunt de molécules alhora, en un panell de
biomarcadors (Taula 4). Reynolds i col-laboradors van estudiar un grup de 50 biomarcadors en
sérum en una cohort de 223 pacients amb ictus i van proposar un model en qué quan 3 o més
molecules d’un grup de proteines [Proteina lligadora de calci beta (SB100), el factor de
creixement neurotrofic tipus B (BDNF), el factor von Willebrand (FYW), la metal-loproteinasa 9
(MMP9) i la MCP-1) estaven per sobre d’un punt de tall, la sensibilitat per predir un ictus isquémic
era del 92% i la especificitat del 93% durant les primeres 6 hores des de I'inici dels simptomes
(Reynolds et al., 2003). En un altre estudi, Laskowitz i col-laboradors van fer un altre model
incloent el BNP (Brain natriuretic peptide), la proteina C-reactiva (PCR), el dimer D (DD), la MMP-9
i el S100b que va presentar una sensibilitat del 81% i una especificitat del 70% per al diagnostic
d’un ictus isquemic enfront a un ictus mimic (Laskowitz et al., 2009). Aquest mateix panell de
biomarcadors havia estat proposat anteriorment per Lynch i col-laboradors (Lynch et al., 2004)

per diferenciar pacients amb ictus isquémic i pacients controls.

Taula 4. Principals panells de biomarcadors utilitzats per al diagnostic d’un ictus isquémic.

Biomarcadors Comparacié n Sensibilitat %  Especificitat %
Panell 4 de biomarcadors IS vs controls, <24h 222 90 90
Panell 5 de biomarcadors IS vs mimics, <6h 130 81 70
Panell 4 de biomarcadors IS vs mimics, <24h 654 85 34

El panell 4 de biomarcadors esta format per: S100B, vCAM, MMP-9 i FvW; El panell 5 de biomarcaodrs
inclou: BNP, PCR, DD, MMP-9 i S100B. Abreviatures: IS: ictus isquémic.Taula adapatada de Foerch et al.,
2009 (Foerch et al., 2009).
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Finalment, en la ultima década ha anat en augment el nombre de publicacions referents als canvis
metabolics i no només proteics relacionats tant en pacients amb ictus isquémic com en models
animals, tot i que encara no s’apliquen com a biomarcadors en la practica clinica habitual. En
aquest sentit, la taula 5 mostra els estudis avaluats en una revisié publicada I'any 2013, sobre la
metabolomica en lictus isquémic i els nous biomarcadors diagnostics i pronostics (Mauri

Capdevila et al., 2013)

Taula 5. Metabolits relacionats amb I'ictus isquémic.

Poblacié (pacients Mostra Alteracio Metabolits

ictus/control)

(Sattari et al., 2011) 60/54 Plasma Elevacio Taurina

Cisteina, S-adenosil-homocisteina, glutatié
Elevacid oxidat, acid hidroxieicosatetraenoic, acid

(Jiang et al., 2011) 67/62 Serum hidroxioctadecadienoic

Acid folic, tetrahidrofolat, adenosina,
Disminucio aldosterona, deoxocatasterona, sacarosa

6-fosfat, betanina

Elevacié Lactat, glicolat, piruvat, formiat
54/47 Plasma
(Jung et al., 2011) Disminucié Valina, metanol, glutamina
28/30 Orina Disminucio Creatinina, glicina, hipurat
(Kelly et al., 2008) 57/27 Plasma Elevacié F2-isoprostans
(Naccarato.et al., 2010) 10/8 Plasma Elevacio Anandamida
(Pilz et al., 2011) 61/3244 Serum  Disminucid Homoarginina

Taula adaptada de (Mauri Capdevila et al., 2013).

1.4 Ictus Minor, com a entitat clinica

Els pacients amb IM es caracteritzen per tenir un ictus amb poca simptomatologia clinica. Com
s’ha descrit en els apartats anteriors, la MCV ha estat protagonista de grans avencgos tant en les
eines diagnostiques i pronostiques com en els tractaments en la fase aguda. En aquest context,
I'IM ha presentat grans controvérsies tant en el seu propi concepte o definici6 com en el
tractament a aplicar. En molts estudis descriptius, I'IM ha anat lligat a I'AIT, és a dir, que s’han
combinat pacients amb poca simptomatologia i lesié aguda en la neuroimatge amb pacients
asimptomatics i sense lesid en el parenquima cerebral (Hankey, 2003; Shahjouei et al., 2021;
Weimar et al., 2009). Malgrat la poca simptomatologia, els pacients amb IM i AIT tenen un elevat
risc de recurréncia, especialment durant la primera setmana després de I'episodi inicial i sobretot
en les 48 hores segiients (Johnston et al., 2000; Purroy et al., 2007). Per aquest motiu, els pacients

amb IM i AIT sén protagonistes en els darrers anys d’assaigs de prevencid secundaria com el
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FASTER (Kennedy et al., 2007), el CHANCE (Y. Wang et al., 2013), el POINT (Johnston et al., 2018),
el SOCRATES (Johnston et al., 2016) o el THALES (Amarenco et al., 2021) que tenen I'objectiu de

millorar el diagnostic i pronostic d’aquests pacients.

La definicié d’IM no és homogenia ni esta estandarditzada. Per exemple, els tres primers assajos
de prevencié secundaria citats anteriorment van definir les persones amb IM com aquelles amb
un deéficit neurologic persistent en el temps amb una puntuacié igual o inferior a 3 en I'escala de
severitat de l'ictus NIHSS. En canvi, I'estudi THALES i el SOCRATES el van definir amb una
puntuacid maxima de 5 punts. Aquesta definicié també s’ha utilitzat en estudis observacionals
multicéntrics com el del registre del Pla director de Malalties cerebrovasculars de la Generalitat
de Catalunya (Font MA. et al., 2022). Finalment, els estudis de fibrinolisi han exclos en els seus
criteris d’inclusié els pacients amb IM definint-los com aquells amb una puntuacié igual o inferior
a 4 en I'escala NIHSS (Emberson et al., 2014; NINDS, 1995). Altres estudis defineixen un IM, com
aquells pacients que tenen una puntuacié maxima de 1 en cada item de I’escala NIHSS (Fischer et
al.,, 2010). Fins i tot, un recent estudi, el PRIMS, sobre I'efecte de I'rt-PA en aquest tipus de

pacients utilitza una puntuacié igual o inferior a 6 (Khatri P et al., 2018).

Com es mostra en la figura 5, la puntuacié de I'escala NIHSS pot oscil-lar entre 0 i 42 punts segons
la gravetat de l'ictus. En aquest context, potser s’hauria de definir aquests pacients com aquells
amb un ictus isquémic amb lesié aguda en la neuroimatge que no pateixen una discapacitat,
independentment de la puntuacio en I'escala NIHSS ja que hi ha simptomes amb més repercussié
sobre les ABVD que uns altres, com per exemple les alteracions del llenguatge o I'hemiparesia
(FerrariJ et al., 2021). Tot i aixi, és dificil concretar de forma sistematica quins simptomes s’han de

tenir en compte i quins no.

Puntuacié NIHSS Severitatictus Dany cerebral
0 No Ictus
0-5 Ictus Minor
6-15 Ictus moderat
16-20 Ictus moderat o sever
21-42 Ictus sever

Figura 5. Puntuacions del 0 al 42 en I'escala de severitat de I'ictus NIHSS (National Institute of Health Stroke
Scale). EI NIHSS és una eina que quantifica objectivament el deteriorament funcional causat per un ictus
isquemic. L'IM, en aquest cas, es classifica amb una puntuacié <a 5.
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1.4.1 Tractament de la fase aguda de l'ictus minor

El principal argument per excloure els pacients amb IM del potencial benefici de I'rt-PA ha estat el
fet que el risc o efectes de la transformacié hemorragica associada al tractament podria excedir
els simptomes menors dels pacients (Ferrari J et al., 2021). Tot i aixi, un de cada tres pacients amb
IM no sera funcionalment independent als 3 mesos de seguiment. Malauradament, pocs assaigs
clinics s’han centrat en aquest tipus de pacients. Segons dades d’'un metanalisi que va incloure 9
assaigs clinics es va observar que I'efecte positiu de I'rt-PA es manté en el grup de pacients amb
NIHSS basal inferior a 5 (Emberson et al., 2014), pero s’ha de tenir en compte que només van ser
inclosos els pacients amb IM amb una discapacitat rellevant. Aixi, en I’estudi ATLANTIS (Atlantis et
al., 2004) es van incloure pacients amb alteracié del llenguatge i alteracié visual malgrat tenir
puntuacions inferiors a 4 en I'escala NIHSS i, a I'estudi NINDS (Atlantis et al., 2004) es van excloure
els pacients amb simptomatologia aillada en forma d’ataxia, paralisi o parésia facial i alteracié
sensitiva. En I'estudi PRIMS que només es van incloure aquells pacients amb puntuacions en
I’escala NIHSS inferiors a 5 i simptomes sense repercussid sobre les ABVD no es va observar un
benefici significatiu del tractament amb rt-PA (Khatri P et al., 2018). Amb tota aquesta evidéncia,
tant la guia de “IEuropean Stroke Organitzation” com la guia de “I'’American Stroke
Organitzation” recomanen el tractament amb rt-PA en els casos d’IM associats a discapacitat o en

aquells pacients on seqlieles tinguin una repercussié sobre les ABVD o el retorn a la vida laboral.

A Catalunya, segons les dades del Pla director de la Malaltia Cereborvascular analitzades pel Cat-
SRC consortium, en el periode compres entre 2016 i 2020 es van activar 2975 codis ictus en
pacients amb una puntuacié del NIHSS inferior a 5 punts amb menys de 4,5 hores d’evolucié des
de I'inici dels simptomes. D’aquests 2975 pacients, només el 48,2% van rebre tractament amb rt-
PA. Els principals predictors per decidir si els pacients eren tractats van ser la puntuacié del NIHSS
entre 4i 5, el sexe femeni, arribar a I’'hospital el més aviat possible des de I'inici dels simptomes i

la preséncia d’una oclusid intracranial (Font MA. et al., 2022).

Per altra banda, els pacients amb puntuacions inferiors a 7 en I'escala NIHSS han sigut exclosos
dels grans assaigs de trombectomia mecanica (Goyal M et al., 2016). Com a conseqliéncia, hi ha
poques dades que recolzin aquest tractament en pacients amb IM tot i que tinguin oclusions
intracranials. De fet, les guies de la Societat Americana d’lctus només afirmen que es pot tractar
amb trombectomia mecanica aquest tipus de pacients. Destacar que aquesta situacid clinica d'IM
amb oclusid intracranial ha esdevingut en la realitzacié d’estudis amb nous farmacs com
I'activador del plasminogen tissular Tenacteplase. Aixi, I'estudi TEMPO 1, I’any 2015, va demostrar

la seguretat d’aquest farmac en un total de 50 pacients amb una puntuacié a I'escala NIHSS
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inferior a 5 punts (Coutts SB et al.,2015). En I'actualitat s’esta desenvolupant I'estudi TEMPO 2
amb la previsié d’incloure 1274 pacients atesos durant les primeres 12 hores de de I'inici dels

simptomes.

1.4.2 Ictus Minor, patologia susceptible a patir alteracions afectives i cognitives

Més enlla de la simptomatologia identificada en els diferents items de I'escala NIHSS, existeixen
altres aspectes que permeten avaluar millor la qualitat de vida dels pacients o que poden
identificar els pacients amb IM associats a una major discapacitat i que realment haurien de ser
candidats a terapies de reperfusié. Entre ells, cal destacar, I'estat emocional i el deteriorament

cognitiu.

La depressid és la complicacié neuro-afectiva més freqlient després d’un ictus (Carod Artal, 2006;
Dafer RM et al., 2008). Tot i aixi, poden apareixer altres simptomes com I'apatia, I'ansietat, la
irritabilitat, I'agitacio, les alteracions del son, les alteracions del comportament, la fatiga i els
simptomes psicotics (Angelelli et al., 2004; Carod Artal, 2006). La depressié post-ictus (DPI) és el
principal factor de mal pronostic en la recuperacié funcional després de I'ictus. Aquests pacients
tenen una pitjor qualitat de vida i una major mortalitat que pot ser fins a 10 vegades més elevada

que els pacients que no tenen DPI (Pohjasvaara T et al., 2001).

La DPI es defineix com un periode important i persistent d’un estat d’anim deprimit o una
disminucié de l'interés o el plaer per totes les activitats després de patir un ictus. El DSM-5
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — version 5) de I’Associacié Americana de
Psiquiatria (APA) categoritza la DPI com un trastorn depressiu degut a una altra afectacié médica,
en aquest cas l'ictus, de manera que la DPI pot considerar-se una forma de depressid vascular.
Aixi, per al seu diagnostic és necessari tenir evidencies per la historia clinica, per les troballes de
I’examen clinic i per les proves complementaries que la DPI és una conseqiiéncia fisiologica

directa de la lesié isquemica.

En la majoria d’estudis de DPI s’han exclos els pacients que han patit un IM, malgrat que aquest
subgrup de pacients també és vulnerable a aquesta malaltia (Carnés Vendrell et al., 2016). La
majoria d’estudis que han estudiat la DPI s’han centrat en determinar la seva prevalenca i els
factors de risc associats. La utilitzacié de proves de cribratge, temps d’avaluacio i dissenys d’estudi
diferents han fet que el rang de prevalenca sigui molt variable. Revisions sistematiques publicades
al respecte informen d’una prevalencga global del 33% (Hackett et al., 2005), que pot arribar fins al
40 % en pacients hospitalitzats (Williams, 2005). En el cas d’analitzar exclusivament els simptomes

depressius i no només el diagnostic de la depressid, la prevalenga pot augmentar fins al 78 % dels
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pacients (Snaphaan et al., 2009). Encara que la prevalenca de la DPI és molt elevada, normalment
esta infra-diagnosticada i infra-tractada. Es important coneixer els factors de risc associats per tal
de tractar-la de manera precog i aixi evitar les repercussions negatives que poden apareixer per al
pacient i el seu entorn. Un estudi publicat al 2016 va apuntar que els predictors de la DPI eren la
discapacitat després de l'ictus, el deteriorament cognitiu, la gravetat de l'ictus, la localitzacié de

lalesid i els FRV (Y. Z. Shi et al., 2016).

El curs de la DPI es manifesta de la mateixa forma en pacients amb ictus isquémic que tenen
puntuacions elevades en |'escala NIHSS que en pacients amb IM. Concretament, 3 de cada 10
pacients amb IM desenvolupen DPI durant el primer any. La majoria de pacients mostren DPl en la
fase aguda i un gran percentatge es recuperen en les avaluacions posteriors (Y. Z. Shi et al., 2016).
Moran i els seus col-laboradors van afirmar que la prevalenca de la DPI en I'etapa aguda de I'AIT i
I'IM és relativament alta seguida d’una disminucid al llarg del temps (Moran et al., 2014). Un bon
diagnostic i tractament farmacologic primerenc amb inhibidors de la recaptacié de la serotonina
son fonamentals per una bona recuperacié afectiva, cognitiva i funcional d’aquests pacients

(Morsund et al., 2019).

Malgrat que 'apatia ha estat menys avaluada, diferents estudis també han conclos que és una
complicacié molt prevalent després de patir un ictus i encara que pot apareixer com una entitat
propia i independent, la majoria de vegades es troba associada a la depressid i el deteriorament
cognitiu (Jorge RE et al., 2010). El diagnostic diferencial entre la DPI i I'apatia pot ser molt
complicat degut al solapament en la simptomatologia que existeix entre les dues patologies.
L’apatia és un trastorn de la motivacié que consisteix en una reduccié quantitativa de la conducta
dirigida a objectius, com ja va conceptualitzar Robert Marin al 1991 (Robert S. Marin et al., 1991).
Els pacients mostren una péerdua o disminucié de la motivacio, la preocupacié i l'interes, que es
tradueix en una disminucid de la iniciativa, de la interaccid amb I'entorn i de |'activitat social.
Aquesta condicié psicologica ha tingut poc interés en comparacié a altres alteracions que
apareixen després d’un ictus, com el deteriorament cognitiu i la depressid, encara que també s’ha
vist que té una elevada prevalenca i afecta negativament al procés de recuperacié funcional i de
readaptacié familiar i social del pacient (van Dalen et al., 2013). Segons els estudis, I'apatia post-
ictus (API) es situa entre el 19% i el 50% dels casos, depenent de la mostra, el moment evolutiu en
qué s’efectua la valoracié i I'escala utilitzada per a la seva avaluacié (Brodaty et al., 2005). No
només aixo, sind que entre un 36% i un 41 % dels pacients que presenten API en la fase aguda de
Iictus la mantenen en el primer any de seguiment (Mayo NE et al., 2009). No obstant, en la major

part dels casos 'apatia apareix en la fase subaguda i cronica del ictus (Angelelli et al., 2004).
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En la majoria d’estudis el diagnostic de la DPI i I’API s’ha realitzat en base al manual DMS-5 en
combinacid amb altres escales de cribratge i avaluacid. Les escales més utilitzades per a
I'avaluacié de la DPI sén I'Inventari de Depressido de Beck (BDI), I'Escala d’Ansietat i Depressio
Hospitalaria (HADS), I'Escala de Depressié de Hamilton (HAMD) i I'Escala de Depressid de
Montgomery-Asberg (MADRS) (Salter et al., 2007). En el cas de I'avaluacié de I'apatia I'instrument

més utilitzat és I'Escala d’Avaluacid de I'Apatia clinica (AES-c) (Brodaty et al., 2005).

El deteriorament cognitiu lleu (DCL) és un estat entre el deteriorament cognitiu esperat degut a
I’envelliment normal i un deteriorament més greu com la demeéncia. EI DCL es caracteritza per una
pérdua de memoria, capacitat del llenguatge, atencid o percepcié visual/espacial en persones que
encara mantenen la capacitat de realitzar de forma independent la majoria d’ABVD. A finals de la
primera decada del segle XX es va ampliar el concepte de DCL dividint-lo en 4 subtipus segons si
afectava exclusivament a la memoria (DCL amnésic de domini Unic), a multiples dominis cognitius
inclos la memoria (DCL amneésic de domini multiple), a una sola funcié cognitiva que no fos la
memoria (DCL no-amneésic de domini Unic) o afectacié de diversos dominis cognitius, excepte la

memoria (DCL no-amnésic de domini multiple) (Rockwood & Erkinjuntti, 2003).

Recentment, s’ha proposat el terme deteriorament cognitiu vascular (DCV) per agrupar un ampli
espectre de trastorns cognitius d’origen vascular amb simptomatologies i cursos evolutius
diferents. Concretament, el deteriorament cognitiu després d’un ictus isquémic ha estat molt
investigat des de la decada dels 80. Les xifres de prevalenga indiquen que el deteriorament
cognitiu post-ictus pot oscil-lar entre el 35,2% i el 87 % dels pacients (Terroni et al., 2012), dels
quals un 25-31 % poden arribar a patir demencia post-ictus (Oksala et al., 2009). A més, s’ha
observat que fins un 55% dels pacients amb ictus tenen alteracions en almenys un domini cognitiu
qguan s’aplica una bateria neuropsicologica completa (BNPc) (Madureira et al., 2001). Per altra
banda, l'ictus augmenta el risc de patir demencia entre 4 i 12 vegades (O’Brien et al., 2003;
Petersen et al., 2001) i segons Petersen i els seu col-laboradors (2003), el DCL no-amnésic de

domini multiple és el que esta més relacionat amb la demencia vascular (Petersen, 2003).

Tot i que existeix un consens en la importancia de I'associacid entre I'ictus i el DCL, els resultats
poden variar molt d’un estudi a un altre, ja que la composicid de les cohorts, la varietat dels
dissenys experimentals i els diferents tests utilitzats per a I'avaluacid, varien significativament

entre els diferents estudis, de manera que la generalitzacid dels resultats és molt complexa.
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Per a l'avaluacié del DCL s’utilitzen escales de cribratge cognitiu com el Mini-Mental State
Examination (MMSE) o I’Avaluacié Cognitiva de Montreal (MoCA) tot i que aquests tests no
permeten I'estudi de déficits cognitius especifics (Nys et al., 2005). En particular, per a I'avaluacié
de deteriorament cognitiu post-ictus la sensibilitat i especificitat és més elevada en el MoCA que

en el MMSE (Lees et al., 2014; Mai LM et al., 2016; Pendlebury ST et al., 2010).

També cal tenir en compte la relacié que pot existir entre els simptomes depressius i les funcions
cognitives en pacients amb ictus. En una revisié duta a terme per Terroni i col-laboradors, es va
observar que hi havia diferéncies en el perfil cognitiu entre els pacients amb o sense DPI (Terroni
et al.,, 2012). Concretament, un deteriorament en l|'orientacid, el llenguatge, les funcions
executives, la memoria i I'atencid i VPl es va relacionar amb la depressié. En particular, el
deteriorament de les funcions executives es va associar amb la DPI i alguns autors van considerar
el terme sindrome de depressido-disexecutiva definint-la com una depressio d’inici tarda associada
amb una disfuncié executiva (Risto Vataja et al., 2005). Altres estudis ja havien descrit fa temps
una associacio entre la severitat de la DPI i la magnitud dels déficits cognitius (Kauhanen et al.,
1999) augmentant fins a tres vegades la freqliencia de DCL en pacients amb depressié severa que
en pacients amb simptomes més lleus (Nys et al., 2005). En un altre estudi també es va observar
que el deteriorament cognitiu post-ictus, en la fase aguda, era un factor de risc a llarg termini per
al desenvolupament de simptomatologia depressiva i una pitjor qualitat de vida (Nys et al., 2006).
En aquest sentit, alguns autors han proposat que els simptomes depressius sén una reaccié
secundaria als déficits cognitius en pacients post-ictus, encara que aquest tema segueix sent molt

controvertit (Verdelho et al., 2004).

1.4.2.1 Biomarcadors de neuroimatge de la depressio i el deteriorament cognitiu després

d’un ictus minor

Tenint en compte la definicié d’AIT i el seu diagnostic diferencial amb I'IM, la DWI s’ha tornat
essencial per al seu diagnostic. Els pacients han de sotmetre’s a una prova de neuroimatge dins de
les 24 hores des de I'inici dels simptomes, perque tot i que la simptomatologia neurologica focal
és transitoria, en la DWI s’observa una area hiperintensa deguda a la isquémica cerebral aguda,

indicant un dany permanent del teixit cerebral (Easton et al., 2009).

Fins al moment hi ha poca informacié disponible sobre predictors de neuroimatge i el
desenvolupament de simptomatologia afectiva i DCL després d’un IM (Purroy et al., 2011). De fet,
hi ha moltes dades controvertides sobre les troballes en la neuroimatge i la relacié amb la DPI. En
un estudi fet per Zhang i col-laboradors van observar que els pacients que pateixen un ictus amb

un percentatge de volum d’infart més elevat i amb focus d’isquémia cerebral multiples sén factors
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predictors de freqliencies més altes de DPI (Zhang W. N. et al., 2013), fet que suggereix que una
major peérdua de teixit neural pot ser un factor de risc per la DPI. Troballes recents també recolzen
aquest succés, ja que han relacionat un major risc de DPl amb un volum total afectat més gran per
un efecte acumulatiu d’una malaltia de petit vas o infarts llacunars i també per una alteracié de la

substancia blanca com la leucaraiosis (Liang et al., 2018; Shi Y et al., 2017; Zhang X et al., 2017).

Tradicionalment, s’havia informat que existia una relacié entre la localitzacié de I'ictus en zones
frontals/anteriors o lesions en els ganglis basals, independentment del temps (fase aguda, post-
aguda o cronica) amb una major taxa de DPI en comparacié amb els ictus en altres arees del
cervell (Robinson & Jorge, 2016). Tot i aixi, un recent metanalisi va observar que aquesta relacié
nomeés era estadisticament significativa en la fase post-aguda, definida entre els 15 dies i els 6
mesos post-ictus (Douven et al., 2017). Per altra banda, evidéncies recents sén inconsistents
sobre si hi ha relacié entre I'hemisferi cerebral on hi ha la lesié aguda i la freqliéncia de DPI.
Anteriorment, s’havia descrit un major risc de DPl amb lesions especificament en I’hemisferi
esquerra (Robinson & Jorge, 2016), pero un metanalisi dut a terme per Douven I'any 2017 va
observar que les persones amb un ictus a I’hemisferi esquerra tot i que tenien un risc més elevat

de desenvolupar DPI, aquest no era significatiu (Douven et al., 2017).

També, cal destacar, que revisions sistematiques préevies no van observar diferéncies en les
freqtiéncies de DPI segons el tipus d’ictus (ictus isquémic vs ictus hemorragic) ni tampoc amb la

seva etiologia segons la classificacié TOAST (De Ryck et al., 2014; Kutlubaev & Hackett, 2014).

Finalment, pel que fa als estudis sobre la neuroimatge i la relacié amb el deteriorament cognitiu
post-ictus, s’ha observat que la deteccid6 de més d’un infart cerebral en regions cerebrals
supratentorials pot ser un indicador de que el deteriorament cognitiu que presenta un pacient és
d’origen vascular, encara que no sempre es pot establir una relacié de causa-efecte. Les variables
que poden pronosticar el DCL i la demeéncia en la RM sén el volum de les lesions hiperintenses de
la substancia blanca (VHSB) i una atrofia cerebral global (Turdn, A i Bas, 2011). Tot i aixi, els adults
amb una major reserva cognitiva, definida com una major intel-ligéncia i educacié pre-morbida,
donen a la persona la capacitat de “reserva cerebral”. Aquest fet, pot compensar els efectes d’'una
isquémia cerebral, de manera que adults amb una major reserva cognitiva sén capagos de
compensar majors quantitats de VHSB que aquells pacients amb una menor reserva, observant

una menor prevalenca de DCL després de I'ictus (Brickman et al., 2011).

La topografia de les lesions vasculars és clau per fer un bon diagnostic. La localitzacié de les
lesions en I"hemisferi cerebral dominant, estructures limbiques, subcorticals frontals, bilaterals

parietals o temporals i lesions subcorticals en els ganglis basals o el talem es correlacionen amb la
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demencia. A més, lesions isquemiques cerebrals de poc volum pero situades en llocs especifics
com la circumval-lacié angular o el fornix de I’"hipocamp, poden provocar alteracions cognitives
molt greus a l'interrompre circuits fronto-subcorticals fonamentals (O’Brien & Thomas, 2015).
Mandzia i col-laboradors van afirmar que els pacients amb infarts corticals cronics previs i amb
infarts bilaterals aguts observats en la DWI tenen un pitjor rendiment en les funcions executives i
la VPl (Mandzia et al., 2016). A més, la presencia de microhemorragies cerebrals (MHC) afecten a
la funcid cognitiva, sobretot si estan situades a la zona frontal o temporal i als ganglis basals (Lei

et al., 2013).

Degut a les troballes controvertides en els biomarcadors de neuroimatge, la majoria
d’investigacions destaquen la necessitat de realitzar més estudis longitudinals que avaluin
detalladament les proves neuroradiologiques (localitzacid i volum de la lesid isquémia, alteracions
de la substancia blanca, quantificacié d’ictus cronics) i la prevalenca de DPI i deteriorament

cognitiu post-ictus per tal de trobar nous factors predictors de risc.

1.4.2.2 Biomarcadors circulants de la depressid i deteriorament cognitiu després d’un

ictus minor

Com s’ha descrit anteriorment, existeixen diferents tipus de biomarcadors circulants en sang com
son els metabolits, I'expressié dels quals es veu alterada sota diferents condicions
fisiopatologiques com pot ser l'ictus. El cribratge dels seus perfils d’expressié amb la finalitat
d’identificar nous biomarcadors relacionats amb la depressio i el deteriorament cognitiu després

de I'ictus és molt rellevant.

Actualment, encara que les causes de la depressid no es coneixen amb certesa, s’han identificat
diversos factors biologics, socials i psicologics que semblen associar-se d’una manera estreta amb
la seva etiologia i desenvolupament, els quals podrien oferir, juntament amb els instruments
clinics, una bona eina per establir diagnostics precocos i ajustar el tractament al llarg del curs de la
malaltia (Holtzheimer & Mayberg, 2011). Tot i aixi, els esfor¢cos per trobar un biomarcador

aplicable en la practica clinica habitual no han donat resultats significatius.

L'interés en la recerca de biomarcadors biologics de la depressid ha crescut molt en les Ultimes
décades. Una de les biomolécules determinants és el BDNF, el qual els seus nivells es veuen
reduits durant la depressié. El seu paper fisiologic consisteix en estimular el desenvolupament i
I’estabilitzacié de les connexions neuronals. Existeixen multiples evidéncies per la possible
validacié del BDNF com a marcador biologic de la depressid: s'observen nivells reduits en sang en

pacients depressius i una correlacié negativa entre els nivells de BDNF i les puntuacions en |'escala
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de depressio de Hamilton (Gonul et al., 2005; Karege et al., 2002; Mattson et al., 2004; Shimizu et
al., 2003).

El VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) és un factor angiogénic que també té un paper
important en la neurogénesi de I'hipocamp i com a moléecula neuroprotectora (Schmidt et al.,
2011). S’ha observat, que es produeix un augment del risc de desenvolupar episodis depressius en
pacients amb disfuncié endotelial causada per les MCV i la molecula VEGF podria estar implicada

(Sharma et al., 2016).

També s’ha associat nivells baixos de colesterol amb trastorns de I'anim (Martinez Carpio et al.,
2009), on s’ha observat una clara correlacié entre nivells baixos de colesterol i una alta puntuacié

en |'escala de depressié de Hamilton (Rafter, 2001).

Per una altra banda, hi ha marcadors immunologics de la depressié com I'augment dels nivells en
sang de la IL-6 i la IL-2R (Zeugmann S et al., 2010). La IL-6 regula el sistema hipotalem-hipofisiari-
corticoadrenal i la seva secrecid és estimulada per fenOmens estressants fisics o psicologics

(Satoru Miyahara et al., 2000).

Un dels biomarcadors més ampliament demostrats de la depressio és la disminucié del nimero
de transportadors de dopamina en la membrana de les plaquetes i els limfocits ja que la hipotesi
monoaminergica de la depressidé diu que aquesta patologia s’origina per una deficiéncia en els
sistemes serotonérgic i noradrenergic (Mdssner et al.,, 2007). Tot i aixi, el mecanisme

etiopatogenic de la depressio encara no esta clar.

Molts autors coincideixen en qué pot ser dificil trobar un Unic biomarcador diagnostic per a la
depressid. Per aquesta rad, s’ha proposat la utilitzacié de panells de biomarcadors com el
MDDScore (Mayor Depresion Disorder Score) en el qual es van mesurar els nivells en sang de 9
proteines implicades en diferents rutes metaboliques i que s’havien relacionat previament amb la
depressid. Aquestes proteines van ser I'al-antitripsina, I'apolipoproteina C3, el BDNF, el cortisol,
el factor de creixement epidérmic (FCE), la mieloperoxidasa, la prolactina, la resistina i el receptor
del TNFa. Aquest estudi va obtenir una sensibilitat del 92% i una especificitat del 81% per poder

diferenciar els pacients que tenien depressiéo major i els que no (John A Bilello et al., 2015).
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Per aquests motius, un biomarcador ajudaria a realitzar un diagnostic en casos dubtosos o
permetria conéixer la resposta del pacient a un tractament precog, millorant significativament el
pronostic dels pacients amb depressié. Malauradament, fins al dia d’avui no s’ha trobat cap
marcador ideal que es pugui aplicar en la practica clinica habitual, per aixo cal fer més estudis que

proporcionin més informacio sobre aquesta patologia.

Fins al moment, la principal limitacié dels biomarcadors classics de deteriorament cognitiu ha
estat la seva recerca en LCR i la utilitzacié de la técnica PET per veure el metabolisme de la glucosa
i el diposit de B-amiloide. La primera técnica és molt invasiva i la segona molt costosa dificultant la
seva aplicacidé en la practica clinica habitual. Els principals biomarcadors de DCL en LCR sén la
proteina B-amiloide 42 (AB-42) que forma les plaques senils i la proteina tau-total i la proteina tau
fosforilada que produixen els cabdells neurofibril-lars interferint en la capacitat de transmissid

cerebral.

Actualment, els avencos tecnologics permeten la mesura de multiples biomarcadors en el plasma
sanguini, potencials per al diagnostic i seguiment del deteriorament cognitiu post-ictus. L'interés
clinic d’aquesta sindrome també esdevé en la capacitat de predir el desenvolupament posterior

d’'una demencia.

Diferents estudis han identificat marcadors de malaltia amiloide en sang periférica com la
isoforma AB-42, encara que existeix una baixa correlacié entre els nivells de Ap en sang i LCR
(Zetterberg, 2017). Els nivells plasmatics elevats de AB-42, baixos de AB-40 i una ratio AB42/AB-40
reduida en pacients d’edat avancada podrien indicar la progressié de normalitat cognitiva a DCL o
malaltia d’Alzheimer (Jellinger et al., 2008). Tot i aix0, degut a la influeéncia de multiples factors i a
la impossibilitat de reproduir molts dels resultats obtinguts en els diferents analisis, actualment
encara no es pot establir el paper de AP com a biomarcador plasmatic (Jellinger et al., 2008;

O’Bryant et al., 2017).

La fosforilacid de la proteina tau en diferents residus regula la capacitat per formar agregats que
contribuiran a la formacié de cabdells neurofibril-lars (Janel et al., 2011; Jellinger et al., 2008).
Malauradament, la correlacié entre la tau plasmatica i en LCR és molt baixa (Deters et al., 2017),
tot i que s’ha postulat que els nivells de tau-total i tau-fosforilada correlacionarien amb les
puntuacions en test neuropsicologics i podrien discriminar entre pacients amb malaltia
d’Alzheimer, DCL i controls (Deters et al., 2017; O’Bryant et al., 2017; Shekhar et al., 2016; Tatebe
et al., 2017; Zetterberg, 2017). També s’ha estudiat que la proteina tau plasmatica podria ser un
marcador de neurodegeneracié i no un marcador especific de DCL o Alzheimer ja que s’ha

observat que es troba augmentada en pacients amb ictus isquémics o traumatisme
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cranioencefalic (Henriksen et al., 2014). No obstant, la proteina tau plasmatica fosforilada (p-tau)
és un biomarcador especific de la malaltia d’Alzheimer i les seves capacitats diagnostiques en LCR
quan hi ha una fosforilacié en la treonina 181 (p-taul81) s’han replicat ampliament en sang
(Blennow et al., 2018). El p-taul81 plasmatic pot diferenciar la malaltia d’Alzheimer de trastorns
neurodegeneratius no relacionats amb la malaltia d’Alzheimer (Benussi et al., 2020; Karikari et al.,
2021; Thijssen et al., 2020), pot identificar pacients amb una major retencié de AB i tau en la
prova PET (Mielke et al., 2018) i pot predir la progressié de DCL a demeéncia, de la mateixa manera
que ho faria la p-taul81 en LCR (Moscoso et al., 2020). A més, altres troballes, com la fosforilacié
de tau en la treonina 217 (Mattsson-carlgren et al., 2020), i la fosforilacié de tau a la treonina 231
(Ashton et al., 2021), també s’han associat a la malaltia d’Alzheimer i s’han replicat en plasma.
L’hiperfosforilacié de la proteina tau s’ha vist relacionada amb la quinasa-glicogensintetasa-3f3
(GSK-3B) (Jellinger et al., 2008), de manera que els nivells plasmatics d’aquesta molécula estarien
significativament incrementats en pacients amb malaltia d’Alzheimer i DCL, el que també el

converteix en un potencial biomarcador (Lista et al., 2015).

Per una altra banda, concentracions elevades del neurofilament lleuger (NF-L) en plasma, que és
un marcador de dany neuronal de les patologies cerebrals, tenen una bona correlacié amb els
nivells de NF-L en LCR (Lista et al.,, 2015; Zetterberg, 2017). Tot i aixi, I'elevacié dels nivells
plasmatics de NF-L no és especifica de DCL ja que es detecta en altres malalties
neurodegeneratives i per tant es considera un marcador de neurodegeneracié (Mattsson et al.,

2017).

Comparant perfils protedomics en sang periférica s’ha observat una disminucid de la
apolipoproteina Al (que inhibeix I'agregacié de oligomers de AB, disminuint la seva acumulacio
extracel-lular) i d’Alfa-2-HS-glicoproteina que té funcions antinflamatories i un efecte
neuroprotector, en pacients amb DCL respecte a pacients controls (Kitamura et al., 2017). En
canvi, els nivells de I'apolipoproteina A4 i les cadenes gamma de fibrinogen, que sén responsables
d’anomalies vasculars, estan significativament més elevats respecte als controls (Henriksen et al.,
2014; Jellinger et al., 2008; Kitamura et al., 2017). També cal esmentar, I'apoliproteina E (APOE)
gue és una proteina codificada per un gen polimorfic amb tres al-lels coneguts com €2, €3 i €4 que
s’hereten de manera codominant. Els individus que presenten I'al-lel €4 tenen un risc més elevat
de patir la malaltia d’Alzheimer de manera esporadica i la progressié d’aquesta des d’un DCL
(E.H.Corder et al., 1993; Fei & lJianhua, 2013). Per contra, l'al-lel €2 esta considerat un factor
protector per aquesta mateixa malaltia (E.H. Corder et al., 1994). Entre el 60 i 80% dels pacients
que pateixen Alzheimer tenen el polimorfisme APOE €4 i s’ha observat que els adults amb aquest

polimorfisme tenen majors concentracions de diposits de peptid B-amiloide al cervell el que
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suggereix que la proteina APOE juga un paper important en I’eliminacié d’aquest (Hanson et al.,

2013; Kim et al., 2014).

Historicament, la sensibilitat i especificitat dels biomarcadors sanguinis ha estat inferior que la
dels biomarcadors en LCR. La gran dificultat per reproduir i validar els resultats dels biomarcadors
sanguinis ha limitat la seva aplicacié en la practica clinica, fins al dia d’avui. No obstant, existeix
evidencia d’'una firma biologica sanguinia especifica del DCL, tot i les limitacions per a la
identificacio de biomarcadors sanguinis fiables. Per aquest motiu, en un futur, gracies als estudis
gue estan emergent d’aproximacié omica es podran estudiar noves vies biologiques alterades en
aquesta patologia que podran ser utilitzades per al descobriment de nous biomarcadors de risc i

aixi, poder millorar el pronostic d’aquests pacients.

1.5 Models preclinics d’ictus isquémic i factors de risc vascular

Els models experimentals en I'estudi de I'ictus isquémic han tingut un paper important tant per
I’estudi de la fisiopatologia de I'ictus isqueémic com per al desenvolupament de noves estrategies i
dianes terapeutiques (Mergenthaler et al.,, 2004). En I'actualitat segueix existint un important
desequilibri entre l'ictus isquémic en els models experimentals i la seva translacionalitat als
pacients, ja que a excepcié de la recanalitzacié del vas oclos, cap de les estratégies
neuroprotectores experimentals han arribat fins a la practica clinica habitual (Jickling & Sharp,

2015).

1.5.1 Models animals preclinics d’ictus isquémic

Els models animals grans (porcs o primats no humans) en I'estudi de I'ictus sén poc utilitzats, sent
els animals més generalment emprats els rosegadors (rates i ratolins) degut a la seva facilitat de
manipulacid, monitoritzacid i processament de teixits, el seu menor cost i que tenen una millor

acceptacio etica per la societat (Fluri et al., 2015).

Existeixen diferents models animals d’ictus tant isquémic com hemorragic, tot i que aquests
ultims han quedat exclosos de l'interes d’aquesta tesi. L'eleccid del model dependra dels
objectius de I'estudi experimental. Els models experimentals murins d’ictus isquémic es poden
dividir en dos grans grups: models d’isquémia global (tot el cervell) i models d’isquémia focal o
multifocal (que comprenen una regié concreta del cervell) (McCullough & Liu, 2011). En la
isquémia global no hi ha flux sanguini en tot el cervell i es pot dur a terme mitjangant una parada

cardiaca o un lligament de les artéries carotides comunes. Les tecniques per dur a terme una
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isquémia global sén poc emprades ja que els animals presenten moltes complicacions que poden
arribar a provocar la mort i també hi ha molta variabilitat en els resultats amb volums d’infart
molt diferents. A més, aquests models no representen el que passa en la clinica ja que
normalment en els humans es produeix una isquémia focal, per aix0, els models d’isquemia global

no son utilitzats en I'estudi de l'ictus.

Els models murins més utilitzats actualment sén aquells models d’isquemia focal en els quals es fa
una oclusié de I’ACM (MCAo, de I'anglés Middle Cerebral Artery Occlusion) i afecta a un hemisferi
cerebral ja sigui per oclusié intravascular o proximal (oclusi6 de gran vas) o per oclusié
extravascular o distal (oclusié de petit vas). Entre aquests models es pot trobar la MCAo amb
filament intraluminal, la induccié de vasoconstriccié mitjancant I'endotelina-1, I'oclusié manual de
FACM mitjancant una craniectomia, la fototrombosis, I’electrocoagulacié o els models

tromboembolics (Taula 6).

Taula 6. Models preclinics d’ictus isquemic

Tipus d’ictus | Isquéemia cerebral Etiologia Models

Global Intravascular Parada cardiaca

Extravascular Compressio coll o lligament d’arteries

Isquemic Focal Intravascular Filament intraluminal

Extravascular MCAo (endotelina, manual mitjancant

craniectomia, fototrombosis)

Multifocal Intravascular Coaguls o microsferes

Abreviatures: MCAo: oclusid de I'artéria cerebral mitja

Un factor molt important a tenir en compte en aquests models és la durada de la isquémia que
pot ser permanent o transitoria. Si la isquémia es manté fins a I'eutanasia de I'animal es tracta
d’un model d’oclusid permanent, en canvi, si revertim l'oclusié de l'artéria permetent una
reperfusid de la zona infartada, sera una isquemia transitoria. La lesié produida dependra de
molts factors com el temps d’oclusié de I’ACM, el moment de sacrifici de I'lanimal després de la
cirurgia, el sexe, la soca de I'animal, la temperatura corporal, la durada de la cirurgia i I'edat dels

animals (Shimin Liu et al., 2009).
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El model muri utilitzat en aquesta tesi és el model d’oclusid transitoria mitjancant craniectomia
amb oclusié manual de '’ACM. Aguest model, encara que sigui invasiu i es necessiti un alt grau de
coneixements quirudrgics, presenta una baixa mortalitat a llarg termini, una reperfusié controlable
i una lesié amb una zona peri-infart molt definida. A més, té una alta reproductibilitat tant en la
mida de I'infart com en el deficit neurologic (Carmichael, 2005). En la literatura ja s’havia descrit el
model muri d’ictus isquemic establert en el qual s’utilitzaven ratolins de la soca CD1 i es feia una
oclusio transitoria de I’ACM de 60 minuts de durada mitjangant una craniectomia (Cambray et al.,
2018) pero, es va observar que encara no s’havia descrit un model animal d’IM en el qual el ratoli
presentés teixit cerebral infartat (diagnostic diferencial de I’AIT) amb un volum d’infart petit i per

altra banda que tingués un déeficit neurologic lleu i que aquest millorés amb el temps.

1.5.2 Models animals preclinics de factors de risc vasculars

La diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) és un important factor de risc de la MCV, ja que un mal control
de la hiperglucémia pot causar complicacions tant microvasculars com macrovasculars que poden
causar una elevada morbiditat i mortalitat (Orasanu & Plutzky, 2009). Diversos estudis, han
manifestat que durant la diabetis es produeix una disminucié de prostaciclina i un augment del
tromboxa, provocant un desequilibri en la vasoconstriccié/vasodilatacié dels vasos sanguinis que
pot contribuir a una disfuncié endotelial, hipercoagulabilitat, aterosclerosis i trombosis (Stitham J,
2016). Aquestes alteracions poden tenir un paper important en la regulacié fisiologica de la
perfusid cerebral i en la patogenesis de les complicacions cerebrovasculars de la diabetis com és

I'ictus.

La diabetis i I'ictus tenen una relacid bidireccional: la diabetis és un important factor de risc per
patir un ictus i a més, esta associada amb un empitjorament funcional i una elevada taxa de
mortalitat i per una altra banda, més d’un ter¢ dels pacients amb ictus agut presenten nivells
elevats d’hiperglucemia, molts dels quals no tenien un diagnostic previ conegut de diabetis. De
manera que la DMT2, és una patologia de mal pronostic en els pacients que han patit un ictus ja
gue com van observar Mora Mendoza i col-laboradors, un 50% dels pacients presentaven un
deficit neurologic més greu a l'alta (Mendoza AM et al., 2020). També es va associar una major
mortalitat a l'ictus en relacié a la DMT2 en aquells pacients que presentaven una hiperglucemia

en el moment de l'ingrés.
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La HTA és el factor de risc modificable de I'ictus més prevalent i un dels que contribueix més en el
desenvolupament de les MCV. La definicié d’"HTA ha anat canviant al llarg dels anys, degut a qué
s’ha anat coneixent més a fons quin és I'efecte de la pressid arterial sobre el risc vascular. Als anys
50 es considerava HTA xifres de pressid arterial sistolica (PAS) >180 mmHg i de pressid arterial
diastolica (PAD) >100 mmHg. Actualment, les xifres establertes sén més baixes amb una PAS per
sota de 120 mmHg i una PAD per sota de 80 mmHg, considerant-se les xifres de PAS entre 120-

129 mmHg com a elevades (Whelton et al., 2017).

Existeix una relacié directa entre els valors de la pressié arterial i el risc vascular. Un estudi
observacional que va incloure 1 milié d’individus va mostrar que per cada 20 mmHg d’increment
de la PAS 0 10 mmHg d’increment de la PAD es duplica el risc de mortalitat per ictus i s’associa a
un pitjor pronostic a llarg termini (Lewington et al., 2002). També, esta ampliament demostrat
que el control de la pressié arterial tant primaria com secundaria disminueix el risc de patir
malalties vasculars. En un metanalisi de I'any 2016 en el que es van incloure més de 600.000
pacients es va demostrar que per cada 10 mmHg que es disminueix els valors de PAS

s’aconsegueix disminuir un 27% el risc de patir un ictus isquemic (Ettehad et al., 2016).

Els models preclinics d’ictus que utilitzen ratolins sans no fan un abordatge translacional idoni cap
a la patologia d’ictus en humans ja que els humans presenten una alta morbiditat presentant
diversos FRV com poden ser la DMT2 i la HTA. Per aquest motiu, és important utilitzar models
animals experimentals que presentin aquestes patologies per observar quin efecte tenen sobre

I'ictus isquémic.

1.5.2.1 Models animals de diabetis mellitus tipus 2

Encara hi ha moltes incognites sobre els mecanismes patogénics d’una malaltia tant prevalent
com és la DM. L'avenc en la prevencid i el tractament d’aquesta patologia depéen de la comprensié

d’aquests mecanismes i per aixo és imprescindible utilitzar models animals per poder-los estudiar.

La DMT2 és una malaltia molt heterogenia la qual es veu reflectida en la gran varietat de models
animals Utils per al seu estudi. La decisid sobre quin model utilitzar per un experiment en
particular dependra de molts factors. De manera ideal, els experiments s’haurien de dur a terme
en diferents models, tenint en compte que cap d’ells reflecteix per complet la complexitat de la
DMT2 humana. Es poden dividir els models de DMT2 segons el seu mecanisme de produccid, en
models espontanis com per exemple el ratoli ob/ob (ratoli genéticament mutat que no produeix
I’'hormona leptina) o en models induibles mitjangant la induccid hormonal, I'administracié de

farmacs o la manipulacié geneética. La induccié hormonal es pot dur a terme amb I'administracio
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de corticoides en diversos periodes de la vida de I'animal causant un estat similar a la DMT2
humana (Stojanovska et al.,, 1990). Aquest model seria apropiat per a I'estudi de la DMT2 que
apareix en humans trasplantats o en tractament esteroideu cronic. També hi ha altres hormones
que poden causar hiperglucemia en animals com sén la somatostatina, el glucagd, les

catecolamines i la tiroxina.

Un dels altres models més utilitzats en I'administracio de substancies amb efectes toxics sobre les
cél-lules B-pancreatiques és I'administracié d’'un farmac anomenat estreptozotocina (STZ). L'STZ
és un derivat de la nitrosourea aillat del Streptomyces achromogenes que té activitat antibiotica i
antineoplasica d’ampli espectre (Bono VH, 1976). Es un potent agent alquilant que interfereix
amb el transport de glucosa (Z. Wang & Gleichmann, 1998) i la funcié de la glucoquinasa (Zahner
D, 1990). La sensibilitat a I’'SZT varia segons 'espécie animal, la soca, el sexe, I'edat i I'estat
nutricional, de manera que una Unica dosi elevada d’SZT (160mg/Kg) pot produir DMT1 en la qual
hi haura una destruccié total de les cel-lules B-pancreatiques, tenint una falta absoluta de
insulina. Per una altra banda, si s’administren multiples dosis d’SZT, més baixes (40mg/kg durant 5
dies consecutius) es produira DMT2 ja que hi haura una falta relativa d’insulina i no es produira la
destruccié total d’aquest tipus de cél-lules (Garcia C. et al., 1994; Portha B. et al., 1989). Aquests
models tenen |'avantatge que el grau d’alteracid de les cel-lules B-pancreatiques pot ser regulat

segons la dosi del farmac administrat.

Per una altra banda, la introduccié de les técniques de biologia molecular va donar lloc a I'aparicié
d’un gran nombre de models animals, mitjancant la manipulacié genética, per a I'estudi de la
DMT?2. Els tipus de manipulacions afecten un gen especific, el qual pot estar sobre-expressat
(animals transgénics), eliminat (animals “knock-out”) o reemplagant (animals “knock-in”). No
totes aquestes modificacions resulten amb animals viables de manera que s’han estudiat els
models animals genetics condicionals que consisteixen en I'expressié del gen modificat solament

en teixits especifics o en determinats moments del desenvolupament de I'animal.

1.5.2.2 Models animals d’hipertensié arterial

La HTA és una de les patologies amb més prevalenga en la societat desenvolupada, de manera
que la utilitzacid de models animals experimentals ha proporcionat molta informacidé sobre la
seva etiologia, fisiopatologia, pronostic i tractament. Donat que la HTA és molt heterogénia molts
dels animals s’han desenvolupat per imitar diferents fases de la HTA humana, tant en la seva

forma primaria com secundaria, dividint els models en geneétics i no geneétics (Figura 6).
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Models geneétics Models no genetics
Espontanis Manipulacions Manipulacions Manipulacions
(soca SHR, Dhal, Genotipiques quirargiques endocrines
Milan) (Knock-out) (Coartacio (DOCA-sal)
aorta)

Figura 6. Models animals d’hipertensid arterial, tant genéetics com no genetics.

Dins dels models obtinguts per manipulacié genética es podrien considerar dos subgrups: les
soques de ratolins que desenvolupen HTA de manera espontania (SHR, Dhal, Milan) i els obtinguts
per alteracions genomiques (ratolins “knock-out”). Dins dels models no genetics també es poden
classificar en dos grups: els produits quirdrgicament mitjangant una coartacié aortica i els que
modifiquen les caracteristiques endocrines de I'animal a través de I'administracié de diferents
farmacs com el model DOCA-sal. Encara que la majoria de models experimentals sdn semblants a
la patologia humana es precis senyalar que encara existeixen importants diferéncies entre la
patologia i fisiopatologia que es produeixen en aquests models i la malaltia humana (McGiff &

Quilley, 1981).

La HTA per augment de la ingesta de sal és un tipus d’hipertensié dosi-depenent que va ser
investigada per primera vegada pel grup de Guyton lI'any 1963 (Langstan et al.,, 1963).
L'administracié del mineralcorticoide acetat de desoxicorticoesterona (DOCA), semblant a la
situacié clinica d’excés d’aldosterona, juntament amb un excés de la ingesta de sal, provoca un
estat hipertensiu, acompanyat d’una disminucié dels nivell del péptid natriuretic atrial (PNA) i de
I'activitat del sistema Renina-Angiotensina (SRA). El grup de Schiffrin també va demostrar que en
aquest model experimental, el principal mecanisme fisiopatologic implicat és I'augment de la

endotelina-1, que és un potent vasoconstrictor (Schiffrin, 2005).

Durant els ultims anys, I'Us de diferents models animals per I'estudi de la HTA, per establir les
seves causes, la fisiopatologia, les complicacions i les opcions de tractament, han aportat molta
informacid sobre aquesta malaltia pero, tot i que hi ha una gran varietat de models animals, no

existeix encara cap model que inclogui tots els trets de la HTA humana.
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1.6 Justificacid de la tesi

L'ictus és una emergéncia medica mundial que afecta a 15 milions de persones a tot el mén
esdevenint la tercera causa de discapacitat i la segona causa de mort i de deméncia en la poblacié
adulta. Tot i que hi ha molts estudis que avaluen les alteracions afectives i cognitives després d’un
ictus isquémic, n’hi ha pocs que es centrin només en pacients amb IM. Aguesta situacio es pot
explicar perqué al tenir simptomatologia neurologica focal lleu i fins i tot de curta durada s’han
considerat pacients amb baix risc per desenvolupar les citades alteracions. Tot i aixi,, aquest grup
de pacients sén d’interes per tenir un major risc de recurréencia de patir un ictus isquemic més
greu i per acumular controversies sobretot en el maneig en la fase aguda al no haver estat
inclosos en els principals assaigs de tractament fibrinolitic i de trombectomia. A dia d’avui, es
considera que han de ser tractats en la fase aguda de la isquémia cerebral aquells pacients amb
IM amb simptomatologia associada a discapacitat. Aixi, la identificacié de factors relacionats amb
el desenvolupament d’alteracions afectives com la depressid i I'apatia i, de deteriorament
cognitiu seria de gran valor per a la presa de decisions en les primeres hores després de patir un
IM, i també en el maneig terapéutic i diagnostic d’aquests pacients més enlla de la fase aguda. A
més, el desenvolupament de simptomes afectius té una relacid inversa amb la recuperacio
funcional dels pacients. D’altra banda, malgrat la seva rellevancia la simptomatologia afectiva i
cognitiva no és avaluada rutinariament. Aixi, I'establiment d’un protocol inicial de cribratge i de
posterior confirmacio en la practica clinica habitual suposaria una important millora en la qualitat
assistencial d’aquests pacients i permetria establir noves estratégies de tractament farmacologic i
no farmacologic. Per tot aix0, interessa coneéixer quins son els factors predictius clinics,
neuropsicologics, bioquimics, de neuroimatge i de biomarcadors circulants de pronostic de les

alteracions afectives i cognitives després d’un IM.

Finalment, segons la literatura actual, no hi ha cap model animal establert d’'IM, per aixd és
necessari i interessant generar i caracteritzar un model preclinic per poder estudiar millor quins
son els mecanismes fisiopatologics, i com afecten els FRV com la HTA i la DMT2 en el diagnostic i

pronostic d’aquesta malaltia.
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Les principals hipotesis plantejades en aquest estudi es descriuen a continuacié:

- Els pacients amb diagnostic d’'IM, malgrat presentar una simptomatologia neurologica

focal lleu, presentaran alteracions afectives i/o cognitives després d’un IM.

- Els pacients amb DCL post-IM tindran un perfil cognitiu amb més afectacié de les funcions

executives i de I'atencié i VPI al tractar-se d’'un DCL d’origen vascular.

- Els pacients amb IM sense alteracions, els pacients amb IM amb alteracions afectives i/o
els pacients amb IM amb alteracions cognitives tindran un perfil clinic, bioquimic,

radiologic i de biomarcadors metabolics i lipidics circulants, propi i especific.

- Els pacients amb un genotip del gen APOE 4/4 tindran més predisposicid a patir

alteracions cognitives després de patir un IM.

- Un model preclinic d'IM haura de tenir un volum petit d’infart cerebral i una afectacié

neurologica lleu i transitoria.

L’objectiu principal de I'estudi PSICOICTUS és descriure les alteracions afectives i cognitives de
pacients amb diagnostic d’IM ingressats a I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida
(HUAV), donant-li una entitat simptomatologica concreta a través de predictors clinics,
bioquimics, radiologics i de biomarcadors circulants, per tal d’estratificar els pacients i aixi poder

millorar la presa de decisions tant en la fase aguda de la malaltia com durant el seu seguiment.

Els objectius especifics son els seglients:

1. Descriure les caracteristiques cliniques i sociodemografiques dels pacients amb IM.
2. Avaluar les alteracions afectives i cognitives després d’un IM, aixi com avaluar la seva
evolucid durant el primer any post-ictus.

3. Descriure el perfil bioquimic dels pacients amb IM a partir d’una analitica de sang

extreta el dia de les proves de cribratge.
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Descriure les caracteristiques neuroradiologiques i la signatura de la neuroimatge de

persones amb IM, per tal de millorar el pronostic dels pacients.

Avaluar la contribucié dels genotips relacionats amb el gen APOE en pacients amb M,

aixi com definir la seva relacié en el desenvolupament de deteriorament cognitiu.

Descriure biomarcadors circulants i signatures omiques que estratifiquin els pacients

amb IM sense o amb alteracions afectives i/o cognitives.

Definir les possibles relacions entre les variables cliniques, bioquimiques,
radiologiques i omiques per tal de descriure factors predictius del desenvolupament

d’alteracions afectives i cognitives després d’un IM.

Generar i caracteritzar un model animal d’IM, aixi com un model animal d’IM i dos

FRV (DMT2 i HTA).
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A continuacié es desenvolupa la metodologia de les dues parts de la tesi. Primer, s’explica el
reclutament i seguiment d’una cohort de pacients amb diagnostic d’'IM i posteriorment, la
metodologia de la investigacid translacional mitjangant un model animal d’IM i factors de risc

vasculars.

3.1 Cohort PSICOICTUS

El projecte PSICOICTUS consisteix en un estudi observacional, longitudinal i prospectiu de pacients
gue van patir un IM i van romandre ingressats a 'HUAV de Lleida, des del mes de gener de 2018

fins al mes de marg de 2020.

L'IM es va definir com un episodi de simptomatologia neurologica focal en el que s’observaven
lesions isquémiques agudes en la neuroimatge segons la definicid tissular d’Easton i els seus
col-laboradors I'any 2009 (Easton et al., 2009). Té una puntuacié menor o igual a 5 a I'escala
NIHSS (National Institute of Health Stroke Scale) i en tots els casos es va realitzar una TC cranial i
una analitica sanguinia en el moment de la primera avaluacid a urgéencies per tal de descartar
condicions cliniques que simulessin un ictus isquemic. Un neuroleg amb expertesa en el maneig
de la patologia cerebrovascular va fer la valoracié del pacient a urgéncies. No es van incloure a
I’estudi pacients amb temps d’evolucié dels simptomes o del darrer cop vistos asimptomatics

superiors a les 24 hores. Tots els casos van ser revisats per un neuroleg senior (FP).

Els pacients es van reclutar de manera consecutiva tenint en compte els seglients criteris

d’inclusio i exclusio.
Els criteris d’inclusié van ser:

- Edat entre 18 85 anys.

- Puntuacié igual o inferior a 5 en I’escala NIHSS (definicio IM).

- Puntuacid igual o inferior a 3 en I'escala mRS, per tant, una bona funcionalitat post-ictus.

- Tenir una fluidesa en la llengua catalana i/o castellana per poder dur a terme les proves

de cribratge i I'entrevista semi-estructurada.
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Els criteris d’exclusio van ser:

- Pacients amb DCL i/o deméncia préviament diagnosticada.

- Pacients amb barrera idiomatica que dificultés realitzar ’avaluacié neuropiscologica.

- Pacients analfabets.

- Pacients amb comorbiditat medica important que comprometés I'esperanga de vida en
menys d’1 any a criteri de I'investigador.

- Pacients amb una afectacié greu del llenguatge definit amb una puntuacid igual o superior

a 2 a l'item del llenguatge en I'escala NIHSS.

Els pacients van ser avaluats en |'etapa post-aguda als 5+2 dies de I'inici dels simptomes o del
darrer cop vistos asimptomatics. A partir d’ara, aquest moment I'anomenarem moment basal.
L’avaluacié va consistir en la determinacié de la puntuacié en I'escala NIHSS, la verificacié dels
criteris d’inclusid i exclusié de I'estudi i la realitzacié de proves de cribratge cognitiu i afectiu. A
més, es van registrar les variables cliniques d’interes que posteriorment s’enumeren. Els pacients
sense alteracions en el cribratge inicial van ser re-avaluats un anyt14 dies post-ictus mitjangant
una trucada telefonica estructurada. Aquesta trucada consistia en I'administracié de les proves de
cribratge basals, amb la diferéncia d’utilitzar pel cribratge cognitiu, en aquest cas, el test Montreal
Cognitive Assessment 5-min telephone (MoCA 5-min telephone) (Wong, A et al.,, 2015). Els
pacients amb trastorns afectius (depressié i/o apatia) se’ls hi va fer un seguiment als 6 i 12 mesos
després de [lictus utilitzant les mateixes proves del cribratge basal. Els pacients amb
deteriorament cognitiu van ser re-avaluats als 15 dies, 6 i 12 mesos després de l'ictus amb
I’'administracié d’una BNPc. Finalment, els subjectes amb deteriorament cognitiu i, a més a més,
trastorns afectius van ser re-avaluats mitjangant els tests de cribratge i la BNP als 15 dies, 6 i 12
mesos post-ictus (Figura 7). Els detalls del cribratge afectiu i cognitiu aixi com de la BNP es

detallen a continuacié.
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Total pacients reclutats amb diagnéstic
d’Ictus Isquémic al HUAV
N=727

Reclutats des de 01/2018 al 03/2020

Pacients amb Ictus Minor

N=178
30 pacients van rebutjar participar
¢ 30 pacients van ser excluits
Cohort PSICOICTUS
N=118
Cribratge Cribratge Cribratge
DEPRESSIO APATIA COGNICIO
MADRS MADRS AES-C AES-C MoCA MoCA
<7 >7 <37 >37 224 <24
| | | | |t:15 dies post-IM
No afectat BDI-II No afectat No afectat BNPc
\/
REAVALUACIO

612 mesos post-IM

ed  SEGUIMENT 3
TELEFONIC

12 mesos post-IM

Figura 7. Seleccid de pacients i disseny de I'estudi pel cribratge de les alteracions afectives (depressio i
apatia) i cognitives després de patir un Ictus Minor a través de diferents tests i els seus respectius punts de
tall per esdevenir positius o patologics. Abreviatures: HUAV: Hospital Universitari Arnau de Vilanovade
Lleida; MADRS: Montgomery-Asberg Depression Rating Scale; BDI-II: Inventari de depressidé de Beck — II;
AES-C: Clinician Apathy Evaluation Scale; MoCA: Montreal Cognitive Assessment; BNPc: Bateria

neuropsicologica completa.



3. Materials i metodes

3.1.1 Aspectes étics de I’estudi

Tots els pacients van ser informats de les caracteristiques, els objectius i les fases de I'estudi. Se’ls
hi va entregar una fulla complementaria amb informacié sobre I'estudi (Annex 1) i van firmar el
consentiment informat (Annex 2) abans de participar en el projecte. L’estudi va ser aprovat pel
Comité d’Etica i Investigacié Clinica (CEIC) de 'HUAV de Lleida (Codi CEIC 1838). L’estudi va seguir
les normes de les bones practiques cliniques i va complir amb la Declaraciéd de Helsinki de
I’Associacié Médica Mundial per a la investigacidé que involucra I'ésser huma.

També es va assignar un codi a cada pacient per tal de garantir la seva confidencialitat i la
proteccio de les dades personals. En tot moment, el tractament, la comunicacid i la utilitzacié de
la informacié de tots els participants de I'estudi es va ajustar a les disposicions publicades a la
“Ley Organica 3/2018, del 5 de diciembre de Proteccion de Datos Personales y garantia de les

derechos digitales”.

3.1.2 Recollida de dades

Les dades sociodemografiques, cliniques i de cribratge es van recollir a través d’una entrevista

semi-estructurada (Annex 3), en el moment basal.

3.1.2.1 Variables sociodemografiques

Les variables sociodemografiques recollides van ser les segiients: edat, data de naixement, ambit
demografic de residencia, sexe, estat civil, nimero de fills, persones amb les que conviu, nivell
d’estudis, situacio laboral abans de patir I'lM, habits toxics (alcoholisme i tabaquisme), factors de
risc vascular (hipertensié arterial, diabetis mellitus, dislipémia i fibril-lacié auricular), altres
comorbiditats (cardiopatia isquémica, hiperuricemia, valvulopatia, obesitat, malalties
hematologiques, malalties autoimmunes, malaltia tiroidea, insuficiéncia renal, traumatismes
cranioencefalics greus previs, migranya, patologia oncologica, epilépsia, insuficiencia cardiaca,
malaltia arterial periférica i altres cardiopaties), antecedents psiquiatrics i neurologics del pacient

i antecedents familiars rellevants.
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3.1.2.2 Variables clinigues neurologiques i farmacologiques

Les variables cliniques directament relacionades amb I'lM recollides van ser les seglients: data
d’inici de la simptomatologia, data ingrés, data d’alta hospitalaria, puntuacio total a I'escala NIHSS
en el moment del cribratge i classificacio etiologica de I'ictus segons la classificacié TOAST (Trial of

Org 10172 in Acute Stroke treatment Subtype Classification) (Adams et al., 1993).

Pel que fa a les variables farmacologiques, es va recollir informacié sobre el tractament

farmacologic previ a I'ictus i del tractament antidepressiu i/o psicoafectiu posterior a I'ictus.

3.1.2.3 Cribratge del perfil afectiu i d’apatia

El cribratge afectiu i d’apatia es va realitzar en el moment basal. Per a I'avaluacié de la depressio
es va utilitzar I'Escala de Depressid6 de Montgomery-Asberg (MADRS) (Montgomery & Asberg,
1979). EIl MADRS és una escala hetero-aplicada de 10 items tipus Likert (entre 0 i 6), en la qual
I'investigador fa les preguntes de forma oral i recull les respostes del subjecte. El seu rang de

puntuacié oscil-la entre 0 i 60 punts. Els punts de tall establerts sén els seglients:

e Puntuacioé entre 0i 6: indica que no hi ha depressio.
e Puntuacié entre 7 i 19: indica depressié menor.
e Puntuacié entre 20 i 34: indica depressid moderada

e Puntuacio entre 35 i 60: indica depressid greu.

D’acord amb estudis previs del grup una puntuacio igual o superior a 7 es va considerar positiva o

patologica (Carnés-Vendrell A. et al, 2016).

En els casos en qué el cribratge de MADRS va ser positiu es va afegir de manera addicional
I'Inventari de Depressio de Beck Il (BDI-II) (Beck A, Steer R, 1996) en I"avaluacio del pacient. EI BDI-
Il és una escala auto-aplicada de 21 items tipus Likert entre 0 i 3. El seu rang de puntuacio oscil-la

entre 0i 63 punts. Els punts de tall establerts sén:

e Puntuacioé entre 0i 13: indica depressié minima.
e Puntuacio entre 14 i 19: indica depressio lleu.
e Puntuacio entre 20 i 28: indica depressido moderada.

e Puntuacié entre 29 i 63: indica depressid greu.
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Per a I'avaluacié de I'apatia es va utilitzar I'escala d’Avaluacié de I’Apatia clinica (AES-c) (Marin et
al., 1991). L’AES-c és una escala hetero-aplicada en format d’entrevista semi-estructurada de 18
items tipus Likert (entre 1 i 4). El seu rang de puntuacid oscil-la entre 18 i 72 punts. A major
puntuacio, major grau d’apatia. El punt de tall utilitzat va ser una puntuacié igual o superior a 37

(Carnés Vendrell et al., 2016)

3.1.2.4 Cribratge de la funcid cognitiva i bateria neuropsicologica

La prova de cribratge de deteriorament cognitiu utilitzada en el moment basal va ser el MoCA
(Ziad S. Nasreddine et al., 2005). EIl MoCA és un test que ha estat aprovat per avaluar I'estat
cognitiu post-ictus (Pendlebury et al., 2013) i el valor de tall considerat positiu o patologic va ser
una puntuacié inferior a 24. Es va utilitzar aquest valor perque és el que classificava millor els
pacients amb deteriorament cognitiu comparat amb els pacients sense alteracid, ajustats per edat

i nivell educatiu (S.N. McLennan et al., 2011).

Els pacients amb una puntuacié inferior a 24 punts en el test de MoCA van ser avaluats amb una
BNP completa per analitzar amb més profunditat els possibles dominis cognitius afectats. Aixi, es
van avaluar cinc dominis cognitius diferents: memoria verbal, memoria visual, apraxia
constructiva, atencid i VPI i funcions executives. La BNP es va realitzar als 152 dies post-IM.

Posteriorment, es va repetir als 6 mesos * 7 dies i als 12 mesos %7 dies.

A continuacié es detallen les proves neuropsicologiques emprades per a avaluar cada un dels cinc

dominis cognitius, que també es descriuen de manera resumida en la taula 7:

» Memoria verbal: es va utilitzar el Free and Cued Selective Reminding Test (FCSRT) també
anomenat Test de Buschke (Buschke & Fuld, 1974). Existeix una versid espanyola de la
prova amb dades normatives provinents del projecte NEURONORMA.ES (Pefia-Casanova,
Gramunt-Fombuena, et al., 2009). El test de Buschke és una prova de memoria verbal
episodica que va ser dissenyada per dissociar els diferents processos implicats en la
formacié de noves memories. El test utilitza un procés d’aprenentatge en el qual es
controla la codificacid de les paraules a recordar induint una codificacié semantica. Hi ha
una tasca inicial de classificacio de les paraules en categories semantiques preestablertes.
Aguestes mateixes categories s’utilitzen més tard per facilitar aquelles paraules que no
han sigut recordades de manera lliure. Aquesta forma d’aprenentatge ens assegura que
I'absencia del record és degut a un problema de consolidacié i no per falta d’atencié o
dificultat de I'evocacié lliure de la informacié. Aquest test avalua la capacitat

d’aprenentatge, la memoria verbal immediata i la memoria verbal diferida.
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Memoria visual: es va utilitzar la Figura Complexa de Rey-Osterrieth (FCRO) (Rey A, 2003).
La FCRO és un test psicométric que ens déna informacié sobre el funcionament
neuropsicologic d’'una persona. Consisteix en copiar un dibuix geometric complex a ma en
un temps variable. A continuacio, la persona avaluada ha de reproduir la figura que ha
copiat inicialment, pero sense I'ajuda del dibuix model, tant en el moment immediat com

diferit. Per tant, avalua la capacitat de record visual que té la persona.

Apraxia constructiva: el test utilitzat per avaluar I'apraxia constructiva va ser la copia de
la FCRO (Rey A, 2003), test descrit anteriorment. Aquesta variacié de la FCRO permet
determinar les dificultats que té la persona en la planificacié d’accions que porta a terme
per realitzar el dibuix de manera detallada i seqliencial. Les possibles dificultats en
I’execucid no estan relacionades amb problemes motors ni visuals i tampoc hi ha pérdua

de forca o coordinacié muscular.

Atencid i VPI: per avaluar aquesta funcionalitat cognitiva es van fer servir les seglients

proves que inclouen I'avaluacio diferents tipus d’atencié:

- El subtest de digits en ordre directe del WAIS-IV (Wechsler D, 1999) que mesura

I'atencid verbal. Aquest test consisteix en repetir verbalment una seqiiéncia de

numeros en ordre directe, augmentant la dificultat progressivament.

- El subtest de localitzacié espacial directa del Test Barcelona (Pefia-Casanova,

2005) que avalua l'atencié sostinguda i la VPI. Aquest test consisteix en la
capacitat per mantenir la identitat d’uns cubs situats en un ordre i espai especific i
que el subjecte senyali les figures en el mateix ordre en qué sén presentades per

I’examinador, augmentant la dificultat progressivament.

- El subtest de clau de nimeros del WAIS-IV (Wechsler D, 1999) en el qual s’han de

substituir simbols per digits. Mesura la rapidesa i precisié perceptiva i la VPI visual

simple.

- El Trail Making Test A (TMT A) (Tombaugh T, Rees L, 1996) que mesura I'atencio

sostinguda i la VPI, i el TMT B que permet mesurar I'atencid alternant i la
flexibilitat cognitiva. Es un test psicométric que també forma part del projecte

NEURONORMA per validar els test en la poblacié espanyola (Pefia-Casanova et
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al., 2009). Aquest consisteix en dues parts en les quals s’indica al subjecte que
connecti un conjunt de 25 punts el més rapidament possible mantenint la maxima

precisio.

> Funcions executives: les funcions executives sén un conjunt de capacitats cognitives
necessaries per controlar i autoregular la propia conducta. Existeixen diferents processos
englobats en aquest concepte general com sén: la flexibilitat cognitiva, la memoria de
treball, I'organitzacié i la planificacié. Per aquest motiu per avaluar aquest domini cognitiu

es van realitzar les seglients proves:

- El subtest de digits en ordre invers del WAIS-IV (Wechsler D, 1999) que mesura la

memoria de treball verbal simple. Aquest test consisteix en repetir verbalment
una seqiiencia de numeros en ordre invers al que ha dit I'examinador,

augmentant la dificultat progressivament.

- El subtest de localitzacié espacial indirecta del Test Barcelona (Pefia-Casanova,

2005) que avalua la memoria de treball visual. Aquest test consisteix en la
capacitat per mantenir la identitat d’uns cubs situats en un ordre i espai especific i
que el subjecte senyali les figures en I'ordre invers en que sén presentades per

I’examinador, augmentant la dificultat progressivament.

- Les proves de fluencia verbal fonetica en la qual el pacient haura de dir paraules

que comencin per les lletres P, M i R i la fluéncia verbal semantica en la qual el

pacient ha de dir paraules que pertanyin a una categoria determinada, en aquest
cas, animals, en un minut. Es un mesura d’accés al Iéxic i té una bones propietats
psicometriques i valors normatius adaptats a la poblacié espanyola (Pefia-

Casanova et al., 2009).
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Taula 7. Proves utilitzades per avaluar els 5 dominis cognitius especifics mitjangant una bateria
neuropsicologica completa.

Domini cognitiu Proves utilitzades per a I’avaluacié del domini
Amplitud amneésica

Memoria verbal - Primer intent del record lliure del Test de Buschke
Immediata

- Record lliure a curt termini del Test de Buschke
Immediata — Reconeixement

- Record total a curt termini del Test de Buschke
Diferida

- Record lliure a llarg termini del Test de Buschke
Diferida — Reconeixement

- Record total a llarg termini del Test de Buschke
Immediata

Memoria visual - FCRO immediata

Diferida

- FCRO diferida

Apraxies Constructiva

- Copia FCRO

Atencid sostinguda

Atencid i VPI -TMTA

- Digits directes del WAIS-IV

- Localitzacié espacial directa del Test Barcelona
Atencid alternant

-TMTB

Velocitat de processament de la informacié

- Clau de nimeros del WAIS-IV

- Temps copia FCRO

-TMTA

- Localitzacid espacial directa del Test Barcelona
Accés al lexic

Funcions executives - Fluencia fonetica

- Fluéncia semantica

Memoria de treball verbal

- Digits indirectes del WAIS-IV

Memoria de treball visual

- Localitzacid espacial indirecta del Test Barcelona
Abreviatures: FCRO: Figura complexa de Rey-Osterrieth; TMTA: Trail Making Test part A; WAIS-IV: escala
de intel-ligencia per adults Wechsler versié IV; TMTB: Trail Making Test part B; VPI: velocitat i
processament de la informacid.
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3.1.2.5 Avaluacié de la qualitat de vida i la funcionalitat post-ictus

Per avaluar la qualitat de vida dels pacients es va utilitzar I'Escala de Qualitat de vida per a I'lctus
(ECVI-38) (Fernandez Concepcién et al.,, 2008). L'ECVI-38 és una escala autoaplicada de 38
preguntes tipus Likert (entre 1 i 5) agrupades en 8 items: estat fisic, comunicacio, cognicid,
emocions, sentiments, ABVD, activitats comuns de la vida diaria i funcionament socio-familiar. Al
ser una escala que avalua el grau de dificultat pels diferents items, a major puntuacié de I'escala,

indica una major dificultat i, per tant, una pitjor qualitat de vida.

Pel que fa a I'avaluacié de la funcionalitat es va utilitzar I’escala mRS (Keun-Sik Hong, 2009).
Aquesta escala permet valorar el grau d’incapacitat funcional de la persona mitjancant una escala
de 7 nivells de gravetat (del 0 al 6). A menor puntuacid, major funcionalitat i autonomia, essent la
puntuacié de 6 , la mort. La persona encarregada de determinar aquesta puntuacidé va ser el

neuroleg de referéncia (FP).

A banda, es va registrar la recurrencia d’ictus. Es va considerar una recurrencia un nou deéficit de

focalitat neurologica amb evidencia de lesié isquémica aguda associada (Easton et al., 2009).

3.1.2.6 Extraccid, recollida i emmagatzematge de mostres

Una diplomada universitaria d’infermeria va realitzar I'extraccié de sang a tots aquells pacients
inclosos a I'estudi que van firmar el consentiment informat per tal fi. Aquesta extraccié es va
realitzar en el moment basal coincidint amb el cribratge. Després de I'extraccié i protocol de
centrifugat es van emmagatzemar totes les aliquotes (8 vials de seérum, 4 vials de plasma i 2 vials
de buffy coat) a -802C al SCT de Biobanc de I'Institut de Recerca Biomédica de Lleida fins a la seva
posterior utilitzacid (Xarxa de Biobancs de I'Institut de Salut Carlos Ill, certificat UNE EN ISO

9001:2008).

3.1.2.7 Perfil bioquimic dels pacients inclosos a I'estudi

En els pacients inclosos a I'estudi i que van acceptar participar-hi es va registrar les dades del
perfil bioquimic a partir de I'analitica de sang extreta de forma habitual quan els pacients estaven
ingressats a planta, el mateix dia que es van dur a terme les proves de cribratge. Les dades
recollides van ser: colesterol total (mg/dL), colesterol LDL (mg/dL), triglicerids (mg/dL), glucosa en

sang (mg/dL), creatinina (mg/dL) i leucdcits (x10°%/L).
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3.1.3 Analisi dades de neuroimatge

Segons la practica clinica habitual, a tots els pacients se’ls hi va realitzar una TC durant la seva
estada a urgéncies. Els pacients amb diagnostics alternatius a un ictus isquémic van ser exclosos.
Posteriorment, a tots els pacients sense contraindicacions se’ls hi va fer una RM cranial dins la
setmana posterior a I'ingrés hospitalari (5 dies, RIQ 4,0 — 6,0 ). La RM es va dur a terme amb un
equip de 1,5 Teslas de cos sencer amb una forca de 24mT/m i un temps de pujada de 300ms
(Philips Intera 1.5 T, MRl scanner). Es van incloure varies seqiéncies: sagital SE T1 (TR/TE 500/12),
matriu de 228x229, camp de visid de 252mm, amb un gruix del tall de 5 mm i 1 mm de distancia
entre talls; Axial SE T1 (TR/TE 500/15), matriu de 264x200, camp de visié de 220mm amb un gruix
de tall de 4 mm i 0,4 mm de distancia entre talls; Axial SE T2 (TR/TE 6044/100), matriu de 328 x
210, camp de visié de 230 mm i un gruix de tall de 5 mm i 0,6 mm de distancia entre els talls; Axial
i coronal FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) (TR/TE/TI 1100/140/2800), matriu de 256 x
117, camp de visié de 230 mm i un gruix de tall de 4 mm i 1,2 mm de distancia de talls. També es
va realitzar la seqiiéncia de Difusio (b=1000) (TR/TE 4600/71), matriu 164X182, camp de visio de
230, amb un gruix de tall de 5 mm i Imm de distancia entre els talls i la seqiiencia BOLD (Blood

oxygen level dependent) que esta potenciada amb T2 (TR/TE 35/50), matriu 232X167.

L'analisi de les proves de neuroimatge es va realitzar sota el criteri d’'una neuroradiologa amb
experiencia. Primerament es va visualitzar la seqiéncia de difusié per determinar si hi havia lesié
isquémica aguda, definida per I'observacié de zones hiperintenses que es correlacionen amb una
hiposenyal en el mapa ADC (Apparent Difussion Coefficient), per tal de descartar zones

artefactades.

En els casos que s’observava lesid isquémica aguda es va definir el patré de la lesié diferenciant
entre una lesié Unica o multiple i si afectava a un sol territori o més d’un territori vascular. Es van
definir els seglients territoris vasculars: territori artéria cerebral anterior, artéria cerebral
posterior, arteria cerebral mitja cortical i subcortical, territori vertebro-basilar, artéries
penetrants, artéria coroidea anterior i territori frontera. En la classificacié de la lesié isquémica
també es va tenir en compte la seva localitzacié anatomica: Iobul frontal, parietal, temporal,

occipital, talem, ganglis basals, cerebel, tronc cerebral i corona radiada.

L'analisi de la seqliencia FLAIR es va utilitzar per a determinar el grau de leucaraiosis segons
I'escala Fazekas (Wahlund et al., 2001) i per determinar la preséncia de lesions isquémiques
croniques. La leucaraiosis és una alteracid de la substancia blanca que es tradueix amb zones

hiperintenses periventriculars i en arees subcorticals. L'escala Fazekas quantifica el grau de
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leucaraiosis en: 0. absent, 1. focus puntiformes, 2. inici de confluéncia i 3. confluéncia marcada.
Aguesta seqiiencia també va permetre identificar infarts cronics i establir la seva localitzacié per

territoris vasculars.

Es va registrar la presencia de microhemorragies, definides com focus de perdua de senyal i la
preséncia de signes de transformacié hemorragica de l'ictus agut en la seqliéncia BOLD (Bold

Oxygen Level Dependent).

Finalment, es va determinar el volum de la lesié aguda en la seqiiéncia de difusié utilitzant el
programa IntelliSpace Portal Imaging (versid 10.1). Aquest programa permet fer una mesura semi-

automatica del volum de la lesio en centimetres cubics.

3.1.4 Biomarcadors genétics de deteriorament cognitiu: gen APOE

Es va fer el genotipat del gen APOE en un subgrup de pacients de la cohort PSICOICTUS (n=109)
per observar si hi havia una correlacié entre tenir risc genetic i patir alteracid cognitiva després de
I'IM. La preséncia de I'al-lel €4 de I’APOE, és un important factor de risc genetic per a patir la
malaltia d’Alzheimer de manera esporadica i la seva progressié des d'un deteriorament cognitiu

lleu (Kim et al., 2014).

En I'extraccié de sang dels pacients realitzada el mateix dia de les proves de cribratge es van
obtenir vials de buffy coat. El buffy coat és la fraccié sanguinia que conté principalment leucocits i
plaquetes i s’obté a partir de la centrifugacié de la sang de cada pacient. A partir d’aquestes
cél-lules, es va realitzar I'extraccié d’ADN genoOmic de manera automatitzada mitjangant el
Maxwell RSC Buffy Coat DNA Kit (Promega, Cat.#AS1540) en I'aparell Maxwell RSC Instrument
(Promega Biotech Iberica, Madrid, Espanya) a partir de 250 ul de mostra de buffy coat total.
Després, es va diluir 'ADN obtingut en 120 ul d’aigua DNAsa free. Les concentracions d’ADN van
ser determinades en ng/ul i la seva puresa amb la ratio A260/280 en un Nanodrop ND 2000
(Thermo Fisher Scientific, Massachussets, USA). Les mostres amb una concentracié superior a 50

ng/ul i una puresa superior a 1,8 en la ratio A260/280, van ser utilitzades per analisis posteriors.

Per a fer el genotipat del gen APOE es va utilitzar el TagMan SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems, Massachusetts, USA) que permet detectar polimorfismes especifics a partir d’ADN
genomic purificat. Cada assaig permet el genotipat d’un individu per un polimorfisme d’un sol
nucleotid (SNP), és a dir, una variacid en la seqiiéncia d’ADN que afecta solament a una base de la
seqiencia del genoma. Es van analitzar dos SNPs diferents: el codd 158 caracteritzat pel canvi de

base T/C (arginina = cisteina) mitjancant I'assaig ID C_904973 10 (rs7412); i pel codd 112
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caracteritzat pel canvi de base C/T (cisteina = arginina) mitjancant I'assaig ID C_3084793 20
(rs429358). L'analisi de les mostres es va fer a I’equip Quant Studio 7 Flex (Applied Biosystems,
Massachusetts, USA). Els resultats van ser visualitzats a través de les corbes d’amplificacid
reconegudes a partir del marcatge per les sondes VIC i FAM (taula 8). Aquestes sondes emeten
una senyal fluorescent a la fase final de la PCR que indiquen la presencia de les seqliencies diana

de la mostra (al-lel natiu, al-lel mutat o ambdds).

Taula 8. Marcatge de les sondes VIC i FAM segons I'SNP del gen APOE

rs7412 (C_904973_10) Cod6 158  rs429358 (C_3084793_20) Cod6 112

APOE 2/2 T (FAM) o T (FAM) o
APOE 3/3 C (VIC) ) T (FAM) '®)
APOE 4/4 C (VIC) ) C (VIC) ®
APOE 2/3 T/C (VIC/FAM) '®) T (FAM) '®)
APOE 2/4 C/T (VIC/FAM) ® C/T (VIC/FAM) '®)
APOE 3/4 C (VIC) () C/T (VIC/FAM) ®

Abreviatures: APOE: apolipoproteina E; T: timina; C: citosina

La taula 9 indica les condicions termiques i la seva durada dels 40 cicles programats en la maquina
Quant Studio 7 Flex. Es va utilitzar un volum de reaccio final de 5 pl: 2,25ul de DNA genomic a una

concentracio de 5 ng/ul, 0,25ul de primer i 2,5ul de TagMan Master Mix.

Taula 9. Programa de PCR utilitzat per fer el genotipat del gen APOE mitjangant I'equip Quant Studio 7 Flex.

Condicions cicle téermic
PAS Temp. Temps Cicles
Activacio polimerasa 95°C 10 min HOLD
Desnaturalitzacié 95°C 15 sec 40
Anellament/extensio 60°C 1 min

Abreviatures: Temp: temperatura
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3.1.5 Analisi estadistic de les variables cliniques, el perfil neuropsicologic, el perfil

biogquimic, les dades de neuroimatge, el biomarcador APOE

L’analisi estadistic es va realitzar utilitzant els programes GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,

Inc., La Jolla, CA, USA) i SPSS versié 20.0 (SPSS, Chicago, IL).

Per a les variables qualitatives es van obtenir les freqliéncies i percentatges. Les variables
guantitatives es van descriure com a mitjanes i desviacions estandard (DE) per a les dades que
tenien una distribucié normal i es va utilitzar la mediana i el rang interquartilic (RIQ) per a les
dades no distribuides normalment. La normalitat de les variables quantitatives es va avaluar

mitjancant la prova de Kolmogorov-Smirnov (N>30).

Les variables amb distribucid normal es van analitzar mitjancant la prova t —test (comparacié
entre dos grups) o ANOVA (comparacio entre 3 o més grups). La prova Mann-Whitney U-test
(aplicada a dos mostres independents) o la prova de Kruskal Wallis (extensié de la prova Mann-
Whitney U-test per 3 o més grups) es van utilitzar per a I'analisi de les variables que no tenien una
distribucié normal. Les comparacions per a les variables categoriques es van fer a través de la chi-

guadrat de Pearson.

Un cop realitzada I'analisi univariada per detectar variables associades a la preséncia d’alteracions
afectives i/o cognitives després d’un IM, es van ajustar models de regressid logistica multivariant
per identificar predictors d’aquestes alteracions en els quals només es van incloure aquelles
variables que mostraven un p- valor inferior a 0,05 en les proves univariants. La seleccid de les
variables explicatives es va realitzar d’una en una cap endavant basant-se en la prova de raé de
versemblancga (p-valor < 0,05). També es van explorar possibles interaccions de primer ordre. Per
totes les variables resultat, es van explorar diferents models obtinguts a partir de diferents
variables candidates: només les variables cliniques (Model A), les variables cliniques més les
variables bioquimiques (Model B), les variables radiologiques (Model C), les variables cliniques
conjuntament amb les variables bioquimiques i radiologiques (Model D) i les variables cliniques,
bioguimiques, radiologiques i omiques (Model E). Per a la discriminacié entre els diferents grups
es va calcular I’'Odds Ratio (OR) que indica I'associacié entre les dues variables, sent “protectora”

sila OR és inferior a 1 o de “risc” si la OR és superior a 1.

La significacio estadistica es va considerar quan la p-valor era inferior a 0,05.
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3.1.6 Determinacio de biomarcadors metabolics i lipidics circulants

La metabolomica és I'estudi de les petites molecules organiques denominades metabolits, que
estan presents en un sistema biologic. Els metabolits participen en les reaccions quimiques que
tenen lloc a nivell cel-lular, el que anomenem metabolisme cel-lular. El metabolisme cel-lular
inclou la degradacio de molecules per a I'obtencié d’energia (catabolisme) i la sintesi de molécules
necessaries per al creixement, reproduccié i reparacié de les cél-lules (anabolisme). Per una altra
banda, la lipidomica té una entitat propia dins de la metabolomica i esta dedicada a I'estudi i
caracteritzacié del conjunt dels lipids cel-lulars, les moléecules amb les que interactuen i les seves
funcions dins l'organisme. Actualment, una de les principals estratégies en aquest camp és
I'analisi de perfils metabolics i lipidics, ja que la comparacié de perfils de diferents fenotips
s’utilitza per identificar canvis metabolics que ajuden a coneéixer la fisiopatologia d’'una malaltia

com pot ser 'ictus isquémic.

Una branca de la metabolomica i lipidomia és I'analisi no dirigida (untargeted metabolomics) on
I'objectiu és mesurar simultaniament la majoria de metabolits i lipids possibles presents en el
metaboloma huma sense la necessitat de tenir una hipotesi preestablerta. Aquesta técnica ens
permet fer una quantificacié aproximada de la presencia del metabolit, encara que no de manera
precisa. Aquesta quantificacio és util en la comparacié entre diferents individus o grups
experimentals perqué cada un pot tenir una signatura metabolica /lipidica especifica ajudant en la

recerca de nous biomarcadors.

En la figura 8 es pot veure un esquema simplificat dels passos a seguir en una analisi de

metabolomica no dirigida.

Ictus Minor . . Processament

—— de mostres

— . -- Perfil
Interpretacié » *-a ¢ METABOLOMICA ‘metabolbmic
biologica

A — NO DIRIGIDA

Identificacio
- de metabolits

Analisi
estadistic

Figura 8. Esquema simplificat dels passos a seguir en un analisi de metabolomica no dirigida.
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El disseny experimental utilitzat en aquesta tesi va consistir en dues fases diferencials: fase de
descobriment (discovery) i fase de validacié (validation). En la fase de descobriment es van
utilitzar mostres de plasma recollides a temps basal (3-5 dies post-IM) de 25 pacients de la cohort
PSICOICTUS. Es van incloure 13 pacients que havien patit un IM i no tenien cap alteracié afectiva
ni cognitiva en les proves de cribratge inicial (puntuacié6 MOCA 224, puntuaci6 MADRS <7 i
puntuacié AES-C <37), 6 pacients amb IM i amb alteracions afectives (puntuacidé MOCA >24,
puntuaci6 MADRS 27 i/o puntuacié AES-C 237) i 6 pacients amb IM amb alteracions cognitives

(puntuacié MOCA <24, puntuacié MADRS <7 i puntuacidé AES-C <37).

En aquesta primera fase de descobriment es van identificar mitjangant la técnica de
metabolomica i lipidomica no dirigida les molecules expressades diferencialment entre els

diferents grups experimentals.

Posteriorment, en la fase de validacio es va incloure una mostra més gran de pacients de la cohort
PSICOICTUS (n= 90). En aquest punt, al no disposar d’estandards especifics es va fer un altre
analisi de metabolomica/ lipidomica no dirigida anant directament a identificar i observar el patré

d’expressio de les molecules identificades en la fase de descobriment.

Els grups experimentals analitzats en la fase de validacié es mostren en la figura 9, conjuntament

amb els pacients inclosos en la fase de descobriment.

FASE
DESCOBRIMENT

[ |

IM sense IM alteracions IM alteracions
alteracions afectives cognitives
PSICOICTUS PSICOICTUS PSICOICTUS

n=13 n=6 n=6
FASE
VALIDACIO
[ |

IM sense IM alteracions IM alteracions
alteracions afectives cognitives
PSICOICTUS PSICOICTUS PSICOICTUS

n=65 n=14 n=11

Figura 9. Esquema dels pacients inclosos segons els grups experimentals en |la fase de descobriment i la fase
de validacié de I'analisi de metabolomica i lipidomica no dirigida. Abreviatures: IM: ictus minor.
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Les molécules identificades en la fase de descobriment que estaven expressades diferencialment

entre els grups experimentals, es van validar i quantificar en aquesta nou grup de pacients.

3.1.6.1 Preparacio de les mostres

Les mostres plasmatiques basals van ser sotmeses a una analisi metabolomica no dirigida. Els
metabolits presents en les mostres d’estudi es van extreure amb 90 ul de metanol fred (que
contenia fenilalanina-C31 com a estandard intern i BHT (butil-hidroxi-tolué) per evitar que
s’oxidés la mostra) que es van afegir a 30 ul de plasma seguit d’'una incubacid d’1 hora a -20°C. Es
van centrifugar les mostres durant 3 minuts a 13000rpm perqué es precipités la proteina i es va
recuperar el sobrenedant filtrant-lo amb un Eppendorf amb un filtre de 0,2 um i posteriorment es

va tornar a centrifugar durant 10 minuts a 3000rpm a 49C.

Les mateixes mostres també es van sotmetre a una analisi de lipidomica no dirigida. L'extraccié
dels lipids de les mostres d’estudi es va realitzar amb metil-tert-butil éter (MTBE). Primerament
per precipitar la fraccié proteica, es van afegir 5 ul d’aigua miliQ i 20 pl de metanol fred a 10 ul de
mostra de plasma. Seguidament es va fer un vortex de les mostres durant 2 minuts i es van afegir
250 pl del estandard intern amb MTBE. Les mostres es van submergir en un “bany maria”
d’ultrasons (ATU ultrasonidos, Valéncia, Espanya) amb una freqiiéncia de 40 kHz i una poténcia de
100 W a 1529C durant 30 minuts. Finalment, es van afegir 25 pl d’aigua miliQ a la barreja, es va
centrifugar a 3000rpm a 10°C durant 10 minuts i es van recollir els extractes de lipids continguts

en la fase superior del tub.

Els vials per fer els controls de qualitat (QC) es van preparar barrejant 30 pl de I'extracte de
metabolits de cada una de les mostres d’estudi per I'analisi de metabolomica i 60 pl de I'extracte
de lipids de cada una de les 25 mostres per I'analisi de lipidomica. Els vials de QC es van injectar
de manera continua al principi de cada analisi fins a equilibrar el sistema i després es van
intercalar entre les mostres amb intervals regulars per tenir una evidencia del bon funcionament i

estabilitat de la tecnica.

3.1.6.2 ldentificacié dels metabolits i lipids expressats diferencialment segons el perfil

afectiu i cognitiu després d’un ictus minor.

Els productes resultants de les dues extraccions, amb la finalitat de separar els metabolits i els
lipids segons la seva massa i temps de retencié (TR) es van injectar a un UHPLC (ultra-high-
performance liquid chromatography) amb el sistema Agilent 1290 LC (Agilent Technologies,

Barcelona, Espanya) equipat amb una columna de fase reserva i associat a un Q-TOF-MS
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(Quadrupole time-of-flight mass Spectometry Instrument 6520) de ionitzacié per electrospray i
treballant tant amb ionitzacié positiva com ionitzacié negativa (Agilent Technologies, Barcelona,
Espanya). Les dades es van recollir en el mode d’electrospray amb ionitzacié positiva i un temps
de vol amb exploracié completa de 50-3000 m/z en un rang dinamic estés de 2 GHz, utilitzant N2
com a gas nebulitzador (5 L/min, 3509C). El voltatge del capil-lar va ser de 3500 V amb una
velocitat d’escaneig d’1scan/s. La font de ionitzacié va transmetre una carrega a les molécules i
les va fragmentar seguint un patrd de ionitzacié caracteristic per cada metabolit, que s’utilitzava
posteriorment per poder fer la seva identificacid. Finalment, per a registrar les dades es va
utilitzar el MassHunter Data Analysis Software (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya), per
obtenir les caracteristiques moleculars de les mostres es va utilitzar el MassHunter Qualitative
Analysis Software (Agilent Technologies, Barcelona, Espanya) i per determinar si els diferents ions
eren del mateix “possible compost” es va utilitzar I’algoritme Molecular Feature Extractor (Agilent
Technologies, Barcelona, Espafia). Les mostres seleccionades van tenir un minim de 2 ions i es va
utilitzar el software professional MassHunter Mass Profiler (Agilent technologies, Barcelona,
Espanya) per seleccionar, filtrar i alinear les caracteristiques moleculars de cada un dels
compostos. Els mateixos compostos que estaven presents en diferents mostres es van alinear
mitjangant una finestra de TR del 0,1% * 0, 25 minuts i una finestra de massa de 10 ppm + 2 mDa.
Els compostos seleccionats estaven presents en almenys el 50% de les mostres de la mateixa
condicié i es van corregir pel biaix individual. Una vegada confirmades les identitats dels
metabolits i lipids expressats diferencialment entre els grups experimentals en la fase de
discovery es va analitzar si també es trobaven en la fase de validacié acceptant una diferencia de

m/z de 30 ppm i una diferéncia de TR de 0,8 minuts, per al mateix compost.

Les identitats es van confirmar per la seva massa exacta, el seu TR, la seva distribucid isotopica i/o
I'espectre MS/MS en dues bases de dades publiques: Human Metabolome Databse (HMDB,
http://www.hmdb.ca) i LipidMatch (http://secim.ufl.edu/secim-tools/lipidmatch/).

3.1.6.3 Analisi estadistic dels metabolits i lipids expressats diferencialment segons el perfil

afectiu i cognitiu després d’un ictus minor.

L'analisi estadistic es va realitzar amb la plataforma Metaboanalyst (Chong et al., 2019). Les dades
dels metabolits i lipids van ser representades a través dels PLS-DA (Partial Least Squares
regression) i el calcul de la AUC (area under the curve) de la ROC (Receiver Operating
Characteristic). Per definir la signatura metabolomica/lipidomica especifica per cada grup

experimental es va escollir la comparacié de grups segient:
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- Pacients amb IM sense alteracions afectives ni cognitives (n=13) , IM amb alteracions
afectives (n=6) i IM amb alteracions cognitives (n=6) de la cohort PSICOICTUS. Aquesta
comparacié es va dur a terme per trobar metabolits/lipids expressats diferencialment en
els tres grups experimentals de la mateixa cohort d’estudi que havien patit un IM i tenien
alteracions pures. Es van descartar els pacients que patien més d’una alteracié alhora per

tal d’evitar un possible biaix en la identificacid i quantificacié dels compostos.

Per a determinar els biomarcadors expressats diferencialment relacionats amb el deteriorament
cognitiu post-IM i amb la depressié post-IM en comparacié al grup IM sense alteracions es va
utilitzar una prova t-test de dades no aparellades. Mitjangant el test de Kolmogorov-Smirov es va
comprovar la distribucio normal de les variables. L’analisi i el graficat d’aquests resultats es va

realitzar mitjangant el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

En les molécules expressades diferencialment entre els grups experimentals es va avaluar el seu
potencial com a biomarcador a través de I'AUC de la corba ROC, primer en la cohort de

descobriment i després en la cohort de validaciod.

La significacid estadistica es va considerar quan la p-valor era inferior a 0,05.

3.2 Model animal d’Ictus Minor

Els ratolins van estar allotjats sota unes condicions de llum dilirnes. Disposaven de 12 hores de
llum i 12 hores de foscor amb una temperatura ambient de 18 a 212C i una humitat relativa del
70-80%. Tenien accés a menjar i aigua ad libitum. Es van utilitzar ratolins mascles i femelles de la
soca CD1 entre 8 i 16 setmanes d’edat, criats i subministrats per I'Estabulari de rosegadors de la

Universitat de Lleida.

Tots els procediments utilitzats en aquesta tesi doctoral van ser aprovats pel Comité Etic
d’experimentacié animal de la Universitat de Lleida (CEEA - 020220) i realitzats d’acord amb la
legislacio espanyola (RD 1201/2005 i la llei 32/2007) i les directrius de la Unié Europea
(86/609/EEC). Tots els procediments amb animals d’experimentacié han seguit les directrius

d’ARRIVE (Animal Research: Reporting of in Vivo Experiments, Sprague, 2020).
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3.2.1 Oclusié transitoria de I’artéria cerebral mitja (tMCAo)

Es va utilitzar el model d’oclusié transitoria de l'artéria cerebral mitja (tMCAo de I'anglés:
transient medial cerebral artery oclusion). El model de tMCAo s’ha utilitzat per modelar I'escenari
clinic de reperfusio precog¢ després d’un infart isquémic (Cambray et al., 2018; Torres-Querol et
al., 2021). Aquesta cirurgia consisteix en I'oclusié transitoria focal de I'arteria cerebral mitja (ACM)
a través de craniectomia. Concretament, els animals van ser anestesiats amb un 5 % d’isoflura
(Ecuphar, Barcelona, Espanya) per a la induccié i un 2 % d’isoflura per al manteniment amb una
barreja d’oxigen i aire comprimit (0.2/0.8 L/min). La temperatura corporal es va controlar
mitjancant una sonda rectal i es va mantenir a 37,0 £ 0,52C amb una manta térmica (Panlab S.L.U,
Barcelona, Espanya). Els ratolins es van col-locar en una plataforma d’estereotaxia en posicié
prona (panxa a terra) i es va realitzar una incisid a la pell entre I'ull dret i I'orella dreta. El muscul
temporal va ser disseccionat sota el microscopi fins que I'os temporal era clarament visible.
Després d’identificar visualment ’ACM sota I'os temporal, es va fer un forat amb I'ajuda d’un
trepant i es va extreure la capa fina d’os sobrant. Posteriorment es va col-locar el cable de fibra
optica del laser Doppler (moorVMS-LDF1, Moor Instruments) a la zona superior de 'ACM (+ a
10mm posterior i 8mm cap al lateral) després d’haver-la llimat amb el trepant, amb molta cura de
no danyar el cervell, per poder controlar el flux sanguini cerebral (FSC). El laser Doppler es va unir
amb I'ajuda d’un pegament (SuperGlue). Un micro-capil-lar de vidre amb la punta roma, per tal de
no danyar l'artéria, va ser utilitzat per comprimir ’ACM durant diferents temps d’oclusid. La
compressié es va aplicar per aconseguir una disminucié constant del flux sanguini cerebral per
sota del 75-80% partint del flux sanguini cerebral basal. Un cop produida I'oclusié es va treure el
capil-lar i s’observava una pujada del flux d’almenys el 75% respecte els valors basals (Figura 10).

Els animals que no van arribar a la reperfusio desitjada van ser exclosos de I'estudi.

Tots els procediments quirdrgics es van dur a terme amb I'ajuda d’una lent quirdrgica WILD M650

(Leica, Nussloch, Alemania).
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Figura 10. Procés quirurgic de I'oclusié transitoria focal de ’ACM mitjangant craniotomia. Incisié en la pell
des de I'ull fins a I'orella del costat dret (A i B). Separacié del muscul temporalis i exposicié de I’ACM (C i D).
Extraccié de I’6s cranial amb el trepant (E i F). Col-locacio del laser Doppler i exposicié de I’ACM (G). Oclusié
manual de I’ACM. (I) Valors del flux sanguini cerebral en el model de 10 minuts oclusié. Abreviatures: ACM:
Artéria cerebral mitja.

3.2.2 Determinaci6 del fenotip neurologic

La determinacié del perfil neurologic va consistir en un conjunt de proves conductuals i
neurologiques que avaluaven els deéficits funcionals dels animals després de la cirurgia tMCAo. Les
proves van ser administrades en diferents moments temporals, segons el grup experimental:
basal (abans de la cirurgia tMCAo0), 6 hores post-tMACo, 24 hores post-tMACo, 48 hores post-
tMACo, 72 hores post-tMACo i 7 dies post-tMACo.

Les proves administrades van ser les seglients:

» Modified Neurologic Severity Score (mNSS)
Una de les escales neurologiques més comunes utilitzades en estudis amb models animals
d’ictus és la mNSS (Li Zhang et al.,, 2002). Aquesta prova valora el funcionament
neurologic en una escala que puntua de 0 a 18 i inclou una combinacid de proves motrius
(estat muscular i moviment anormal) i sensorials (visual, tactil i propiocepcid). També

avalua els reflexes (del pavellé auricular, de I'ull i de la resposta a un so estrident) i
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I’equilibri. Es dona un punt per la incapacitat de realitzar cada sub-prova i es suma per
obtenir una puntuacié global que determinava el grau de deteriorament. A banda, el
mNSS inclou la prova de la perxa (Coat Hanger Test) amb una puntuacié maxima de 6
punts. En el nostre model es va decidir avaluar de forma independent el Coat Hanger
Test, pel que la puntuacid maxima en els ratolins de la mNSS modificada va ser de 12
punts. Aixi, les puntuacions van oscil-lar entre els 0 punts en cas d’abséncia de

deteriorament i els 12 punts en situacions de deteriorament greu.

> Neuroscore
Els deéficits sensitiu-motors es van avaluar mitjancant una adaptacid de la prova
Neuroscore (Bederson et al., 1986). Els resultats dels ratolins es van puntuar des de 0
(sense alteracions) a 5 (greument deteriorats) per a cadascun dels items seglients:
- 0: comportament normal.
- 1:Quan s’agafava el ratoli per la cua menys d’'un 50% dels intents es girava cap al
costat contralateral o ipsilateral de la cirurgia, amb o sense rotacié inconscient.
- 2:Quan s’agafava el ratoli per la cua més d’'un 50% dels intents es girava cap al
costat contralateral o ipsilateral de la cirurgia, amb o sense rotacié inconscient.
- 3: El ratoli tenia un comportament de gir greu en el qual es mantenia entre 1-2
segons amb el nas gairebé tocant a la cua.
- 4: El ratoli tenia un comportament de gir greu en el qual adoptava una posicié de
barril i perdia el reflex per poder caminar o posar-se recte.

- 5: Comatds o moribund.

» Coat Hanger Test/ Prova de la perxa
Per avaluar la coordinacid motora es va utilitzar la prova de la perxa (Li Zhang et al.,
2002), que consisteix en col-locar el ratoli al mig d’una barra horitzontal fina (diametre,
2mm; llargada, 40cm; algada des de la taula, 85cm) en posicid cap per avall. Els ratolins es
poden moure al llarg de la barra cap a unes de les dues barres diagonals (inclinacio, 452 i
19 cm de longitud) del penjador en forma triangular. La laténcia de caiguda en un Unic
assaig de 60 segons com a maxim va ser registrada. Les puntuacions qualitatives
oscil-laven entre 0 (sense alteracions) i 6 (greument afectat). Les puntuacions van ser les

seguents:
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: entre 50 i 60 segons
:entre 40 i 49 segons
:entre 30i 39 segons
:entre 20 29 segons
:entre 10 19 segons

: <10 segons

1
[e2] u » w N = o

: no arriba a agafar-se a la perxa.

» Ladder task
La prova es va fer utilitzant un aparell que consisteix en una escala horitzontal que consta
d’unes parets laterals de Plexiglas transparent i esglaons metal-lics (3 mm de diametre)
inserits en el Plexiglas amb una distancia minima d’1 cm entre esglaons (Metz & Whishaw,
2002). Les parets laterals eren de 40 cm de llargada i 5 cm d’algada. L'escala s’elevava uns
30 cm aproximadament per sobre de la taula recolzada sobre la gabia i es col-locava el
ratoli suaument sobre I'aparell per a qué es pogués moure i caminar lliurement durant un
minut. Es va col-locar una camera amb un lleuger angle ventral, de manera que la posicié
de les quatre extremitats es podien enregistrar simultaniament i es va fer I'analisi revisant
les gravacions de video fotograma a fotograma, a una velocitat de 30 fotogrames per
segon. Aquest test avalua les habilitats de motricitat fina del ratoli. Durant la prova, es va
registrar quantes vegades el ratoli es va moure entre els dos extrems de |'aparell
(creuaments, crossings) i el temps (segons) que I'animal estava en moviment. També es
va registrar la col-locacié de les seves extremitats en els esglaons i quant aquesta
s’escapava, I'anomenat flip. Posteriorment es va corregir el nimero de flips segons els
segons de moviment actiu del ratoli i el nimero de crossings a través d’una férmula
anomenada Ratio Ladder Task: (nimero total de flips/nimero total d’encreuaments) x
ratio activitat. La ratio de I'activitat es va calcular dividint els segons que el ratoli estava

actiu entre 60 segons totals que dura la prova.

3.2.3 Extraccid de sang

L'extraccio de sang es va realitzar mitjancant una puncié submandibul-lar a tots els ratolins en el
moment basal (abans de la cirurgia tMCAo0), 6 hores post-tMACo, 24 hores post-tMACo, 48 hores
post-tMACo, 72 hores post-tMACo i 7 dies post-tMACo, segons el moment de sacrifici. Es van

utilitzar tubs conics Microvette CB 300 EDTA (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania) i es van centrifugar
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durant 5 minuts a 4,6 rpm per a I'obtencié del plasma. El dia de sacrifici del ratoli I'extraccié de
sang es va fer mitjangant una puncid intracardiaca. En aquest cas, es van utilitzar els microtubs
EDTA 1,3ml TPS (Sarstedt, Niimbrecht, Alemania) i es van centrifugar durant 10 minuts a 2,2 rpm
per a l'obtencié del plasma. Totes les mostres es van emmagatzemar a -802C fins a la seva

posterior utilitzacid.

3.2.4 Quantificacié volum d’infart

Els ratolins van ser anestesiats amb una injeccid intraperitoneal del preparat ketamina (Ketolar
50, Pfizer, USA; 50mg/ml) i xylazina (Xilagesic 2%, Calier, Espanya; 20mg/ml) amb una dosis
anesteésica de 100 pl ketamina/xylazina per cada 10 grams de pes del ratoli. L'efecte anestésic es
va comprovar per |I'abséncia de reflex podal. Un cop adormit I'animal es va sacrificar mitjancant
I’extraccié de sang amb una puncié intracardiaca (volum total obtingut: 700 ul aproximadament).
El cervell va ser disseccionat i posat rapidament en un motlle per a fer seccions coronals d’Imm
de gruix (Biogen Cientifica S.L, Madrid, Espanya.) A continuacid, els talls es van tenyir amb una
solucié de clorur de 2,3,5-trifeniltetrazoli (TTC; Thermo Fisher Scientific, Massachussets, USA) al
2% i es van incubar durant 5 minuts a 372C. Amb aquesta tincié es pot observar I'activitat de Ia
deshidrogenasa mitocondrial, de manera que es tenyira de color rosat el teixit viu i es quedara
blanc o incolor el teixit mort, que en el nostre cas seria la zona on s’ha produit l'ictus. Els talls es
van fotografiar amb una camera digital i es van analitzar les imatges amb el programa Image)
(National Institute of Health, versid 2.0). El volum de l'infart es va calcular sumant les arees
d’infart de tots els talls afectats i multiplicant-ho pel nimero de talls. La quantificacié del volum
d’infart com a percentatge es va calcular utilitzant la seglient férmula: area infart (A) / (area de
I’hemisferi contralateral (C) + area de I’"hemisferi ipsilateral (B) + area de I'infart (A)) x 100 (Figura

11).

Figura 11. Parts del cervell d’un ratoli dividides per obtenir el volum de l'infart. A: area de l'infart; B: area
de I’hemisferi ipsilateral; C: area de I’"hemisferi contralatetral.
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3.2.5 Tecnica d’'immunofluorescéncia i microscopia confocal

La fixacio del teixit cerebral es realitza per a preservar les caracteristiques morfologiques i
moleculars dels teixits. La perfusié amb PFA és el metode més utilitzat per fixar els teixits, ja que
el liquid fixador s’inocula en el sistema circulatori de |'ésser viu. El PFA ajuda a preservar la
integritat estructural de les mostres i els permet resistir a tractaments posteriors (Hare et al.,
2014).

Per realitzar la perfusié es va anestesiar el ratoli amb una injeccié intraperitoneal de
ketamina/Xilacina (0,1mL per cada 10 grams de ratoli). Posteriorment, s'immobilitzava el ratoli
panxa amunt i es tallava la pell exposant els organs interns obrint la caixa toracica perqué el cor
fos més accessible. Tot seguit, es clavava una palometa amb una xeringa de 60 mL al ventricle
esquerra i seguidament es tallava I'auricula dreta. Primerament, s’administraven 60 mL de PBS 1x
per netejar bé tots els teixits i eliminar tota la sang del sistema circulatori. Després es perfonia
I'animal amb 60 mL d’una solucié fixadora, que en el nostre cas va ser paraformaldehid al 4% en
PBS 1x (Merck, Life Science, S.L.U, Alemania). Després de la perfusid, s’extreia el cervell i es post-
fixava per immersié durant 24 hores amb la mateixa solucidé fixadora a 42C. A I'endema es
submergia en una solucié crioprotectora de sacarosa (Merck Life Science, S.L.U, Alemania) al 15%
en PBS 1x i al dia seglient en una solucié de sacarosa al 30% en PBS 1x. Finalment es va posar el
cervell en un criomotlle i es va cobrir d’'OCT (Optimal Cutting Temperature) al 100%. Es va

emmagatzemar a -802C fins a la seva utilitzacié.

Els blocs d’OCT amb el teixit cerebral es van tallar en seccions de 16 um de gruix en un pla coronal
mitjangant el criostat Leica CM1950 (Leica, Nussloch, Alemania). Els talls es van recollir en series
consecutives mitjangant un portaobjectes “Superfrost” (Thermo Fisher Scientific, Massachussets,
USA) per minimitzar la pérdua de teixit. Les mostres van ser emmagatzemades a -20°C fins a la

seva utilitzacié.

La tecnica d’immunofluorescéncia es va utilitzar per determinar I'expressié de proteines en
seccions de teixit cerebral fixat amb PFA. Primer, les mostres es van temperar a temperatura
ambient abans de ser utilitzades. Les seccions es van rentar 3 vegades durant 10 minuts en una
solucié de PBS 1X + 0,2% de trit6 en agitacid. Per tal d’evitar unions inespecifiques de I’anticos es
van incubar les seccions amb una solucié de bloqueig (8% BSA + 0,2% tritd en PBS 1X) durant 1
hora a temperatura ambient. A continuacio, es va incubar I’anticos primari corresponent diluit en

la solucid de bloqueig durant 24 h a 4 °C.
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A I'endema, els talls es van rentar 3 vegades durant 10 minuts amb PBS 1x en agitacid. Després,
els talls es van incubar amb I’anticds secundari durant 1 hora a 42C a la foscor. Per eliminar

I’anticos secundari sobrant es van tornar a fer 3 rentats de 10 minuts amb PBS 1X.

Finalment, els talls es van muntar amb medi de muntatge Vectachield amb DAPI incorporat
(Vector Laboratories, California, USA) per tenyir els nuclis cel-lulars i es van cobrir amb el

cobreobjectes.

Les seccions es van emmagatzemar a 42C fins a la seva posterior visualitzacié en el microscopi

confocal.

En la taula 10 es troben recollits els anticossos utilitzats en la immunofluorescéncia.

Taula 10. Llistat anticossos primaris i secundaris utilitzats en la técnica d’'immunofluorescencia.

Anticos primari Host Dilucio Casa comercial
NeuN Mouse 1:200 Biorbyt
Ibal Rabbit 1:1000 Biorbyt
GFAP Chicken 1:200 Biorbyt
Anticos secundari Host Dilucié Casa comercial
Donkey anti-mouse Donkey 1:500 Jackson
Alexa 488 (verd) ImmunoResearch
Donkey anti-rabbit Donkey 1:500 Jackson
594 (vermell) ImmunoResearch
Donkey anti-chicken Donkey 1:500 Jackson
647 (vermell) ImmunoResearch

NeuN: marcatge neuronal; Ibal: marcatge microglia; GFAP (Proteina acidica fibril-lar glial): marcatge
d’astrocits.

Per verificar I'especificitat de la unié antigen-anticos es van fer els segiients controls:

- Eliminacié de I'anticds primari en la primera incubacié, per detectar possibles
unions inespecifiques del anticos secundari al teixit.
- Omissid dels anticossos secundaris per detectar I'emissid de fluorescéncia

inespecifica.

Les imatges de les seccions del teixit cerebral van ser captades amb el microscopi laser confocal

FV1000 (Olympus, Tokio, Japd). Aquest esta format per un modul confocal espectral, unit a un

microscopi invertit IX81.
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En el mode confocal, el microscopi té tres lasers que abastaven un total de 5 longituds d’ona:
laser multi-linia d’Argd (457 nm, 488 nm, 515 nm), laser d’Heli-Ne6 (543 nm) i un laser diode
d’estat solid (635 nm). La combinacié dels lasers permetia il-luminar la mostra simultaniament
amb 3 longituds d’ona. Consta de tres canals de deteccid, dos d’ells espectrals. El sistema de
deteccid, que es troba dins de la unitat confocal, té dos sistemes de xarxa de difraccié (pels dos
primers canals) amb una resolucié de 2 nm que treballaven en tot aspecte visible de 400 a 700
nm. Es poden generar imatges d’escombratge amb una velocitat maxima de 16 quadrats per

segon, per una imatge de 256 x 256 pixels. La maxima resolucio és de 4096 x 4096.

El microscopi consta de diferents objectius: 10X, 20X, 40X i 60X (UPlanSAPO, Olympus). Les
imatges es van analitzar amb el software FV10 (Olympus) i posteriorment amb I'lmagel) (National

Institute of Health, versi6 2.0).

3.2.6 Estudi pilot model animal d’ictus Minor

Un estudi pilot va ser realitzat per determinar les conseqiieéncies neuroanatomiques i funcionals
dels diferents temps d’oclusié de 'ACM amb el model tMCAo i tenint en compte diferents temps
de sacrifici. Aquest estudi pilot ha permeés caracteritzar un model animal d’IM.

El model d’IM havia de tenir teixit cerebral infartat (diagnostic diferencial d’AIT) observar un
volum d’infart reduit (aproximadament 1,5%) i per altra banda, havia de presentar una certa
alteracio de la funcié neurologica observada en les proves conductuals i que aquestes alteracions

milloressin en el temps.

Ratolins mascles de la soca CD1 entre 30 i 40 grams de pes i d’edat entre 8-16 setmanes van ser
utilitzats. Els temps d’oclusié van ser: 10 minuts, 20 minuts, 30 minuts, 40 minuts i el paradigma
de 5 minuts de reperfusio — 2 minuts oclusié (repetit 5 vegades). Els moments de sacrifici
(endpoint) van ser: 24 hores, 48 hores, 72 hores i 7 dies (Figura 12). En total I'experiment pilot va

consistir en 20 grups experimentals amb 5-8 animals per grup.

En tots els grups experimentals es va realitzar una avaluacié del deficit neurologic i extraccié de
sang submandibul-lar en els temps seglients: basal (just abans de cirurgia tMACo), 6 hores, 24

hores, 48 hores, 72 hores i 7 dies post-tMCAo (segons grup experimental).
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24h  48h 72h 7d

10 min

20 min

30 min

40 min

3 | L

5X2 min

NN N N N\

tMCAo
- 6h . 24h _ 48h _ 72h 7d
B2 FTE3TES TE :

temps

Figura 12. Protocol experimental utilitzat en el desenvolupament de I'estudi pilot per a la determinacio del
model animal d’Ictus Minor. Abreviatures: tMCAo: oclusié transitoria de I'artéria cerebral mitja; h: hores.

Posteriorment es va determinar el grup experimental més adequat que complia els requisits per
definir el model d’ictus minor i es va aplicar a un grup de ratolins femelles de la soca CD1 (n=6)

entre 30 i 40 grams de pes i entre 8-16 setmanes d’edat.

3.2.7 Models experimentals de factors de risc vascular

Es van desenvolupar dos models animals amb similitud amb els principals factors de risc que

presenten les persones amb malaltia cerebrovascular isquémica.

3.2.7.1 Model animal de diabetis mellitus tipus 2

Ratolins mascle de la soca CD1 entre 30-40 grams van ser utilitzats, d’edat entre 8-16 setmanes,
als quals se’ls va induir DMT2 mitjancant puncions intraperitoneals d’SZT (Merck, Life Science,
S.L.U). L’SZT té un efecte citotoxic sobre les cél-lules B-pancreatiques provocant una disminucid
dels nivells d’insulina en sang i una conseqlient hiperglucemia. L'SZT pot ser utilitzada per induir
diabetis mellitus tipus 1 (DMT1) i DMT2; una Unica injeccié a una dosi molt alta (160mg/kg)

indueix DMT1 i, injeccions consecutives de dosis més baixes indueix DMT2 (Ward et al., 2001).

Per tal d’induir un model de DMT2 i no de DMT1 es van fer 5 injeccions consecutives (1 cada dia,

durant 5 dies) amb una dosi de 40mg/kg. Aquest model de DMT2 resulta irreversible. La glucémia
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(nivells de glucosa en sang) es va quantificar utilitzant un equip de diagnostic comercial (Acofar
glucometre, Acofarma), a partir de I'extraccid6 d’una gota de sang submandibul-lar (5 pl
aproximadament). La concentracié de glucosa plasmatica (mg/dL) s’obtenia després d’uns 15

segons.
Els valors de referéncia de glucosa en sang en ratolins sén els seglients:

- Normal: <120 mg/dI
- DMT2 moderada: 120 a 300 mg/dl
- DMT2 greu: > 300 mg/dI

En un inici es va realitzar un estudi pilot per comprovar els efectes de I’'SZT en els ratolins i es van
utilitzar dos grups experimentals: un grup control (n=4) en el qual s’injectava PBS 1X i un grup
experimental, el grup DMT2 (n=6), en el qual s’injectava I’'SZT (40mg/kg). Ambdds grups van rebre
injeccions durant 5 dies consecutius i van ser sacrificats a dia 14 després d’iniciar I'administracié
d’SZT (Figura 13). Diariament es van recollir les seglients dades: menjar consumit, aigua

consumida i nivells de glucosa.

Grup DMT2
N=6

= A

dl d2 d3 da ds di4
PBS PBS pPBS PBS pPBS
Grup Control X 1X 1x X 1
N=4
. i d | b d
I I I _|
-
' — 1 /

dl d2 d3 da ds di4

Figura 13. Disseny experimental model animal Diabetis tipus 2. Abreviatures: SZT: estreptozotocina; d: diez:
DMT2: diabetes mellitus tipus 2

3.2.7.2 Model animal d’hipertensio arterial

Es van utilitzar ratolins mascles de la soca CD1 entre 30-40 grams i una edat entre 8-16 setmanes,
als quals se’ls hi va induir HTA mitjancant el model DOCA-salt (Desoxicorticoesterona, Merck, Life
Science, S.L.U). El DOCA és una hormona esteroide produida per la glandula suprarenal i actua

com a precursora de l'aldosterona. Un augment de l'aldosterona provoca un augment de la
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reabsorcio del sodi (sal) i de I’eliminacio de potassi dels ronyons, creant un desequilibri electrolitic

i produint hipertensié arterial (Lerman et al., 2019). El model desenvolupa una HTA reversible.

Inicialment es va realitzar un estudi pilot per comprovar els efectes de I'administracié de DOCA en

els ratolins en el qual es van incloure quatre grups experimentals (Figura 14):

- Grup HTA 1%: dues injeccions de DOCA intraperitoneals setmanals a una dosi de 25mg/kg diluit

amb corn oil durant 3 setmanes i biberé d’aigua amb 1% de sal (n=10).

- Grup HTA 0,6%: dues injeccions de DOCA intraperitoneals setmanals a una dosi de 25mg/kg

diluit amb corn oil durant 3 setmanes i biberd d’aigua amb 0,6% de sal (n=10).

- Grup Control 1%: dues injeccions de PBS1X intraperitoneals setmanals durant 3 setmanes i

biberd d’aigua amb 1% de sal (n=5).

- Grup Control: dues injeccions de PBS1X intraperitoneals setmanals durant 3 setmanes i biberd

amb aigua no salina (n=5).

Grup HTA 1%
DOCA DOCA DOCA DOCA DOCA DOCA
N=10
i J ] a4 1 1% sali
) L1 L1 v 1
N——— 1 1 / 1 1 / 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3 d2l
Grup HTA 0,6%
P ' DOCA DOCA DOCA DOCA DOCA DOCA
N=10
| ] i ! I ! 0,6% sali
& ||
| | | | | | |
— 1 1 / 1 1 / 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3 d2?1
Grup Control 1% ppq 4y pas 1x PBS 1X PBS 1X PBS 1X PBS 1X
N=5
| | | | | | 1% sali
_ | |
| | | | | | |
—, 1 1 / 1 1 / 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3  d21
Grup Control PES1X PBS 1X PBS 1X PBS 1X PES1X PBS1X
N=5
4 | 4 | 4 4 NO sali
“. L1 L ' T
——— 1 I / T T / T T 1
Setmana 1 Setmana 2 Setmana 3 d21

Figura 14. Disseny experimental model animal d’hipertensié arterial. Abreviatures: DOCA:
Desoxicorticoesterona; HTA: hipertensié arterial; d: dies.
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3.2.8 Estudi translacional de factors de risc vascular i ictus minor

3.2.8.1 Model doble de diabetis mellitus tipus 2 i Ictus Minor

El model experimental doble de Diabetis Mellitus tipus 2 i Ictus Minor (model DMT2 + IM) es va
realitzar en ratolins mascles diabétics de la soca CD1 entre 30-40 grams i una edat entre 8-16
setmanes. Donat que els animals amb DMT2 establerta per injeccions consecutives d’SZT
esdevenien fragils, es van realitzar dos grups experimentals amb una n=3 cadascun per establir el
millor moment per a induir la isquémia cerebral. Es va desenvolupar un grup en el qual l'ictus
minor es produia el dia 2 post-injeccié d’SZT (DMT2 + IMd2) i un altre en el qual es produia l'ictus
minor el dia 3 post-injeccié (DMT2 + IMd3) (Figura 15). Els ratolins van ser sacrificats a les 48

hores de la cirurgia tMCAo.

SZT SIT SIT SIT
N=3
Ictus
Grup Minor
DMT2 + IMd2 -y
- | | | |
| | | |
di dz2 d3 d4
SIT SIT 5IT SIT SAT
N=3
Grup fc'fus
DMT2 + IMd3 ‘ J j Minor |}
- | | L1 1
| 1 | | 1
dil dz d3 d4 ds

Figura 15. Disseny experimental model animal Diabetis tipus 2 més Ictus Minor segons el dia de la cirurgia.
Abreviatures: SZT: estreptozotocina; DMT2: diabetis mellitus tipus 2; IM: ictus minor; d: dia

En tots els animals es van recollir les dades diaries seglients: pes del ratoli, menjar consumit, aigua
consumida i nivells de glucosa. També es va fer una avaluacié del déficit neurologic i una
extraccié de sang submandibul-lar en els temps segiients: basal (just abans tMCAo), 6 hores , 24

hores i 48 hores post-tMACo.
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3.2.8.2 Model doble d’hipertensi6 arterial i ictus isquémic establert

El model experimental doble d’hipertensid arterial i ictus isquémic establert (model HTA + ICTUS)
es va realitzar en ratolins mascles hipertensos de la soca CD1 entre 30-40 grams i una edat entre

8-16 setmanes.

Es van incloure quatre grups experimentals: ratolins hipertensos amb una cirurgia tMACo de 60
minuts (grup HTA ICTUS, n=6); ratolins hipertensos SHAM, sotmesos al procediment quirdrgic
perd sense oclusido de 'ACM (grup HTA SHAM, n=6); ratolins sense hipertensié i amb cirurgia
tMCAo de 60 minuts (Grup ICTUS, n=6) i ratolins hipertensos sense cap procediment quirdrgic
(Grup HTA, n=6). Els ratolins van ser sacrificats als 7 dies post-ictus per avaluar el volum de I'infart

(Figura 16).

En tots els animals es van recollir les dades diaries seglients durant 14 dies: pes del ratoli, menjar
consumit i aigua consumida. També es fer una avaluacid del déficit neurologic en el moment basal
(abans tMCA0), 24 hores, 48 hores, 72 hores, 4 dies, 5 dies, 6 dies i 7 dies post-tMCAo i una

extraccié de sang intracardiaca el dia 7 post-tMCAo.

DOCA DOCA Ictus DOCA DOCA
MN=6 establert
Grup 4 | “ 4 1% sali
HTA ICTUS - | | | e
— | |
1 1 / 1 1 1
Setmana 1 d7 Setmana 2 dia
DOCA DOCA Ictus DOCA DOCA
N=& SHAM
Grup i | 4 d 1% sali
HTA SHAM - I I | I I I
- 1 1 - / 1 1 1
Setmana 1 d7 Setmana 2 dia
PES1X PB51X Ictus PBES1X PBS1X
N=5 establert
Grup | | 4 - NO sali
ICTUS . 5]
| | | | |
— . T T — / 1 1 1
Setmana 1 d7 Setmana2  did
DOCA DOCA DOCA DOCA
N=6
Grup | | J | 1% sali
HTA - I l l 1"
- 1 1 / 1 1 1
Setmana 1 Setmana?  dl4

Figura 16. Disseny experimental model animal hipertensié arterial més ictus establert. Abreviatures: DOCA:
Desoxicorticoesterona; HTA: hipertensié arterial; d: dia
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3.2.8.3 Model triple de diabetis mellitus tipus 2, hipertensio arterial i ictus minor

El model experimental objecte d’aquesta tesi és el model triple (diabetis mellitus tipus 2,
hipertensio arterial i Ictus Minor). En I'establiment d’aquest model es van utilitzar ratolins mascles
diabeétics i hipertensos de la soca CD1 entre 30-40 grams i una edat entre 8-16 setmanes.
L’experiment va tenir una durada de 21 dies des de l'inici de la recollida de dades fins al moment
del sacrifici del ratoli. Es va considerar un ratoli hipertens i diabétic quan tenia valors de pressié
sistolica superiors a 140 mmHg i valors de glucosa en sang superiors a 120mg/dl durant 2 dies

consecutius.
Es van incloure 4 grups experimentals diferents (Figura 17):

- Grup HTA DMT2 IM: ratolins hipertensos i diabétics amb una cirurgia d’'IM. En aquest grup,
durant les tres setmanes que va durar l'experiment es van fer dues injeccions de DOCA
intraperitoneals setmanals a una dosi de 25 mg/kg diluit amb corn oil i manteniment d’aigua
salina a I'1%. El dia 18 es va comengar la injeccié intraperitoneal amb SZT a una dosi de 40mg/kg i
es van fer injeccions consecutives diaries fins el dia 21. La cirurgia d’ictus minor (oclusié ACM
durant 2 minuts i reperfusié durant 5 minuts, repetit 5 vegades), es va aplicar el dia 2 post-

injeccié d’SZT (dia 19 experiment). Els ratolins van ser sacrificats a les 48 hores post-IM (n=13).

- Grup HTA DMT2 SHAM: ratolins hipertensos i diabetics SHAM. Durant les tres setmanes que va
durar I'experiment es van fer dues injeccions de DOCA intraperitoneals setmanals a una dosi de
25 mg/kg diluit amb corn oil i manteniment d’aigua salina a I'1%. El dia 18 es va comengar la
injeccié intraperitoneal amb SZT a una dosi de 40mg/kg i es van fer injeccions consecutives diaries
fins el dia 21. En aquest cas els ratolins van ser sotmesos al procediment quirurgic el dia 19
d’experiment perd sense oclusié de I’ACM. Els ratolins van ser sacrificats a les 48 hores post-

cirurgia (n=5).

- Grup HTA DMT2: Ratolins hipertensos i diabetics. Durant les tres setmanes que va durar
I’experiment es van fer dues injeccions de DOCA intraperitoneals setmanals a una dosi de 25
mg/kg diluit amb corn oil i manteniment d’aigua salina a I’1%. El dia 18 es va comengar la injeccio
intraperitoneal amb SZT a una dosi de 40mg/kg i es van fer injeccions consecutives diaries fins el

dia 21, moment del sacrifici del ratoli. En aquest grup no es va aplicar cap tipus de cirurgia (n=6).

- Grup control: ratolins controls sense cap factor de risc vascular i sense cap procediment
quirargic. En aquest grup es va seguir el mateix procediment experimental que el grup anterior

pero injectant PBS 1X en comptes de DOCA i SZT. Els ratolins van ser sacrificats el dia 21 (n=5).
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En tots els animals es van recollir les dades diaries seglients: pes del ratoli, menjar consumit i
aigua consumida. Els valors de glucosa en sang només es van recollir els 4 dies en els quals es va
fer la injeccié d’SZT. També es fer una avaluacié del déficit neurologic i una extraccié de sang

submandibul-lar en els seglients temps: basal (abans tMCAo0), 6 hores, 24 hores i 48 hores post-

tMCAo.
DOCA DOCA  DOCA DOCA  DOCAfSIT, .. SZT DOCAfSIT SZT
N=13 Minor
Grup HTA | | | | | 1%
-— ] ’ v o sali
DMTZ IM 1 1 / 1 1 / 1 I 1 1 I
— 1 1 1 1 1 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 dlg d19 d20 d21
DOCA  DOCA  DpOCA DOCA  DOCA/SIT .. SZT DOCA/SIT SIT
Grup HTA N=5 SHAM
DMT2 1 9 1 1 ’ I ? ’ Y. ::7;
SHAM [ 1 [ [ [ [ [ |
o I —/— 1 / 1 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 dig di9 d20 d21
N=6 DOCA DOCA poca Doca DOCA/SSIT  szr  DOCAfSZIT SZIT
Grup | | | | ] | | 1%
HTA - w o sali
1 [ 1 1 1 1 1 |
DMT2 o 1 1 / 1 1 / 1 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 di1s dis d20 d21
NS5 PBS1X  PBSIX  PBSIX  PBSIX PBS1X PBS1X PBS1IX  PBES1X
Grup 1 1 1 o ! ’ ¢ u " :Ja?i
Control “» I L L L I I L I
o 1 1 / 1 1 / 1 1 1 1
Setmana 1 Setmana 2 dig di9 d20 d2l

Figura 17. Disseny experimental model animal Diabetis Mellitus tipus 2, hipertensié arterial més Ictus
Minor. Abreviatures: DOCA: Desoxicorticoesterona; SZT: Estreptozotocina; DMT2: diabetis mellitus tipus 2;
HTA: hipertensio arterial; d: dia

3.2.9 Analisi estadistic models experimentals

L'analisi estadistic i el graficat dels resultats es va realitzar mitjancant el programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) .

Les variables quantitatives es van descriure com a mitjanes i desviacions estandard. Aquestes
variables es van analitzar mitjangant la prova t —test (comparacié entre dos grups) o ANOVA

(comparacio entre 3 o més grups).

El grau en qué dues variables tendeixen a canviar al mateix temps, perdo no de manera constant,

es va calcular amb la correlacié d’Spearman que avalua la relacid entre dues variables continues.

La significacio estadistica es va considerar quan p<0,05.
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4. Resultats

4. 1 Cohort PSICOICTUS

Durant el periode comprés entre el mes de gener de 2018 i el mes de mar¢ de 2020 es van
identificar un total de 727 pacients consecutius amb MCV isquémica que van ser ingressats al
servei de Neurologia de 'HUAV de Lleida. D’aquests, 178 pacients (24,5%) van complir els criteris
diagnostics d’'IM. D’ells, 30 pacients van ser exclosos de l'estudi per als seglients motius: 8
pacients per tenir deteriorament cognitiu previ, 11 pacients per presentar barrera idiomatica, 5
pacients per afectacié greu del llenguatge, 2 pacients per depressid de llarga durada i seguiment
psiquiatric previ, 1 pacient per patir hipoacusia greu, 1 pacient per tenir ceguera i 2 pacients per
presentar alcoholisme establert. A més, 30 pacients van declinar participar a 'estudi per la
impossibilitat de poder anar a I’hospital a fer les visites de seguiment. Finalment, es van incloure
un total de 118 pacients distribuits en 4 grups experimentals segons les puntuacions obtingudes
en les proves de cribratge afectiu i cognitiu durant I'etapa post-aguda (3-5 dies post-ictus). Els
grups van ser els seglients: 70 pacients amb IM sense alteracions (puntuaci6 MOCA 224,
puntuacid MADRS <7 i puntuacié AES-C <37), 20 pacients amb IM amb alteracions afectives
(puntuacié MOCA >24, puntuacié MADRS >7 i/o puntuacié AES-C 237), 11 pacients amb IM amb
alteracions cognitives (puntuaci6 MOCA <24, puntuacié MADRS <7 i puntuacié AES-C <37) i 17
pacients amb IM amb alteracions afectives i cognitives (puntuacié MOCA <24, puntuacié MADRS
>7 i/o puntuacié AES-C 237). Degut a la pandémia mundial de COVID-19, es va tancar el
reclutament de pacients abans d’assolir el nombre total de pacients previst (N=200) amb
diagnostic d’IM. Durant el seguiment hi va haver 11 abandonaments voluntaris (9,3%): 4 pacients
del grup IM sense alteracions, 1 pacient del grup IM amb alteracions afectives, 2 pacients del grup
IM amb alteracions cognitives i 4 pacients del grup IM amb alteracions afectives i cognitives.
També hi va haver un total de 6 éxitus (5,1%), dels quals dos van ser per causes relacionades amb

Iictus. Finalment, un total de 100 pacients van completar el seguiment longitudinal (Figura 18).

Durant I'estat d’alarma pel Covid-19 (14/03/2020 — 22/06/2020) tots els seguiments de 6 i 12
mesos post-IM que s’havien de fer presencialment dels grups IM amb alteracions afectives, IM
amb alteracions cognitives i IM amb alteracions afectives i cognitives es van adaptar i van passar a
fer-se de manera telefonica, aplicant el mateix protocol. En el cas de la BNPc que s’havia d’avaluar
en aquells pacients amb alteracions cognitives, no es va poder dur a terme, per tant aquestes

dades no van poder ser recollides.
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Figura 18. Diagrama de I'estudi PSICOICTUS. Abreviatures: HUAV: Hospital Universitari Arnau de Vilanova;
IM: Ictus Minor; BNPc: Bateria neuropsicolégica completa; SEG: seguiment; A: abandonament; PI: post-

ictus; * Epoca covid.
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4. Resultats

4.1.1 Descripcio de la cohort PSICOICTUS

Les dades descriptives de la cohort es poden veure a la taula 11. Del total de pacients, 81 (68,6%)
eren homes amb una edat mitjana de 67,06 + 11,92 anys. Relacionat amb |’edat avancada de la
cohort, 78 subjectes (66,1%) estaven jubilats i només un 25,4% dels pacients (N= 30) estaven
actius laboralment abans de patir I'ictus. Un 68,6% tenien estudis primaris o secundaris acabats i

només un 11,9% dels subjectes tenien estudis universitaris superiors.

Seguint la classificacid etioldégica TOAST (Adams et al., 1993), un 44,1 % dels ictus es van classificar
com a indeterminats, un 20,3% com a cardioembolics, un 19,5% van ser aterotrombotics i un
16,1% lacunars. La gravetat de l'ictus en el moment del cribratge mesurada a través de I'escala
NIHSS va ser de 2,0 (RIQ= 1,0 — 3,0), mentre que I'estat funcional mesurat a partir del mRS va ser
de 1,0 (RIQ= 1,0 — 2,0). El FRV més prevalent va ser la HTA (83,1%) seguit de la dislipemia (61%), la
DMT2 (35,6%) i la FA (10,2%). 12 pacients (10,2%) havien patit un ictus previ. Pel que fa als
antecedents personals d’ansietat i depressid, 25 pacients (21,2%), havien patit la primera
patologia i 24 pacients (20,3%) la segona, respectivament. 11 subjectes (9,3%) de la mostra havien

rebut tractament psicofarmacologic préeviament a I'lM.

Pel que fa al consum de toxics, 55 subjectes (46,6%) bevien alcohol de manera ocasional i 27

pacients (22,9%) eren fumadors actius en el moment de patir l'ictus.

Taula 11. Variables cliniques i sociodemografiques dels pacients de la cohort PSICOICTUS

Variables Total (N=118)
Edat, mitjana (DE) 67,06 £11,92
Sexe, homes (%) 81 (68,6)
Fills, mitjana (DE) 2,14 +1,43
Estat civil (%) Casat/parella 87 (73,3)
Vidu/Separat 31(27,3)
Situacio laboral (%) Actiu 30 (25,4)
Aturat 4(3,4)
Inhabilitat 6(5,1)
Jubilat 78 (66,1)
Estudis (%) Estudis p. no acabats 23 (19,5)
Estudis primaris/secundaris 81 (68,6)
Estudis universitaris 14 (11,9)
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4. Resultats

Variables Total (N=118)
Conviu amb (%) Parella i/o fills 85 (72)
Altre familiar 12 (10,2)
Sol 21(17,8)
Cuidador principal (%) Parella 73 (61,9)
Altre familiar 29 (24,6)
Ningu 16 (13,6)
Historia familiar (%) Neurologica 28 (23,7)
Risc vascular 56 (47,5)
Alcohol ocasional (%) 55 (46,6)
Habits tabac (%) Fumador actiu 27 (22,9)
Ex-fumador 40 (33,9)
Hipertensio arterial (%) 98 (83,1)
Diabetis mellitus 2 (%) 42 (35,6)
Dislipémia (%) 72 (61)
Fibril-lacié auricular (%) 12 (10,2)
Ictus previ (%) 12 (10,2)
Historia d’ansietat abans de I'ictus (%) 25 (21,2)
Historia de depressié abans de l'ictus (%) 24 (20,3)
Tractament psiquiatric previ (%) 11 (9,3)

NIHSS al cribratge, RIQ

2,0[1,0-3,0]

mRS al cribratge, RIQ

1,0 [1,0-2,0]

Etiologia ictus (TOAST) (%)

Aterotrombotic 23 (19,5)
Cardioembolic 24 (20,3)
Llacunar 19 (16,1)
Indeterminat 52 (44,1)

Abreviatures: Abreviatures: DE: desviacié estandard; NIHSS: National institute of Health Stroke Scale; RIQ:
rang interquartilic; mRS: modified Rankin Scale; TOAST: Trial of ORG-10172 in Acute Stroke Treatment

4.1.2 Descripcio de la cohort PSICOICTUS segons el perfil afectiu i de funcié cognitiva

després d’un ictus minor

Del total de 118 pacients, després de fer les proves de cribratge en el moment basal, es van

identificar 20 pacients (17%) amb alteracions afectives (depressié i/o apatia), 11 pacients (9,3%)

amb alteracions cognitives i 17 pacients (14,4%) amb alteracions tant afectives com cognitives.

Aixi, 37 pacients (31,4%) presentaven alteracions afectives i 28 (23,7%) alteracions cognitives. En

70 pacients (59,3%) no es va observar cap mena d’alteracio.
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4. Resultats

La figura 19 mostra la distribucid de les alteracions afectives i cognitives entre els pacients. 2
pacients (1,7%) només presentaven apatia, 10 pacients (8,5%) només tenien puntuacions
patologiques en els items de depressid i 8 pacients (6,8%) presentaven apatia i depressid alhora.
Aguests 20 pacients en total van formar part del subgrup d’IM amb alteracions afectives. Com ja
s’ha descrit anteriorment, en 11 pacients (9,3%) només es van identificar alteracions cognitives en
el cribratge. Finalment, 2 persones (1,7%) amb alteracions depressives, 4 persones (3,4%) amb
alteracions en I'escala d’apatia i 11 persones (9,3%) amb alteracions en depressié i apatia van
presentar també alteracions cognitives, formant un subgrup de 17 pacients (14,4%) amb IM amb

alteracions afectives i cognitives.

11 10
COGNITIU 2 DEPRESSIO

11

70

Sense APATIA
alteracions 2
afectivesi
cognitives

Figura 19. Diagrama de Venn de la distribucié dels pacients de la cohort PSICOICTUS segons les alteracions
que presentaven després del cribratge en el moment basal

La taula 12 mostra la distribucid de les variables cliniques i sociodemografiques entre els diferents
subgrups. L'edat mitjana del subgrup de pacients amb IM i alteracions cognitives va ser
significativament més elevada (p= 0,002). El grup amb IM i alteracions afectives aillades va ser
més jove. D’altra banda, van haver diferéncies en la distribucié de sexes entre els diferents
subgrups, sent el grup amb IM i alteracions afectives el que va tenir una proporcié més elevada de
dones (p= 0,002). Com era d’esperar, la proporcié de jubilats va ser més elevada en els subgrups

de pacients amb IM i alteracions cognitives (p= 0.002).
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4. Resultats

Per altra banda, en els subgrups de pacients amb IM amb alteracions afectives es va observar una

major proporcié de pacients amb antecedents d’ansietat (p= 0,028), depressié (p< 0,001) i

tractament psiquiatric (p< 0,001) previs a l'ictus. Va haver una proporcid inversa entre el consum

d’alcohol ocasional i els subgrups amb alteracions afectives i/o cognitives (p= 0,049).

Taula 12. Variables cliniques i sociodemografiques dels pacients de la cohort PSICOICTUS segons els perfil

afectiu i cognitiu.

Total IM sense IM amb IM amb IM amb p-valor
alteracions  alteracions alteracions alteracions
afectives cognitives afectives i
cognitives
Total, n 118 70 20 11 17
Edat, mitjana (DE) 67,1 65,2 63,5 75 73,8 0,002
+11,9 +12,0 +12,2 17,0 19,3
Caracteristiques basals
Sexe: homes, n (%) 81 (68,6) 57 (81,4) 10 (50) 7 (63,6) 7 (41,2) 0,002
Fills, mitjana (DE) 2,1+1,4 19+1,4 2,3+1,7 2,6+0,9 2,713 0,108
Estat civil, n (%)
Casat/parella 87 (73,3) 50(71,4) 14 (70) 10(90,9) 13 (76,5) 0,202
Vidu/Separat 31(27,3) 20 (28,6) 6 (30) 1(9,1) 4 (23,5)
Situacio laboral, n (%)
Actiu 30 (25,4) 25 (35,7) 5(25) 0(0) 0(0) 0,002
Aturat 4(3,4) 2(2,8) 1(5) 2 (18,2) 2(11,8)
Inhabilitat 6(5,1) 2(2,9) 4 (20) 0(0) 0(0)
Jubilat 78 (66,1) 41 (58,6) 10 (50) 9 (81,8) 15 (88,2)
Estudis, n (%)
Estudis p. no acabats 23 (19,5) 10 (14,3) 4 (20) 4 (36,4) 5(29,4) 0,245
Estudis 1aris/2aris 81 (68,6) 49 (70) 13 (65) 7 (63,6) 5(29,4)
Estudis universitaris 14 (11,9) 11 (15,7) 3 (15) 0(0) 0(0)
Conviu amb, n (%)
Parella i/o fills 85 (72) 50(71,4) 12 (60) 10(90,9) 13 (76,5) 0,281
Altre familiar 12 (10,2) 5(7,1) 3(15) 1(9,1) 3(17,6)
Sol 21(17,8) 15 (21,4) 5(25) 0(0) 1(5,9)
Cuidador principal, n (%)
Parella 73 (61,9) 44 (62,9) 14 (70) 8(72,7) 7 (41,2) 0,056
Altre familiar 29 (24,6) 15 (21,4) 2 (10) 3(27,3) 9(52,9)
Ningu 16 (13,6) 11 (15,7) 4(20) 0(0) 1(5,9)
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Total IM sense IM amb IM amb IM amb p-valor
alteracions alteracions alteracions alteracions
afectives cognitives afectives i
cognitives
Historia familiar, n (%)
Neurologica 28 (23,7) 15(21,4) 5(25) 4 (36,4) 4 (23,5) 0,755
Risc vascular 56 (47,5) 34 (48,6) 12 (60) 2 (18,2) 8(47,1 0,166
Alcohol occasional, n 55 (46,6) 40 (57,1) 7 (35) 3(27,3) 5(29,4) 0,049
(%)
Habits tabac, n (%)
Fumador actiu 27 (22,9) 20 (28,6) 3(15) 2 (18,2) 2(11,8) 0,199
Ex-fumador 40 (33,9) 25 (35,7 7 (35) 5 (45,5) 3(17,6)
Hipertensio6 arterial, n 98 (83,1) 56 (80) 16 (80) 10 (90,9) 16 (94,1) 0,465
(%)
Diabetis mellitus 2, n 42 (35,6) 26 (37,1) 7 (35) 1(9,1) 8(47,1) 0,219
(%)
Dislipémia, n (%) 72 (61) 45 (64,3) 11 (55) 3(27,3) 13 (76,5) 0,222
Fibril-lacié auricular, n 12 (10,2) 5(7,1) 3(15) 3(27,3) 1(5,9) 0,166
(%)
Ictus previ, n (%) 12 (10,2) 7 (10) 2 (10) 1(9,1) 2 (11,8) 0,996
H2 ansietat preévia ictus, 25 (21,2) 11 (15,7) 9 (45) 1(9,1) 4 (23,5) 0,028
n (%)
H2 depressio previa 24 (20,3) 7 (10) 9 (45) 0(0) 8(47,1) <0,001
ictus, n (%)
Ttment. psiquiatric 13 (11) 2(2,9) 6 (30) 0(0) 5(29,4) <0,001
previ, n (%)
Gravetat ictus, RIQ
NIHSS
Al cribratge 2,0 2,0 2,0 1,0 2,0 0,717
[110_3101 [110_310] [110_310] [110_310] [110_3r0]
mRS
Al cribratge 1,0 1,0 2,0 1,0 2,0 0,348
[110'210] [110'210] [110-2I0] [110-2I0] [110-210]
Etiologia ictus (TOAST), n (%)
Aterotrombotic 23 (19,5) 14 (20) 5(25) 3(27,3) 1(5,9) 0,382
Cardioembolic 24 (20,3) 11 (15,7) 4 (20) 5 (45,5) 4 (23,5)
Llacunar 19 (16,1) 13 (18,6) 2 (10) 1(9,1) 3(17,6)
Indeterminat 52 (44,1) 32 (45,7) 9 (45) 2 (18,2) 9(52,9)

Abreviatures: IM: ictus minor; DE: desviacid estandard; RIQ: rang interquartilic; NIHSS: National institute of
Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; TOAST: Trial of ORG-10172 in Acute Stroke Treatment.
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4.1.3 Descripciod i evolucio de la depressio i I’apatia post-ictus minor.

Com ja s’ha indicat, 37 pacients (31,4%) van presentar alteracions afectives, ja fos amb la seva
forma pura o amb DCL associat. Les puntuacions mitjanes de I'escala MADRS, del BDI-Il i I’AES-c

van ser de de 4,0 (RIQ=2,0-7,0), 0,0 (RIQ=0,0 - 4,5) i 29,5 (RIQ= 26,0 - 35,0), respectivament.

Com mostra la taula 13 va haver-hi diferéncies significatives en les puntuacions de les escales
entre els diferents subgrups. Aixi, la puntuacié en I'escala MADRS va ser significament més
elevada en el grup de pacients amb alteracions afectives (11,0 [RIQ= 8,0 - 17,0]) i el d’ambdues
alteracions (11,0 [RIQ= 7,0 - 15,0]) que en el grup sense alteracions afectives ni cognitives (3,0
[RIQ=1,0-5,0]) i el grup amb alteracions cognitives pures (2,0 [RIQ= 1,0 - 4,0]); p<0,001. El mateix
va succeir amb I'escala BDI-ll, on es van observar puntuacions més elevades en el grup amb
alteracions afectives (11,0 [RIQ= 8,5 - 18,0]) i en el d’ambdues alteracions (11,0 [RIQ= 3,5 - 23,5])
que en el grup sense alteracions (0 [RIQ= 0 - 0]) i el grup d’alteracid cognitiva aillada (0 [0,0]);
p<0,001. Finalment, en I'escala AES-c la puntuacid maxima es va observar en el grup amb
alteracions afectives i cognitives (45,0 [RIQ= 38,0 — 47,0]), seguida per la del grup d’alteracio
afectiva (36,5 [RIQ= 30,0 - 45,0]). Les puntuacions d’aquests dos grups van ser significativament
majors, p-valor <0,001, que les obtingudes al grup sense alteracions (28,0 [RIQ= 25,0 - 31,0]) i al
grup amb alteracié cognitiva (30,0 [RIQ= 25,5 - 33,5]).

Taula 13. Puntuacions directes dels tests de cribratge afectiu en el moment basal segons el grup
experimental

IM amb
IM sense IM amb IM amb .
Basal Total 3 . . alteracions
alteracions altferat(.:lons alterqczllons v —— p-valor
afectives cognitives cognitives
Total n 118 70 20 11 17
Puntuacio directa MADRS, 4,0 3,0 11,0 2,0 11,0 <0,001
RIQ [2,0-7,0] [1,0-5,0] [8,0-17,0] [1,0-4,0] [7,0-15,0]
Puntuacio6 directa BDI-II, 0,0 0,0 11,0 0,0 11,0 <0,001
RIQ [0,0-4,5] [0,0-0,0] [8,5-18,0] [0,0-0,0] [3,5-23,5]
Puntuacio directa AES-C, 29,5 28,0 36,5 30,0 45,0 <0,001
RIQ [26,0-35,0] [25,0-31,0] [30,0-45,0] [25,5-33,5] [38,0-47,0]

Abreviatures: IM: ictus minor; RIQ: rang interquartilic;c MADRS: Montgomery Asberg Depression Rating
Scale; BDI-II: Inventari de depressid de Beck Il; AES-c: escala avaluacié de I'apatia clinica.
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En finalitzar el seguiment als 12 mesos, es va observar una tendéncia a la millora en la puntuacié
en I'escala MADRS sense arribar a ser significativa en el grup de pacients amb alteracié afectiva
(n=19) amb una puntuacié de 11,0 (RIQ= 8.0 - 17.0) en el moment basal i una puntuacié de 8,0
(RIQ= 5.0 - 24,0) als 12 mesos post-IM, i en el grup de pacients amb ambdues alteracions (n=10)
amb una puntuacio de 11,0 (RIQ= 8,0 - 17,0) al moment basal i una puntuacié de 8,0 (RIQ= 2,8 -
9,3) als 12 mesos. En canvi, el grup de pacients amb alteracié cognitiva (n=4) va tendir a presentar

un empitjorament: 2,0 (RIQ= 1,0-4,0) vs. 4,0 (RIQ= 3,0 - 12,0) (Figura 20).

Pel que fa a l'evolucié en I'escala AES-c, en el grup de pacients amb alteracié afectiva les
puntuacions es van mantenir estables, 36,5 (RIQ= 30,0 - 45,0) vs. 35,0 (RIQ= 27,0 - 48,0). En
canvi, el grup amb alteracié afectiva i cognitiva va tendir a presentar una millora: 45,0 (RIQ= 37,5
- 49,0) vs. 38,0 (RIQ= 27,0 - 42,8). Per contra, el grup amb alteracié cognitiva va millorar
significativament en la puntuacié: 30,0 (RIQ= 25,0 - 35,0) vs. 28,0 (26,0 - 40,0); p=0,041 (Figura
21). En l'evolucid de la puntuacié de I'escala BDI-Il va haver-hi una tendéencia a la millora en el
grup d’alteracid afectiva: 11,0 (RIQ= 8,3 - 18,5) vs. 5,0 (RIQ= 0 - 23) (Figura 22). La resta de grups

es van mostrar estables.
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Figura 20. Evolucié de la depressié post-IM segons el MADRS Abreviatures: MARDS: Montgomery Asberg
Depression rating scale; IM: ictus minor
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Figura 21. Evolucio de I'apatia post-IM segons I’AES-c. Abreviatures: AES-C: escala d’avaluacié de I'apatia
clinica; IM: ictus minor. *: p-valo <0,05
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Figura 22. Evolucié de la depressié post-IM segons el BDI-Il.Abreviatures: BDI-Il: Inventari de depressié de
Beck-Il; IM: ictus minor

4.1.4 Descripcid i evolucid del deteriorament cognitiu post-ictus minor

En el cribratge inicial, 11 pacients (9,3%) presentaven deteriorament cognitiu i 17 pacients
(14,4%) alteracions afectives i cognitives, tal i com s’ha descrit anteriorment. La puntuacié mitjana
del MoCA va ser significativament menor en tots dos grups (20,0 [RIQ= 16,0 — 22,5] i 21,0 [RIQ=
18,0 — 23,0]) que en el grup de pacients sense alteracions (27,0 [RIQ= [26,0 — 28,0]) i el grup amb
alteracions afectives aillades (27,0 [RIQ= 26,0 — 28,0]), p< 0,001. Les puntuacions entre el grup
amb alteracid cognitiva i el grup d’alteracié cognitiva associat a alteracid afectiva van ser similars

(Figura 23).
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Les puntuacions en I'escala MOCA als 12 mesos post-IM van ser significativament millors en el
grup de pacients amb ambdues alteracions (n=11): 21,0 (RIQ= 16,0 - 23,0) vs. 22,8 (RIQ= 19,4 -
28,3); p=0,028. En el grup de 4 pacients amb seguiment anual amb alteracié cognitiva inicial es va
observar una tendéncia a la millora: 20,0 (RIQ= 14,0 - 23,0) vs. 22,5 (RIQ= 19,5 - 24,0); p=0,611. En

la resta de grups la puntuacid es va mantenir estable.
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Figura 23. Evolucidé del deteriorament cognitiu post-IM segons el MoCA Abreviatures: MoCA: Montreal
Cognitive Assessment; IM: ictus minor. **: p-valor <0,01

A aquells pacients amb alteracié cognitiva en el moment basal també se’ls hi va realitzar una BNPc
gue avaluava cinc dominis cognitius diferents. Hi va haver una disfuncié cognitiva en almenys un
domini cognitiu en tots els pacients avaluats. Els déficits més freqlents van ser en I'ambit de
I’atencié i VPI (90,4%) i en les funcions executives (90,4%), seguit per la memoria verbal (42,8%).
L'apraxia constructiva (28,6%) i la memoria visual (23,8%) van ser els dominis cognitius amb

menys afectacio.

De forma global, com es pot observar en la figura 24 I'avaluacié cognitiva seriada als 6 mesos i 12
mesos post-IM va mostrar una millora en tots els dominis cognitius avaluats, en comparacié amb
I'avaluacié basal. Aquesta millora cognitiva va arribar a ser estadisticament significativa entre el
moment basal i els 6 mesos (p= 0,0236) i entre el moment basal i els 12 mesos (p= 0,0093) en el
domini cognitiu de les funcions executives i entre el moment basal i els 12 mesos en el domini

cognitiu de I'atencié i VPI (p= 0,0147).
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Resultats bateria neuropsicologica

- Il 15 dies
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verbal visual constructiva VPI executives

Figura 24. Resultats bateria neuropsicologica completa als 15 dies, 6 mesos i 12 mesos post-IM.
Abreviatures: VPI: velocitat processament de la informacio.

En la figura 25 es mostra la distribucié dels pacients segons el grup experimental al qual formaven
part al moment del cribratge basal: IM sense alteracions (n=70), IM amb alteracié afectiva (n=20),
IM amb alteracié cognitiva (n=11) i IM amb alteracié afectiva i cognitiva (n=17), i la distribucid
dels pacients al seguiment longitudinal als 12 mesos post-IM: IM sense alteracions (n=51), IM amb
alteracio afectiva (n=24), IM amb alteracié cognitiva (n=12) i IM amb alteracié combinada (n=13).

En 18 pacients (15,2%) no es van obtenir les dades de la visita de seguiment a I'any post-IM.
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IM sense
IM sense alteracions
alteracions afectives ni
afectives ni coghnitives
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Figura 25. Grafic de migracié dels pacients inclosos a I’estudi PSICOICTUS segons el grup experimental al qual
pertanyien al moment basal i al seguiment longitudinal als 12 mesos post-IM.
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4.1.5 Descripcid i evolucio de la funcionalitat i la qualitat de vida post-ictus minor

Per avaluar la funcionalitat del pacient després de patir un IM es va utilitzar I'escala mRS on la
puntuacié mitjana de la cohort va ser de 1,0 (RIQ= 1,0 — 2,0). No hi va haver diferéncies en les

puntuacions entre els diferents subgrups.

La qualitat de vida després de I'IM es va avaluar amb I'escala ECVI-38 que esta agrupada en 8
items diferents: estat fisic, comunicacié, cognicié, emocions, sentiments, ABVD, activitats
comunes de la vida diaria i funcionament socio-familiar. En el moment basal, hi va haver
diferéncies estadisticament significatives en I'item 4 (emocions) entre el grup amb IM i alteracions
afectives i el grup amb IM sense alteracions (p=0,0063) i amb el grup amb IM i alteracions
cognitives (p=0,0023). En el mateix item també hi va haver diferencies entre el grup amb IM i
alteracions afectives i cognitives i el grup amb IM sense alteracions (p=0,0294) i amb el grup amb
IM i alteracions cognitives (p=0,011) (Figura 26 A). Als 12 mesos post-IM, en I'item 4, encara hi
havia diferéncies estadisticament significatives entre el grup amb IM i alteracions afectives i el
grup amb IM sense alteracions (p=0,029) i amb el grup amb IM i alteracié cognitiva (p=0,0306) i, a
més, també hi havia diferencies estadisticament significatives en I'item 5 (sentiments), entre el

grup amb alteracions afectives i el grup sense alteracions (p= 0,013) (Figura 26 B).

A) ECVI-38 al moment basal B) ECVI-38 als 12 mesos post-ictus ™M teraci
. | ] sense alteracions
151 P 15+ . IM amb alteracions afectives
- ® - *t’V I IM amb alteracions cognitives
o k7] M IM amb alteracions afectives
Q Q . .
=10 =10 i cognitives
) T
e 0
: 3
2 54 2 5-
c c
3 3
) ) ‘ ‘ | |
0- 0155 T T T T T T
11 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 11 1.2 1.3 14 1.5 1.6 1.7 1.8

Figura 26. Puntuacions directes dels 8 items de |’escala ECVI-38 segons el grup exeprimental en el moment
basal (A) i als 12 mesos post-IM (B). item 1: estat fisic; [tem 2: comunicacié; item 3: cognicid; item 4:
emocions; ftem 5: sentiments; item 6: ABVD; item 7: activitats comunes de la vida diaria; item 8:
funcionemant sociofamiliar. Abreviatures: ECVI-38: escala qualitat de vida per a l'ictus 38; IM: ictus minor;
I; item. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01.
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Com es pot observar en la figura 27 el grup amb alteracions afectives va tenir la puntuacié total
directa més alta (66,5 [RIQ= 52,5 — 79,0]) i per tant, una pitjor percepcié de la qualitat de vida,
seguit del grup amb alteracions afectives i cognitives (61,0 [RIQ= 55,0 — 69,0]). Tots els grups van
mostrar una millora de la qualitat de vida als 12 mesos post-IM, encara que no significativa,

excepte el grup amb alteracions cognitives.

Puntuacio total ECVI-38

M Basal
80+ 12 mesos
© 60 T
-
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L
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‘0
S 404
[y}
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[
=
o 204
0- r T
IM sense IM amb IM amb IM amb
alteracions alteracions alteracions alteracions
afectives cognitives afectives i
cognitives

Figura 27. Evolucié de la qualitat de vida després d’un IM mitjangant el ECVI-38, segons el grup
experimental. Abreviatures: ECVI-38: escala qualitat de vida per a I'ictus 38; IM: ictus minor

4.1.6 Descripci6 perfil bioquimic

El perfil bioquimic va incloure les dades de glucosa, creatinina, colesterol total, colesterol LDL i
triglicérids en sérum (mg/dL) i també el nimero de leucocits (x10°/L) obtingudes de I'analitica de
sang extreta el dia de I'ingrés a planta. Les variables del perfil bioquimic es mostren a la taula 14.
S’observen diferencies estadisticament significatives entre els 4 grups en la distribucions de les
concentracions de creatinina i triglicerids. Aixi, el grup amb IM amb alteracions cognitives va ser el
gue va tenir una concentracié mitjana més elevada de creatinina (p= 0,009) associada a una

concentracié de triglicerids més baixa (p= 0,029).
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Taula 14. Perfil bioquimic dels pacients de la cohort PSICOICTUS segons I'alteracio afectiva i cognitiva.

Mitjanes (DE) TOTAL IM sense IM amb IM amb Ictus M amb p-valor
alteracions alteracions alteracions alteracions
afectives cognitives afectives i
cognitives
Total n (%) 114 66 (57,9%) 20 (17,6%) 11 (9,6%) 17 (14,9%)
Valors glucosa 120,4 122,2 114,5 101,6 132,8 0,275
serum (mg/dL) (43,6) (43,4) (42,5) (20,1) (53,8)
Valors creatinina 0,9 0,9 0,8 1,4 0,8 0,009
serum (mg/dL) (0,5) (0,3) (0,2) (1,4) (0,3)
Valors colesterol 183 188 182 169 171 0,286
total sérum (mg/dL) (40,3) (38,9) (46,9) (33,9) (41,7)
Valors colesterol 111 114 110 105 100 0,460
LDL sérum (mg/dL) (34,3) (32,8) (42,5) (28,7) (34,8)
Valors Triglicerids 140 151 127 106 132 0,029
serum (mg/dL) (53,1) (51,7) (51,3) (25,8) (63,8)
Valors leucocits 7,9 7,6 7,8 8,7 8,4 0,644
(x10%/L) (3,0 (1,7) (2,0) (7,4) (3,7)

Abreviatures: DE: desviacio estandard; IM: ictus minor.

4.1.7 Descripcio de les dades de neuroimatge

En 93 (78,8%) dels 118 pacients inclosos en la cohort PSICOICTUS se’ls hi va fer una RM cranial

segons els criteris de I'estudi al cap de 5,0 £ 1,9 dies després de I'|M.

La mitjana de volum d’infart en la seqiiéncia de DWI va ser de 1,629 cm? (RIQ= 0,83 — 8,3) i es van

observar diferéncies significatives entre els grups experimentals (p=0,025). El grup amb un volum

d’infart més gran va ser el grup amb alteracions cognitives (10,85 [RIQ= 2,82 — 23,6] cm?) seguit

del grup amb alteracions afectives i cognitives (8,11 [RIQ= 1,41 — 9,03] cm?3) (Figura 28)
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Figura 28. Volum infart en cm3 segons el perfil afectiu i cognitiu. ***: p-valor<0,001.
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La majoria de pacients van patir lesions agudes multiples (59,1%) que afectaven només a un
territori vascular (86%), sent el més predominant el territori de les artéries penetrants (44,1%)

seguit del territori cortical de I’ACM (39,8%).

La taula 15 mostra la distribucié de les caracteristiques radiologiques en funcié dels subgrups.
Aixi, els grups es van diferenciar significativament en el nimero d’infarts isquemics cronics que
era més elevat en el grup de pacients amb alteracions afectives i cognitives (p= 0,007). Els
pacients amb alteracions cognitives aillades tenien una major proporcié de transformacid

hemorragica (p= 0,005) i una tendéncia a tenir més microhemorragies (p= 0,069).

Malgrat no arribar al nivell de significacié, com mostren la figura 29 i la taula 15, les lesions en el
territori cortical de I’ACM es van relacionar amb la presentacié d’alteracions cognitives en la visita
basal, mentre que les lesions en el territori de les artéries penetrants es va relacionar amb la
disfuncid afectiva. En el territori cortical de I’ACM les diferéncies van arribar a ser significatives
guan es van comparar directament el grup sense alteracions amb el grup amb alteracié cognitiva

(p= 0,032).

Taula 15. Analisi de la prova de neuroimatge dels pacients de la cohort PSICOICTUS segons el perfil afectiu i

cognitiu.
TOTAL IM sense IM amb IM amb IM amb
alteracions alteracions alteracions alteracions p-
afectives cognitives afectivesi  valor
cognitives
Total n 93 62 12 8 11
Variables de Neuroimatge
Volum infart, RIQ 1,6 1,4 1,5 10,9 8,1 0,025

[0,8-8,3] [0,7-5,8] [1,0-2,7] [2,8-23,6] [1,4-9,0]

Lesié multiple o unica, n (%)

Multiple 55 (59,1) 36 (58,1) 6 (50) 6 (75) 7 (63,6) 0,713
Unica 38 (40,9) 26 (41,9) 6 (50) 2 (25) 4 (36,4)

Lesié uni/multiterritorial, n (%)

Uniterritorial 80 (86) 56 (90,3) 8 (66,7) 6 (75) 10(90,9) 0,126
Multiterritorial 13 (14) 6(9,7) 4 (33,3) 2 (25) 1(9,1)

Territori lesid, n (%)

ACA 1(1,1) 1(1,6) 0(0) 0(0) 0(0) 0,918
ACP 2(2,2) 1(1,6) 1(8,3) 0(0) 0(0) 0,443
Cortical ACM 37 (39,8) 23 (37,1) 3 (25) 6 (75) 5 (45,5) 0,116
Subcortical ACM 19 (20,4) 14 (22,6) 1(8,3) 1(12,5) 3(27,3) 0,597
Territori ACM (cor/sub) 47 (50,5) 30 (48,4) 4 (33,3) 7 (87,5) 6 (54,5) 0,113
Territori vertebro-basilar 19 (20,4) 13 (21) 1(8,3) 2 (25) 3(27,3) 0,680
Artéries penetrants 41 (44,1) 27 (43,5) 8(66,7) 2 (25) 4 (36,4) 0,268
Artéria coroidea anterior 1(1,1) 1(1,6) 0(0) 0(0) 0(0) 0,918
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TOTAL IM sense IM amb IM amb IM amb
alteracions alteracions alteracions alteracions p-
afectives cognitives afectivesi  valor
cognitives

Total n 93 62 12 8 11
Localitzacid lesio, n (%)
Lobul frontal 13 (14) 9 (14,5) 2 (16,7) 1(12,5) 1(9,1) 0,956
Lobul fronto-parietal 20 (21,5) 12 (19,4) 3(25) 4 (50) 1(9,1) 0,164
Lobul fronto-insular 8(8,6) 3(4,8) 1(8,3) 2 (25) 2 (18,2) 0,162
Lobul temporal 8(8,6) 6(9,7) 0(0) 0(0) 2 (18,2) 0,354
Lobul parietal 12 (12,9) 7(11,3) 2 (16,7) 0(0) 3(27,3) 0,321
Lobul occipital 12 (12,9) 5(8,1) 2 (16,7) 2 (25) 3(27,3) 0,212
Talem 9(9,7) 6(9,7) 0(0) 1(12,5) 2(18,22) 0,519
Ganglis basals 21(22,6)  13(21,0) 5(41,7) 1(12,5) 2(18,2) 0,365
Trons cerebral 15 (16,1) 11(17,7) 1(8,3) 0(0) 3(27,3) 0,361
Cerebel 5(5,4) 4 (6,5) 0(0) 0(0) 1(9,1) 0,665
Corona radiata 4(4,3) 2(3,2) 2 (16,7) 0(0) 0(0) 0,139
Tronc cerebral-cerebel 4 (4,3) 4 (6,5) 0(0) 0(0) 0(0) 0,554
Capsula interna 1(1,1) 1(1,6) 0(0) 0(0) 0(0) 0,918
Transformacié 16 (17,2) 8(12,9) 1(8,3) 5(62,5) 2 (18,2) 0,005
hemorragica, n (%)
Leucaraiosis (Escala Fazekas), n (%)
Grau 0 21(22,6)  15(24,2) 2(16,7) 2 (25) 2(18,2) 0,926
Grau 1 43 (46,2) 27 (43,5) 7 (58,3) 4 (50) 5 (45,5)
Grau 2 21 (22,6) 15 (24,2) 1(8,3) 2 (25) 3(27,3)
Grau 3 8(8,6) 5(8,1) 2 (16,7) 0(0) 1(9,1)
Microhemorragies, n (%)
0 50 (53,8) 37 (59,7) 6 (50) 4 (50) 3(27,3) 0,069
1-5 31(33,3) 21(33,9) 4(33,3) 3(37,5) 3(27,3)
6-10 4 (4,3) 1(1,6) 0(0) 1(12,5) 2(18,2)
>10 5(5,4) 1(1,6) 2(16,7) 0(0) 2(18,2)
N2 infarts cronics, mitjana 1,45 1,13 0,92 1,63 3,73 0,007
(DE) (2,412) (1,604) (1,084) (3,42) (4,65)

Abreviatures: IM: ictus minor; RIQ: rang interquartilic; ACA: arteria cerebral anterior; ACP: artéria cerebral

posterior; ACM: artéria cerebral mitja; DE: desviacid estandard; cor: cortical; sub: subcortical.

En el cas de comparar el territori de la lesid de l'ictus en territori cortical de 'ACM, artéries

penetrants i altres territoris que inclou el territori de I’ACA, ACP, vertebro-basilar, subcortical ACM

i artéria coroidea anterior, I'analisi entre el grup sense alteracions i el grup amb alteracions

cognitives va arribar a una p=0,099 (Figura 29).
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Figura 29. Territori de la lesid isquémica aguda segons el perfil afectiu, d’apatia i funcié cognitiva. El grup
denominat “Altres” inclou els seglients territoris: ACA, ACP, vertebro-basilar, subcortical ACM i arteria

coroidea anterior.

4.1.8 Biomarcador genétic de deteriorament cognitiu: rol del gen APOE

Les dades del genotipat del gen APOE es troben en la taula 16. Dels 118 pacients que es van
incloure en la cohort PSICOICTUS, es va poder fer I'extraccio d’ADN i el TagMan SNP genotyping

assay ,a partir de mostres de buffy coat, de 109 (92,4%) pacients.

Es va observar que el 64,4 % de la cohort tenia el genotip 3/3, el 14,4% el genotip 3/4iel 12,7% el

genotip 2/3. Només un pacient va tenir el genotip 2/2 i cap pacient el genotip 4/4.

No hi va haver diferencies estadisticament significatives en la distribucié dels genotips i els
diferents grups segons alteracié afectiva i/o cognitiva (p=0,386). Aixi, el DCL post-IM no estava

associat a una predisposicio genética.
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Taula 16. Genotip del gen APOE en la cohort PSICOICTUS segons el perfil afectiu, d’apatia i funcid cognitiva

Total IM sense IM amb IM amb IM amb p-valor
alteracions alteracions alteracions alteracions
afectives cognitives afectives i

cognitives
Total, n n=118 n=70 n=20 n=11 n=17
Genotip APOE (%)
2/2 1(0,8) 0(0) 1(5) 0(0) 0(0) 0,386
2/3 15 (12,7) 10 (14,3) 1(5) 2(18,2) 2(11,8)
3/3 76 (64,4) 43 (61,4) 16 (80) 8(72,7) 9(52,9)
3/4 17 (14,4) 12 (17,1) 1(5) 1(9,1) 3(17,6)
4/4 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
NO DADES 9(7,6) 5(7,1) 1(5) 0 (0) 3(17,6)

Abreviatures: IM: ictus minor; APOE: apolipoproteina E.

4.1.9 Determinacio de biomarcadors metabolics i lipidics circulants

4.1.9.1 Caracteristiques dels pacients inclosos en |’estudi de biomarcadors circulants

En la primera analisi 0mica de descobriment es va incloure un total de 25 pacients de la cohort
PSICOICTUS: 13 pacients amb IM sense alteracions afectives ni cognitives, 6 pacients amb IM i

alteracions afectives i 6 pacients amb IM i alteracions cognitives.

Les caracteristiques basals (edat i sexe), de FRV (HTA, DMT2, dislipémia i FA) i de neuroimatge
(volum infart, territori lesié aguda, preséncia de microhemorragies i transformaciéo hemorragica

de I'ictus agut i numero d’infart cronics i el seu territori) es mostren en la taula 17.

Un 44% dels pacients (n= 11) eren homes i la mitjana d’edat dels subjectes de la cohort va ser de
67,4 (£ 11,0 anys). El FRV més prevalent era la HTA (84%), seguit de la dislipémia (60%), la DMT2
(28%) i la FA (28%). Pel que fa a I'analisi de la neuroimatge, la mitjana de volum d’infart va ser de
6,6 mm? (+ 9,4) i el territori de lesié més predominant va ser el territori cortical de ’ACM amb un
40 % dels casos. 6 pacients (24%) van patir transformacié hemorragica de la lesié aguda i 8
pacients (32%) tenien focus de microsagnat cronic. En I’analisi de les lesions croniques el territori

més predominant va ser les artéries penetrants.

En totes aquestes variables no hi va haver diferencies estadisticament significatives entre els 3

grups experimentals.
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Posteriorment es va realitzar la validacié dels resultats obtinguts a la fase de descobriment en una
mostra més gran de pacients de la cohort PSICOICTUS (n= 90). Es van incloure els segiients
pacients en cada grup experimental: 65 pacients amb IM sense alteracions afectives ni cognitives,

14 pacients amb IM i alteracions afectives i 11 pacients amb IM i alteracions cognitives.

Les caracteristiques de la cohort de validacid es mostren en la taula 17 juntament amb les dades

de la cohort de descobriment.

En aquesta fase de validacid un 73,3% dels pacients (n= 66) eren homes i s’observava una
distribucid diferent entre els grups (p=0,009), amb un percentatge més elevat d’homes al grup IM
amb alteracions cognitives. L'edat mitjana d’aquesta cohort va ser de 66,5 anys (£11,8), amb una
mitjana d’edat més avancada al grup IM amb alteracions cognitives (p= 0,036). Igual que en la
cohort de descobriment el FRV més prevalent era la HTA (82,2%), seguit de la dislipeémia (65,1%),
la DMT2 (34,4%) i la FA (12,2%). La dislipeémia es presentava en un percentatge més elevat en el
grup IM amb depressié (p= 0,044). Pel que fa a I'analisi de neuroimatge, es va observar una major

transformacié hemorragica de la lesié aguda en el grup IM amb alteracions cognitives (p= 0,001).

Taula 17. Variables cliniques, de FRV, de cribratge cognitiu i de neuroimatge dels pacients inclosos en la
primera analisi de descobriment de metabolomica i lipidomica.

IM amb IM amb
IM sense . .
Total . alteracions alteracions p-valor
alteracions . ..
afectives cognitives
Des Val Des Val Des Val Des Val Des Val

Totaln 25 90 13 65 6 14 6 11
Caracteristiques basals
Edat, mitjana 67,4t 66,5 67,9 65,5 62,5 64,8 71,5 75 0,373 0,036
(DE) 11,0 +11,8 +10,2 +11,7 +14,9 +13,1 7,5 7
Sexe: homes, n 11 66 7 53 1 6 3 7 0,298 0,009
(%) (44) (73,3) (53,8) (81,5) (16,7) (42,9) (50) (63,6)
HTA, n 21 74 12 52 4 12 5 10 0,366 0,636
(%) (84) (82,2) (92,3) (80) (66,7) (85,7) (83,3) (90,9)
DMT2, n 7 31 4 24 2 6 1 1 0,772 0,154
(%) (28) (34,4) (30,8) (36,9) (33,3) (42,9) (16,7) (9,1)
Dislipémia, n 15 55 9 42 4 10 2 3 0,309 0,044
(%) (60) (65,1) (69,2) (64,6) (66,7) (71,4) (33,3) (27,3)
FA, n 7 11 2 5 2 3 3 3 0,279 0,097
(%) (28) (12,2) | (15,4) (7,7) | (33,3) (21,4 (50) (27,3)
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IM amb IM amb
IM sense . .
Total . alteracions alteracions p-valor
alteracions . o
afectives cognitives
Des Val Des Val Des Val Des Val Des Val

Totaln 25 90 13 65 6 14 6 11
Analisi neuroimatge
Totaln 23 78 13 60 5 10 5 8
Volum infart, 6,6 6,6 5,4 6,4 1,3 1,7 15,0 14 0,050 0,119
mitjana (DE) +9,4 +12,6 +7,3 +13,3 +0,8 +0,9 +14,3 +12,6
Territori lesio, n (%)
Territori cortical 10 31 5 23 1 2 4 6 0,201 0,023
ACM (40)  (344) | (385) (354) | (16,7) (14,3) | (66,7) (54,5)
Territori 3 14 2 12 0 1 1 1 0,510 0,129
subcortical ACM  (12)  (15,6) | (15,4)  (18,5) (0) (7,1) | (16,7)  (9,1)
Micro- 8 32 4 23 3 5 1 4 0,608 0,263
hemorragies, n (32) (35,6) (16) (35,4) (50) (35,6) | (16,7) (36,4)
(%)
Transformacio 6 13 3 8 0 0 3 5 0,151 0,001
hemorragica, n (24) (14,4) | (23,1) (12,3) (0) (0) (50) (45,5)
(%)
N2 infarts 0,9 1,2 1,2 1,2 0,6 0,8 0,6 1,6 0,702 0,630
cronics, mitjana +1,5 +1,8 +1,9 +1,6 +0,9 +0,9 +0,5 +3,4

(DE)

Abreviatures: Des: cohort descobriment; Val: cohort validacid; ACM: Artéria cerebral mitja; IM: ictus minor;
DE: desviacid estandard; DCL: deteriorament cognitiu lleu; HTA: hipertensié arterial; DMT2: diabetis
mellitus tipus 2; FA: fibril-lacié auricular

4.1.9.2 ldentificacio dels metabolits i lipids diferencialment expressats

L'estudi de metabolomica i lipidomica no dirigida va permetre fer una analisi estadistica

mitjancant la plataforma Metaboanalyst on les dades dels metabolits i lipids van ser

representades a través dels PLS-DA. Es va identificar amb bona precisid una signatura especifica

de cada grup experimental, tant de metabolomica com lipidomica, amb un valor R2 de 0,93 pero

un Q2 negatiu degut molt probablement a la diferéncia entre el nimero de casos entre els

diferents grups d’estudi.

Com es pot observar en la figura 30 aquestes signatures van permetre diferenciar entre aquells

pacients que havien patit un IM i no tenien cap alteracié afectiva ni cognitiva després de I'ictus

(color verd), els pacients amb IM que presentaven depressio (color blau fort) i els pacients amb

IM que presentaven DCL (color vermell).
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Figura 30. Grafics tridimensionals dels PLS-DA on es mostra el perfil dels metabolits i dels lipids plasmatics
segons el perfil afectiu i de funcid cognitiva dels pacients inclosos de la cohort PSICOICTUS. Color verd: IM
sense alteracions; Color blau fort: IM amb depressié; Color vermell: IM amb alteracié cognitiva.
Abreviatures: IM: ictus minor; DCL: deteriorament cognitiu lleu.

Posteriorment, a partir de la base de dades HMDB es van identificar els metabolits i lipids que
estaven expressats diferencialment. Mitjancant una analisi estadistica univariada es va observar
qgue hi havia 6 metabolits; [2-Hydroxyhexadecanoylcarnitine, DG(36:7), PE(13D5/13M5), PE-
NMe(40:4), Tocophersolan i PG(34:0)] i 1 lipid; [PC-P(38:4)] que s’expressaven diferencialment
entre el grup de pacients amb IM sense alteracions afectives ni cognitives i el grup de pacients

amb IM amb alteracions cognitives (Taula 18).

Taula 18. Metabolits i lipids expressats diferencialment entre els pacients amb IM sense alteracions
afectives ni cognitives i els pacient amb IM amb alteracions cognitives.

Sense alteracions afectives ni cognitives post IM vs alteracions cognitives post IM

Classe Identificacio m/z TR p-valor p:z':or Regulaci6 Detecci6
FA  2-Hydroxyhexadecanoylcarnitine 426.35 10.02 0,007 0,770 Up MET
GL DG(36:7) 609.46 11.59 0,013 0,568 Down MET
GP PE(13D5/13M5) 922.66 11.34 0,028 0,770 Up MET
GP PE-NMe(40:4) 808.59 9.08 0,017 0,568 Up MET
PR Tocophersolan 575.41 11.20 0,016 0,671 Down MET
GP PG(34:0) 749.52 11.60 0,030 0,577 Up MET
PE PC-P (38:4) 794,60 7.39 0,036 0,642 Up LIPI

Abreviatures: IM: ictus minor; FA: acids grassos GL: Glicerolipids; GP: Glicerofosfolipids; PR: lipids prenols;
PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PG: fosfoglicéric; DG: diacilglicerid; m/z: massa/carrega; TR:

temps de retencié; MET: metabolomica; LIPI: lipidomica; FDR: False Discovery Rate
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Per una altra banda, fent el mateix tipus d’analisi es van poder identificar 6 metabolits; [DG(36:7),
PS(40:6), Isoleucyl-Isoleucine, PC (38:4), PG (34:0)] i N-Decanoylglycine i 2 lipids; [PC-P(38:4) i PC
(38:2)] que s’expressaven diferencialment entre el grup de pacients amb IM sense alteracions

afectives ni cognitives i el grup de pacients amb IM amb alteracions afectives (Taula 19).

Taula 19. Metabolits expressats diferencialment entre els pacients amb IM sense alteracions afectives ni
cognitives i el grup de pacients amb IM amb depressio.

Sense alteracions afectives ni cognitives post-IM vs Depressié post IM

Classe Identificacio m/z TR p-valor FDR Regulacié Deteccid
p-valor
GL DG(36:7) 609.46 11.59 0,013 0,568 Down MET
GP PS(40:6) 834.55 11.40 0,011 0,568 Up MET
AA Isoleucyl-Isoleucine 245.18 1.50 0,024 0,671 Down MET
GP PC(38:4) 794.60 13.40 0,017 0,671 Down MET
GP PG(34:0) 749.52 11.60 0,030 0,577 Up MET
AA N-Decanoylglycine 230.17 6.64 0,032 0,671 Down MET
PC PC(38:2) 836.61 7.57 0,008 0,642 Down LIPI
PE PC-P(38:4) 794.60 7.39 0,036 0,642 Up LIPI

Abreviatures: IM: ictus minor; GL: Glicerolipids; GP: Glicerofosfolipids; AA: aminoacid; PC: fosfatidilcolina;
PE: fosfatidiletanolamina; DG: diacilglicérid; PS: fosfatidilserina; m/z: massa/carrega; TR: temps de retencio;
MET: metabolomica; LIPI: lipidomica; FDR: False Discovery Rate

En la figura 31 es mostra un resum dels metabolits i lipids expressats diferencialment al grup IM
amb alteracions cognitives i al grup IM amb alteracions afectives respecte al grup IM sense

alteracions.
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Figura 31. Metabolits i lipids expressats diferencialment en la fase de descobriment al grup IM amb
alteracions cognitives i al grup IM amb alteracions afectives respecte al grup IM sense alteracions. Les
fletxes indiquen si estan regulats a I'alca o a la baixa. La fletxa de color vermell fa referencia a I'expressié
diferencial entre el grup IM amb alteracions cognitives vs IM sense alteracions i la fletxa de color verd fa
referéncia a I'expressio diferencial entre el grup IM amb alteracions afectives i el grup IM sense alteracions.
Abreviatures: IM: ictus minor; PE: fosfatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina; PC: fosfatidilcolina; DG:
diacilglicérid; PG: fosfoglicerid.

4.1.9.3 Validacio dels resultats amb la resta de la cohort PSICOICTUS

Els resultats obtinguts en la fase de descobriment es van validar a través de I'analisi d’'una mostra

més gran de la cohort PSICOICTUS (n=90), descrita anteriorment.

Dels metabolits i lipids identificats i expressats diferencialment en la cohort de descobriment es
van tornar a identificar en la cohort de validacid els metabolits 2-Hydroxyhexadecanoylcarnitine i
el Tocophersolan que s’expressaven diferencialment entre els pacients amb IM sense alteracions i
els pacients amb IM amb alteracions cognitives i els metabolits Isoleucyl-Isoleucine, N-
Decanoylglycine, DG(36:7) i PC(38:4) que s’expressaven diferencialment entre els pacients amb IM

sense alteracions i els pacients amb IM i alteracions afectives.
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Els valors de les masses i els TR dels metabolits identificats en la cohort de descobriment i la
cohort de validacié es mostren en la taula 20. La diferencia de massa acceptada va ser de 30 ppm i

un TR de 0,8 minuts.

Taula 20. Comparacié de les masses i els temps de retencid dels metabolits identificats obtinguts en la
cohort de descobriment (Mass 1/TR1) i la cohort de validacié (Mass2/TR2).

Metabolit Mass1 TR1 Mass2 TR2 dDA dppm dTR

Mass Mass (min)

2hydroxyhexadec- 435 35 10,02 425,35 10,75 0,00 2,59 -0,73
anoylcarnitine

Tocophersolan 574,41 11,20 574,41 11,59 0,00 2,96 -0,38

Isoleucyl-Isoleucine 244,18 1,50 244,18 1,86 0,00 7,78 -0,36

N-Decanoylglycine 229,17 6,64 229,17 7,14 0,00 7,85 -0,50

PC (38:4) 793,60 13,40 793,60 13,83 0,00 0,00 -0,43

DG (36:7) 610,46 11,59 610,45 11,88 0,01 28,67 -0,29

Abreviatures: TR: temps de retencio; d: diferencia; DA: daltons; ppm: parts per milié; DG: diacilglicerid; PC:
fosfatidilcolina.

En la figura 32 es quantifiquen els valors dels metabolits expressats diferencialment entre el grup
IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions cognitives. S’observa que la 2-
hydroxyhexadecanoylcarnitine esta regulada a I'alga tant en la cohort de descobriment com en la
cohort de validacié. Pel que fa al Tocophersolan esta regulada a la baixa en les dues cohorts, pero
només s’observen diferencies estadisticament significatives en la cohort de descobriment. Per
tant, el metabolit 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine podria ser un bon biomarcador de les

alteracions cognitives post-IM.
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Figura 32. Quantificacio de I'expressio dels metabolits idendificats en la fase de descobriment i la fase de
validacié que s’expressen diferencialment entre el grup IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions
cognitives. A) Expressio diferencial del 2-Hydroxyhexadecanoylcarnitine; B) Expressio diferencial del
Tocophersolan. *: p-valor <0,05. Abreviatures: IM: ictus minor; MS: massa

Per altra banda, en la figura 33 es quantifiquen els valors dels metabolits expressats
diferencialment entre el grup IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions afectives. En
aquesta analisi totes les molecules es troben regulades a la baixa respecte al grup IM sense
alteracions. Les molécules Isoleucyl-Isoleucine, PC(38:4) i DG(36:7) mostren diferéncies
estadisticament significatives en la seva expressid diferencial entre els dos grups en les dues
cohorts d’estudi, per contra, el metabolit N-Decanoylglycine, tot i que mostra la mateixa
tendéncia en les dues cohorts, no s’observen diferencies significatives en la seva expressid en la
cohort de validacié. Per tant I’Isoleucyl-Isoleucine, el PC(38:4) i el DG(36:7) podrien ser bons

biomarcadors de les alteracions afectives post-IM.
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Figura 33. Quantificacid de I'expressio dels metabolits idendificats en la fase de descobriment i la fase de

validacio que s’expressen diferencialment entre el grup IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions

afectives. A) Expressio diferencial de I'lsoleucyl-Isoleucine; B) Expressio diferencial del N-Decanoylglycine; C)
Expressid diferencial del PC (38:4); D) Expressio diferencial del DG (36:7). *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01.
Abreviatures: IM: ictus minor; PC: fosfatidilcolina; DG: diacilglicérid; MS: massa.
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Posteriorment, amb el programa MetaboAnalyst es va realitzar una analisi de I'enriquiment que
proporciona una interpretacid exhaustiva de les rutes metaboliques involucrades amb els
metabolits expressats diferencialment. En concret, aquesta analisi indica que els metabolits
identificats en la cohort PSICOICTUS, estan relacionats amb el metabolisme dels aminoacids i
péptids, seguit dels acids grassos, els lipids de prenol, els diacilglicerids i en menor proporcié els

glicerofosfolipids (Figura 34). Per tant, estan implicats majoritariament en la sintesi de proteines.

Visi6 general dels conjunts de metabolits d’enriquiment

Aminoacids i peptids L
Acis grassos
g 1 L p-valor

0.6

0.4
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Lipids de prenol. ° u 0.0
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-logl0 (p‘-va\ue)

Figura 34. Vies metaboliques involucrades en els metabolits expressats diferencialment de la cohort
PSICOICTUS observades a través d’una analisi d’enriquiment.

4.1.9.4 Estudi de la capacitat predictiva dels metabolits expressats diferencialment

La capacitat predictiva dels metabolits que podrien ser biomarcadors de pronostic de les
alteracions afectives i cognitives després de patir un IM es va calcular a través de les AUCs i els p-

valors en la cohort de descobriment i en la cohort de validacié (Taula 21).

— 1



4. Resultats

Taula 21. Valors de les AUCs dels metabolits identificats en la cohort de descobriment i validats en la
cohort de validaciod.

(Up or AUC p-valor (Up or AUCROC  p-valor

Metabolit down) ROC Cohort down) Cohort Cohort
Cohort Cohort Des Cohort Val Val
Des Des Val
2-hydroxyhexadecanoylcarnitine Up 0,821 0,028 Up 0,725 0,018
Tocophersolan Down 0,865 0,012 Down 0,632 0,165
Isoleucyl-Isoleucine Down 0,936 0,003 Down 0,744 0,004
N-Decanoylglycine Down 0,885 0,008 Down 0,634 0,116
PC (38:4) Down 0,846 0,018 Down 0,716 0,028
DG (36:7) Down 0,923 0,004 Down 0,692 0,025

Abreviatures: AUC: area sota la corba ROC; Des: Descobriment; Val: Validacid; PC: fosfatidilcolina; DG:
diacilglicerid.

Destacar el valor predictiu en la cohort de descobriment del metabolit Isoleucyl-isoleucine amb
una AUC de 0,936 i, del metabolit DG(36:7), amb una AUC de 0,923, per a la comparacié del grup
IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions afectives. Per a la comparacio dels pacients amb
IM sense alteracions i els pacients amb IM i alteracions cognitives el metabolit amb una millor
capacitat predictiva va ser el Tocophersolan, amb una AUC de 0,865. Malauradament, la capacitat

predictiva dels mateixos metabolits en la cohort de validacié va disminuir en tots els casos.

4.1.10 Predictors clinics, bioguimics, radiologics i 6mics de les alteracions cognitives i

afectives després d’un ictus minor.

Per identificar predictors de risc de les alteracions afectives i/o cognitives després d’un IM es van
fer models de regressid logistica multivariant. Es van dur a terme diferents models predictius a
partir de diferents variables candidates: només les variables cliniques (Model A), les variables
cliniques més les variables bioquimiques (Model B), les variables radiologiques (Model C), les
variables cliniques conjuntament amb les variables radiologiques (Model D) i les variables

cliniques, bioquimiques, radiologiques i 0Omiques (Model E) (Taula 22).

Segons el model predictiu A, I'edat superior a 70 anys es va comportar com a predictor
d’alteracions cognitives post-IM (OR: 15,93; IC 95% 1,93-131,52). El sexe femeni i els antecedents
de sindrome depressiva van esdevenir predictors d’alteracions afectives (OR: 3,33; IC 95% 1,04-
10,70 i OR: 7,42; IC 95% 2,20-25,07, respectivament) i d’alteracions afectives i cognitives (OR:
6,27; 1C 95% 1,80-21,89 i OR: 8,01; IC 95% 2,07-31,01, respectivament).
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En el model predictiu B, I'edat superior a 70 anys seguia sent un predictor de risc d’alteracié
cognitiva post-IM, i a més, nivells baixos de triglicerids van esdevenir com un factor de proteccid
(OR: 0,97; 1C 95% 0,95-0,99). Pel que fa a les alteracions afectives post-IM cap variable bioquimica

es va comportar com a predictora de risc.

El model predictiu C va mostrar que la localitzacié de la lesié isquéemica aguda en el territori
cortical de I’ACM era un factor de risc de patir alteracions cognitives post-IM (OR: 5,47; IC 95%
1,01-29,35). Un major numero d’infarts cronics va esdevenir predictor de risc de patir tant

alteracions afectives com cognitives després d’un IM (OR: 1,52; IC 95% 1,09-2,13).

Segons el model predictiu D, I'edat superior a 70 anys, la preséencia de lesions isquemiques en el
territori cortical de I’ACM i, a més, els nivells elevats de creatinina (OR: 2,62; IC 95% 0,85-8,07) es
van comportar com a predictors d’alteracid cognitiva després de patir un IM. Pel que fa a les
alteracions afectives i les alteracions afectives i cognitives combinades, el sexe femeni i els
antecedents de sindrome depressiva, seguien sent predictors de risc i, a més, en aquest ultim

grup també un major numero d’infarts cronics.

Finalment, en I'analisi del model E en el qual es van incloure les variables omiques, I'edat superior
a 70 anys (OR: 34,34; IC 95% 2,16-545,62), la preséncia de lesions isquémiques en el territori
cortical de I'ACM (OR: 17,05; IC 95% 1,52-191,31) i les concentracions superiors a 1,05 del
metabolit 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine (OR: 11,0; IC 95% 1,06-113,81) es van mostrar com a
predictores de risc d’alteracié cognitiva. Els predictors d’alteracions afectives post-IM van ser
tenir antecedents de sindrome depressiva prévia (OR: 6,89; IC 95% 1,80-26,37), concentracions
inferiors a 0,90 del metabolit Isoleucyl-Isoleucine (OR: 5,46; IC 95% 1,48-20,22) i concentracions
superiorsa 1,19 de la PC (38:4) (OR: 4,52; IC 95% 1,23-16,61). En aquest model, cap variable es va
comportar com a predictora d’alteracié afectiva i cognitiva ja que aquest grup de pacients no es

va incloure en I'analisi de metabolomica/lipidomica no dirigida.
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Taula 22. Analisi multivariat per a les alteracions afectives i cognitives després d’un IM

IM sense alteracions
vs. IM alteracio

IM sense alteracions
vs. IM alteracio

IM sense alteracions
vs. IM alteracio

afectiva cognitiva afectiva/cognitiva
OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
p-valor p-valor p-valor

Model A: Variables cliniques

Edat >70 anys -

OR 15,93 (1,93-131,52)

p=0,010
Sexe femeni OR: 3,33 (1,04-10,70) - OR: 6,27 (1,80-21,89)
p= 0,043 p= 0,004
Antecedents de OR: 7,42 (2,20-25,07) OR: 8,01 (2,07-31,01)
sd. depressiva p=0,001 i p=0,003

Model B: Variables cliniques i bioquimiques

OR 14,63 (1,60-133,77)

Edat >70 anys - -
p= 0,023
, OR: 7,09 (1,87-26,92)
Sexe femeni - -
p= 0,004
Antecedents de OR: 10,0 (2,87-34,84) OR: 10,45 (2,46-44,39)
sd. depressiva p < 0,001 p=0,001

Nivells baixos
triglicerids
Model C: Variables radiologiques

Afectacid territori
cortical ACM

OR 0,97 (0,95-0,99)
p=0,023

OR: 5,47 (1,01-29,35)
p= 0,048

Numero infarts
cronics

Model D: Variables cliniques, bioquimiques i radiologiques

Edat > 70 anys

OR: 11,52 (1,18-112,91)

OR: 1,52 (1,09-2,13)
p=0,015

p= 0,036
, OR: 4,49 (1,09-18,61) OR: 15,84 (2,50-100,29)
Sexe femeni -
p= 0,038 p=0,001
Antecedents de OR: 6,58 (1,48-29,34) OR: 6,43 (0,94-43,92)
sd. depressiva p=0,013 p=0,058

Nivells elevats

OR: 2,62 (0,85-8,07)

creatinina p= 0,090
Afectacié territori OR: 11,53 (1,35-98,38)
cortical ACM p= 0,025

Numero infarts
cronics

OR: 1,54 (1,03-2,31)
p= 0,034
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Continuacid taula 22

IM sense alteracions IM sense alteracions IM sense alteracions
vs. IM alteracié vs. IM alteracié vs. IM alteracié
afectiva cognitiva afectiva/cognitiva
OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
p-valor p-valor p-valor

Model E: Variables cliniques, bioquimiques, radioloogiques i omiques

Edat > 70 anys ) OR: 34,34 (2,16-545,62) i
p=0,012

Sexe femeni - - -

Antecedents de OR: 6,89 (1,80-26,37)

sd. depressiva p= 0,005

Nivells elevats

creatinina

Afectacid territori OR: 17,05 (1,52-191,31)
cortical ACM p=0,021
Numero infarts

cronics

2-hydroxyhexadec OR: 11,0 (1,06-113,81)
anoylcarnitine - R

51,05 p= 0,044
Isoleucyl-isoleucine OR: 5,46 (1,48-20,22) i i
<0,90 p=0,011
) OR: 4,52 (1,23-16,61)
PC (38:4)>1,19 0=0,023

Abreviatures: IM: ictus minor; OR: odds ratio; sd: sindrome.

Posteriorment, es van fer les corbes ROC per avaluar la capacitat discriminativa de les variables
predictores de risc obtingudes en els models de regressié multivariant, per diferenciar els pacients
amb IM sense alteracions i els pacients amb IM i alteracions cognitives. Es van tenir en compte les
variables edat > 70 anys, lesié isquémica aguda en el territori de I’ACM i concentracid superior a
1,05 del metabolit 2-hidroxyhexadecanoylcarnitine (Sensibilitat de 0,727 i especificitat de 0,667)
per separat i, per altra banda, I'edat i el territori de 'ACM i, I'edat, el territori de I'ACM i la
concentracié de la 2-hidroxyhexadecanoylcarnitine, conjuntament. L’analisi de les AUCs de les
variables per separat van mostrar una pitjor capacitat de discriminacioé entre els pacients amb i
sense alteracions cognitives. Al fer I'estudi de les variables edat i lesid en el territori de 'ACM
alhora I’AUC va augmentar fins a 0,820 (IC 95% 0,68-0,96). Tot i aixi, el model que va tenir una
millor capacitat discriminativa era aquell en el que es van analitzar I'edat, el patré de lesid i la

concentracié del metabolit al mateix temps amb una AUC de 0,875 (IC 95% 0,78-0,97).
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Finalment, es van fer les corbes ROC per avaluar la capacitat discriminativa de les variables
predictores de risc obtingudes en els models de regressié multivariant, per diferenciar els pacients
amb IM sense alteracions i els pacients amb IM i alteracions afectives. Les variables analitzades
per separat van ser el sexe femeni, els antecedents de sindrome depressiva abans de l'ictus, una
concentracié inferior a 0,9 del metabolit Isoleucyl-isoleucine (Sensibilitat: 0,526 i especificitat:
0,136), una concentracié superior a 1,1 de la PC (38:4) (Sensibilitat: 0,474 i especificitat: 0,864) i
una concentracié superior a 1,1 del DG (36:7) (Sensibilitat: 0,632 i -especificitat: 0,485). A més, es
van analitzar el sexe femeni i els antecedents de sindrome depressiva i, les concentracions dels
tres metabolits, conjuntament. En aquest cas, I'analisi de les AUCs de les variables per separat
també van mostrar una pitjor capacitat de discriminacio entre els pacients amb i sense alteracions
afectives. Al fer I'estudi de les variables sexe femeni i antecedents de sindrome depressiva al
mateix temps I'AUC va ser de 0,737 (IC 95% 0.60-0,88). No obstant, el model que va tenir una
millor capacitat discriminativa va ser aquell en el que es tenia en compte la concentracié dels tres

metabolits alhora amb una AUC de 0,753 (IC 95% 0,61-0,90).
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4.2 Model animal d’ictus minor

4.2.1 Estudi pilot model animal d’Ictus Minor

Un estudi pilot va ser dissenyat per determinar les conseqiiéncies neuroanatomiques i funcionals
del diferents temps d’oclusié de 'ACM amb el model tMCAo i tenint en compte diferents temps
de sacrifici. Els temps d’oclusié de I’ACM van ser: 10 minuts, 20 minuts, 30 minuts, 40 minuts i el
paradigma de 5 minuts reperfusié — 2 minuts oclusié (repetit 5 vegades). Els moments de sacrifici

(endpoint) van ser: 24 hores, 48 hores, 72 hores i 7 dies POST-CIRURGIA.

El model d’IM havia de presentar teixit cerebral infartat (diagnostic diferencial d’AIT), observar un
volum d’infart reduit i per altra banda, havia de presentar una certa alteracid de la funcio
neurologica observada en les proves conductuals i que aquestes alteracions milloressin amb el

temps.

Dels 127 animals utilitzats en aquest estudi es van haver d’excloure tres ratolins (2,36%) per no
arribar als valors de reperfusié adequats (>75%), probablement degut a un dany de I’ACM durant
la cirurgia. Per una altra banda, durant I'operacié es van morir quatre ratolins (3,1%) degut a

raons tecniques intrinseques de la cirurgia.

L’analisi estadistic no va mostrar diferencies significatives en el patré d’isquémia-reperfusié entre
els cinc grups d’estudi: 10 minuts tMCAo (n=20), 20 minuts tMCAo (n=20), 30 minuts tMCAo
(n=28), 40 minuts tMCAo (n=28) i 5x2 minuts tMCAo (N=26) (Figura 35.A). Els valors mitjans basals
de flux sanguini cerebral van estar entre 75,68 PU (grup 30 minuts tMCAo) i 99,225 PU (grup 10
minuts tMACo). Els valors d’oclusié de 'ACM van ser significativament menors que els valors
basals, amb una reduccié del flux sanguini cerebral del 75-85% segons el grup experimental
(Figura 35.B). Durant la reperfusid, el flux sanguini cerebral va augmentar amb valors més elevats
que els valors basals en tots els grups, excepte en el grup 5x2 tMCAo. Aquest fendmen s’anomena

hiper-reperfusio.
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Figura 35. Mitjana del percentatge d’oclusié-reperfusio durant la cirurgia segons el grup experimental (A)
i mitjana dels valors directes del flux sanguini cerebral en PU en el moment basal, I'isquémia i la
reperfusid segons el grup experimental (B). Abreviatures: ACM: arteria cerebral mitja; FSC: flux sanguini

cerebral; min: minuts.

El percentatge del volum d’infart de tots els ratolins es va calcular segons el temps d’oclusié de

I’ACM i I'endpoint. Els valors es van representar en mitjanes i SEM (Standard error of mean).

En la figura 36.A es pot observar els valors del grup 10 minuts tMCAo en el qual els percentatges
de volum d’infart van ser molt petits, sent a les 24 hores post-tMCAo (n=5) (0,12% + 0,12), a les 48
hores post-tMCAo (n=5) (0,29% + 0,16), a les 72 hores post-tMCAo (n=5) (0%) i als 7 dies post-
tMCAo (n=5) (0,21% + 0,21). No es van observar diferéncies estadisticament significatives segons
I’endpoint. En la figura 36.B es poden veure els valors del grup 20 minuts tMACo amb una n=5 per
cada endpoint. En aquest grup experimental els valors del percentatge del volum d’infart van ser
semblants al grup 10 min tMCAo sent a les 72 hores post-tMCAo el volum més gran (0,21% +
0,18). Tampoc hi van haver diferencies estadisticament significatives entre els diferents
endpoints. En el grup de 30 minuts tMCAo ja es va comencar a observar volums d’infart més grans
(Figura 36.C), encara que hi havia més variabilitat. Les mitjanes segons I’'endpoint van ser a les 24
hores post-tMCAo (n=8) de 1,9% + 1,02, a les 48 hores post-tMCAo (n=7) de 1,61% + 0,92, a les 72
hores post-tMCAo (n=8) de 2,3% + 1,16 i als 7 dies (n=5) de 1,1% + 0,75. En aquest grup, tant a les
24 hores, com a les 48 i 72 hores hi va haver ratolins amb volums d’infart superiors al 6%. La
figura 36.D mostra els valors del grup 40 min tMCAo sent el volum més elevat en I'endpoint de les
48 hores post-tMCAo (n=7) (3,67% * 1,28), seguit de les 24 hores post-tMCAo (n=8) (2,85% +
1,26). En aquest grup també hi va haver molta variabilitat amb percentatges de volum d’infart
superiors al 8% a les 24, 48 i 72 hores post-tMCAo. No hi havia diferencies estadisticament
significatives entre els diferents endpoints. Finalment, en la figura 36.E es mostra els resultats del

grup de 5 minuts reperfusio — 2 minuts oclusi6 de I’ACM (repetit 5 vegades) en el qual el
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percentatge de volum d’infart més elevat va ser en I'endpoint de les 48 hores post-tMCAo (n=7)

amb un percentatge de 1,74% * 0,94, seguit de les 24 hores post-tMCAo (n=7) amb un valor de

0,4 % + 0,29, sense diferéncies estadisticament significatives entre els diferents endpoints.
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Figura 36. Percentatges volum d’infart segons el temps d’oclusié de 'ACM i I'endpoint. A) 10 minuts
tMCAo, B) 20 minuts tMCAo, C) 30 minuts tMCAo, D) 40 minuts tMCAo, E) 5X2 minuts tMCAo i F)
Comparacid dels vint grups experimentals segons el temps d’oclusié de ’ACM i el moment de sacrifici. *: p-
valor <0,05. Abreviatures: n.s: no significant; h: hores; d: dies; ACM: artéria cerebral mitja.
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En la figura 36.F es mostra el percentatge de volum d’infart segons I'endpoint i els minuts
d’oclusié de I’ACM comparant els cinc grups experimentals. Es pot observar que el percentatge de
volum d’infart va anar augmentant progressivament a mesura que s’anava augmentant els minuts
d’oclusié de I’ACM, sent el grup de 40 minuts el que va tenir percentatges més elevats, seguit del
grup de 30 minuts i el grup 5x2 minuts. Els volums d’infart més elevats es van observar en
I’endpoint de 48 hores post-tMCAo, excepte en el grup de 20 minuts i 30 minuts d’oclusié de
I’ACM on els percentatges més elevats van ser a les 72 hores post-tMCAo. Hi va haver diferencies
estadisticament significatives entre el grup de 20 minuts d’oclusié de I’ACM i el grup de 40 minuts

d’oclusié de I’ACM a les 48 hores post-tMCAo (p=0,0434).

La figura 37 mostra un exemple de tall coronal de cervell de ratoli segons el temps d’oclusié de
I’ACM i I'endpoint. Els cervells es van submergir en una tincié al 2% de TTC, en la qual les cél-lules
vives es tenyien de color rosa i la zona infartada, amb cél-lules mortes, es veia de color blanc. El

diagrama anatomic del cervell mostra la zona de I'escorca cerebral afectada per la isquemia.

24h 48h 72h 7d

tMCAO 10’

tMCAO 20’

tMCAO 30’

tMCAO 40’

tMCAO 5x2’

Figura 37. Talls coronals de cervells de ratoli segons el temps d’oclusié de I’ACM i I'endpoint tenyits amb
TTC al 2% i diagrames anatomics del cervell que mostren la zona de I'escor¢a afectada per la isquemia
cerebral. Abreviatures: tMCAo: oclusid transitoria de I'artéria cerebral mitja; TTC: clorur de 2,3,5-
trifeniltetrazoli; h: hores; d: dies.
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La determinacié del perfil neurologic es va dur a terme mitjangant un conjunt de proves
conductuals que avaluen els déficits funcionals dels animals després de la cirurgia tMCAo. Les
proves utilitzades van ser: I'escala mNSS, el Neuroscore, el Coat Hanger Test (prova de la perxa) i

el Ladder Task.

Les puntuacions de I'escala mNSS i del Neuroscore es van graficar de manera conjunta, on la
puntuacié podia oscil-lar entre 0 punts (sense alteracions) i 17 punts (greument deteriorat). En el
moment basal (abans de la cirurgia) tots els ratolins de tots els grups experimentals van obtenir
una puntuacié de 0. En els grups de 10 minuts i 20 minuts d’oclusié de 'ACM la puntuacié va
augmentar a partir de les 6 hores post-tMCAo, mantenint-se fins a les 48 hores post-tMCAo. A
partir de les 72 hores i als 7 dies post-tMCAo hi va haver una recuperacié funcional total en casi
tots els ratolins. No hi havia diferencies estadisticament significatives entre els diferents temps
(Figura 38.A i B). En la figura 38.C es mostren els resultats del grup de 30 minuts d’oclusié de
I’ACM on les puntuacions van augmentar a partir de les 6 hores post-tMCAo, mantenint-se fins als
7 dies post-tMCAo, de manera que en aquest cas no es va produir una recuperacid neurologica
després de la cirurgia. No hi havia diferencies estadisticament significatives entre els diferents
temps. En el grup de 40 minuts d’oclusi6 de I’ACM (Figura 38.D) hi havia diferéncies
estadisticament significatives entre el temps basal i els 7 dies post-tMCAo (p=0,0007) sent la
puntuacié mitjana en aquest temps de 1,2 punts esdevenint la més alta de tots els grups
experimentals i temps d’avaluacid. Finalment, en el grup de 5x2 minuts d’oclusié de I’ACM hi va
haver diferéncies estadisticament significatives entre el moment basal i les 6 hores post-tMCAo
(p=0,038) i entre el moment basal i les 48 hores post-tMCAo (p=0,0178). A partir de les 72 hores
la mitjana de la puntuacio va disminuir lleugerament fins que als 7 dies post-tMCAo es va produir
una recuperacié neurologica total, obtenint puntuacions iguals al moment previ a la cirurgia

(Figura 38.E).
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Figura 38. Puntuacid directa del mNSS i el Neuroscore segons el temps d’oclusié de I’ACM i el moment en el
qual va ser administrada la prova. A) 10 minuts tMCAo, B) 20 minuts tMCAo, C) 30 minuts tMCAo, D) 40
minuts tMCAo, E) 5X2 minuts tMCAo i F) Comparacié dels 5 grups experimentals segons els minuts
d’oclusié de I'ACM. *: p-valor <0,05; **: p-valor < 0,01; ***. p-valor <0,001. Abreviatures: n.s: no
significant; ACM: artéria cerebral mitja; mNSS: modified Neurological severity score; h: hores; d: dies; min:
minuts

En la figura 38.F es mostra la puntuacio directa de I'escala mNSS i el Neuroscore en els diferents
temps en qué van ser avaluades les proves comparant els cinc grups experimentals segons els
minuts d’oclusié de I’ACM. A les 6 hores post-tMCAo el grup amb més deteriorament neurologic
va ser el de 5x2 minuts d’oclusié de I’ACM, observant diferencies estadisticament significatives
entre aquest grup i els 10 minuts d’oclusié de I’ACM (p=0,0272) i els 30 minuts d’oclusié de ’ACM
(p=0,0131). Als 7 dies post-tMCAo el déficit neurologic més greu es va observar en el grup de 40
minuts d’oclusié de I’ACM, on hi havia diferéncies estadisticament significatives entre aquest grup
i el grup de 10 minuts, el grup de 20 minuts i el grup de 5x2 minuts d’oclusié de 'ACM (p=0,0242;
p=0,0034; p=0,0034, respectivament). En la resta de temps (basal, 24 hores, 48 hores i 72 hores
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post-tMCAo0) no es van observar diferéncies en les puntuacions del test entre els diferents grups

experimentals, tenint un grau d’afectacié neurologica equiparable.

Per avaluar la coordinacid motora es va utilitzar el Coat Hanger Test. No hi va haver diferencies
estadisticament significatives en les puntuacions d’aquesta prova en els diferents temps post-
cirurgia, en cap dels cinc grups experimentals segons els minuts d’oclusié de I’ACM. En els grups
de 10 minuts, 30 minuts i 5x2 minuts d’oclusié de 'ACM les puntuacions més elevades es van
obtenir el dia 7 post-tMCAo, tenint una coordinacié motora alterada en aquest temps, en canvi,
en el grup de 20 minuts d’oclusi6 de I'ACM el pic va ser a les 72 hores post-tMCAo.
Paradoxalment, el grup que va obtenir unes puntuacions més baixes i per tant, una millor

coordinacié motora va ser el grup de 40 minuts d’oclusié de ’ACM.

Finalment, el Ladder Task es va utilitzar per avaluar la motricitat fina a través del registre del
numero d’encreuaments (crossings), el percentatge de temps que I'animal estava en moviment
en un maxim de 60 segons, el numero de flips i la Ratio Ladder Task [(numero total de
flips/nimero total d’encreuaments) x ratio activitat)]. Pel que fa al nimero de crossings, com més
alta era aquesta puntuacid millor funcionalitat motora tenia el ratoli. En tots els grups
experimentals la puntuacié més elevada es va observar en el moment basal (3,1 + 0,166) i va
haver una disminucio rellevant a partir de les 6 hores post-cirurgia. El grup de 10 minuts d’oclusié
de 'ACM no va tenir diferéncies estadisticament significatives entre el diferents temps (Figura
39.A), al contrari del grup de 20 minuts d’oclusié de 'ACM en el qual hi havia diferéncies
estadisticament significatives entre el moment basal i les 6 hores, 24 hores i 48 hores post-tMCAo
(p=0,0028; p=0,0015; p=0,0008, respectivament). A partir de les 72 hores i 7 dies post-tMCAo hi
va haver una millora recuperant els nivells de funcionalitat basals (Figura 39.B). En el grup de 30
minuts d’oclusié de I’ACM es va observar un empitjorament de la funcionalitat a les 24 hores
(p=0,0076) i a les 48 hores post-tMCAo (p=0,0446), respecte al moment basal (Figura 39.C). El
grup de 40 minuts d’oclusié de ’ACM no va tenir diferencies estadisticament significatives entre
el moment basal i els altres temps d’avaluacio, tot i que es pot observar que es va produir una
disminucid progressiva del nimero de crossings fins al dia 7 post-tMCAo (Figura 39.D). Finalment
en el grup de 5x2 minuts d’oclusié de I’ACM hi va haver un major empitjorament a les 6 hores
post-cirurgia (p=0,0033) respecte el moment basal, seguit de les 24 hores post-cirurgia
(p=0,0052). A partir de les 48 hores hi va haver una millora gradual fins als 7 dies post-tMCAo
(Figura 39.E).

En la figura 39.F es mostra el niUmero de crossings en els diferents temps d’avaluacié comparant
els cinc grups experimentals segons els minuts d’oclusié de ’'ACM i es pot observar que no hi

havia diferéncies estadisticament significatives entre els grups

I 156



4. Resultats

A) 10 minuts oclusié ACM B) 20 minuts oclusio ACM
6 6-
n.s dekk
*%
T
e -
o 2- T T T e 21 T
z % T
0- T T T 0- T T T
Basal 6h 24h 48h 72h 7d Basal 6h 24h 48h 72h 7d
Temps Temps
Q) 30 minuts oclusié ACM D) 40 minuts oclusié ACM
6 6
S S ns
ok
5 5
24 24
w w
3 3
G T T G -
4 iy T
g ! ! i 3 .
0- T T T 0- T T T
Basal 6h 24h  48h 72h d Basal 6h 24h 48h 72h 7d
Temps Temps
. ‘e Numero de crossings
E) 5x2 minuts oclusié ACM F) segons el grup experimental
6 6
n.s [ | 10min
20min
%4- @4 B 30min
7] £ 1 | 40min
§ T g L . . Bl 5x2min
o 24 e S 2 1 . ] ] 1
z T 1
0- T r T
Basal 6h 24h  48h T2h 7d Basal 6h 24h  48h T2h 7d
Temps Temps

Figura 39. Numero de crossings totals durant 1 minut segons el temps d’oclusié de I’ACM i el momento en
el qual es va administrar la prova. A) 10 minuts tMCAo, B) 20 minuts tMCAo, C) 30 minuts tMCAo, D) 40
minuts tMCAo, E) 5X2 minuts tMCAo i F) Comparacié dels 5 grups experimentals. *: p-valor <0,05; **: p-
valor <0,01; ***: p-valor <0,001. Abreviatures: n.s: no significant; N2: nimero; ACM: arteéria cerebral mitja;
h: hores; d: dies; min: minuts.

En tots els grups experimentals el percentatge d’activitat (percentatge dels segons totals que el
ratoli estava actiu durant un minut) més elevat es va observar en el moment basal amb una
mitjana de 52,62% + 1,46 i es va produir una reduccié rellevant dels segons que el ratoli estava en

moviment a partir de les 6 hores post-tMCAo.

En el grup de 10 minuts d’oclusié de ’'ACM hi va haver diferéncies estadisticament significatives
entre el moment basal i les 6 hores (p=0,0016), les 24 hores (p=0,0018) i les 48 hores post-tMCAo
(p=0,0055). A partir de les 72 hores hi va haver una millora en el percentatge d’activitat de
I’animal (Figura 40.A). En el grup de 20 minuts d’oclusié de ’ACM també hi va haver diferéncies

estadisticament significatives entre el moment basal i les 6 hores (p=0,0008), les 24 hores
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(p<0,0001), les 48 hores (p<0,0001) i a més,a les 72 hores post-tMCAo (p=0,0113) (Figura 40.B).
En el grup de 30 minuts d’oclusié de I’ACM no hi va haver diferéncies entre el moment basal i les
6 hores post-tMCAo, pero si entre el moment basal i les 24 hores (p=0,0004), les 48 hores
(p=0,0117) i les 72 hores post-tMCAo (p=0,0268) (Figura 40.C). Per una altra banda, el grup de 40
minuts d’oclusié de I’ACM va tenir diferéncies estadisticament significatives en el percentatge de
I'activitat entre el moment basal i les 6 hores (p=0,02), les 24 hores (p=0,0024), les 48 hores
(p<0,0001) i les 72 hores post-tMCAo (p<0,0001). En aquest ultim temps es va produir la major
afectacié (Figura 40.D). Finalment, el grup de 5x2 minuts d’oclusié de I’ACM va tenir diferencies
estadisticament significatives entre el moment basal i les 6 hores (p=0,0251), les 24 hores
(p=0,0091) i les 72 hores post-cirurgia (p=0,0154). En aquest grup hi va haver un pic de

recuperacio funcional a les 48 hores i als 7 dies post-tMCAo (Figura 40.E).
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Figura 40. Percentatge activitat segons els minuts d’oclusié de I’ACM i el moment de I'administracié de la
prova. A) 10 minuts tMCAo, B) 20 minuts tMCAo, C) 30 minuts tMCAo, D) 40 minuts tMCAo, E) 5X2 minuts
tMCAo i F) Comparacié dels 5 grups experimentals. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01; ***: p-valor <0,001;
**%*. p-valor <0,0001. Abreviatures: n.s: no significant; ACM: artéria cerebral mitja; h: hores; d: dies; min:
minuts.
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En la figura 40.F es mostra el percentatge de I'activitat en els diferents temps d’avaluacié de la
prova comparant els cinc grups experimentals segons els minuts d’oclusié de 'ACM i es pot

observar que no hi havia diferéncies estadisticament significatives entre els grups.

Finalment, es va corregir el numero de flips (quan s’escapava la pota del ratoli per I'esglad del
Ladder) segons l|'activitat i el numero de crossings a través de la férmula Ratio Ladder Task:
[(nimero total de flips/nimero total de crossings) x ratio activitat]. No es van observar diferéncies
estadisticament significatives en les puntuacions directes de la Ratio Ladder Task en cap dels cinc
grups experimentals segons els minuts d’oclusié de I’ACM i a més, les puntuacions es van
mantenir més o menys estables al llarg de les avaluacions post-cirurgia, de manera que en cap

grup es va observar un empitjorament de la capacitat de la motricitat fina.

La correlacié d’Spearman es va dur a terme per avaluar |'associacid entre dues variables
continues. Per una banda, les proves neurologiques (mNSS + Neuroscore, Coat Hanger Test, N2
crossings, % activitat i Ratio Ladder Task) i per una altra, el volum d’infart per cada grup
experimental. No es va observar una correlacié positiva ni negativa estadisticament significativa,
encara que en el grup experimental de 5x2 minuts d’oclusié de ’ACM hi va haver una tendéncia
positiva en la puntuacié del Coat Hanger Test i el percentatge de volum d’infart (r=0,8; p=0,1667),
de manera que si hi havia un augment del volum d’infart es produia un augment de la puntuacié

de la prova i per tant una alteracié en la coordinacié motora (Figura 41).

Correlacio entre la puntuacio )
del Coat Hanger Test i el volum d'infart -~ % volum infart

en un grup de ratolins amb 5x2' tMCAo Coat Hanger Test
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Figura 41. Correlacio d’Spearman entre la puntuacio del Coat Hanger Test i el volum d’infart en el grup de
5x2 minuts d’oclusié de I’ACM. Abreviatures: tMCAo: oclusio transitoria de I'artéria cerebral mitja.
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Després d’analitzar totes les dades es va escollir que el model animal més idoni d’'IM era el de 5
minuts reperfusié — 2 minuts oclusié de I’ACM (repetit 5 vegades) sacrificat a les 48 hores post-
tMCAo0. Els grups experimentals de 10 i 20 minuts d’oclusié de I’ACM no tenien infart o tenien
volums molt petits en tots els endpoints, tenint un major volum a les 48 hores (0,2853% + 0,34) i a
les 72 hores (0,2111% + 0,41), respectivament. Degut a la definicio tissular d’ictus (Easton et al.,
2009) que diu que hi ha d’haver lesid isquémica observable, aquests dos grups es van descartar
tot i que tenien una afectacid neurologica lleu i transitoria. Per altra banda, els grups
experimentals de 30 minuts i 40 minuts d’oclusié de 'ACM tenien percentatges d’infart grans en
la majoria d’endpoints, tenint el volum més gran a les 72 hores (2,3037% + 3,29) i a les 48 hores
(3,6709% + 3,38), respectivament. A més, en aquests grups es produia un grau d’afectacid
moderada i aquesta estava mantinguda en el temps quan es feia el seguiment als 7 dies post-
tMCAo, de manera que també es van descartar. Finalment, el grup de 5 minuts reperfusié — 2
minuts d’oclusio de I’ACM (repetit 5 vegades) tenia un volum d’infart petit pero detectable a les
48 hores post-tMCAo (1,7417% + 2,49) i a més tenia un grau d’afectacié neurologica lleu i aquesta
millorava amb el temps (72 hores i 7 dies post-cirurgia), per tant aguest model complia els criteris

de la definicio d’IM (Taula 23).

Taula 23. Taula resum del compliment dels criteris del model animal d’ictus minor segons el temps d’oclusio
de 'ACM i I'endpoint.

Criteris model animal Ictus Minor

Minuts oclusié Preséncia volum Alteracio Alteracio
ACM infart reduit (~ 1,5%) neurologica lleu neurologica
transitoria
Endpoint 24h 48h 72h 7d
10 minuts NO NO NO NO Si S
20 minuts NO NO NO NO Si S
30 minuts si si NO NO NO NO
40 minuts NO NO NO NO NO NO
5 x 2 minuts NO SI NO NO g |

Abreviatures: ACM: arteria cerebral mitja
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4.2.1.1 Caracteritzacid morfologica de la lesié isquémica cerebral en un ratoli amb ictus

minor

La caracteritzacid morfologica de la lesié isquemica cerebral en un ratoli amb IM es va analitzar
mitjangant la técnica d'immunofluorescéncia de deteccid de proteines a través de la unid antigen-
anticos de la proteina NeuN (marcatge neurones), Iba-1 (marcatge microglia) i GFAP (marcatge
glia/astrocits). Els nuclis de les cél-lules es van tenyir amb DAPI. Les imatges es van adquirir amb
microscopia confocal de la zona contralateral i la zona ipsilateral (zona de la lesié isquémica) en

talls de cervells de ratoli amb IM (Figura 42).

El NeuN (Neuronal Nuclei) proporciona una marcacid selectiva dels nuclis i els somes de les
neurones i el seu patré d’'immunoreactivitat permet caracteritzar la morfologia cel-lular en tot el
teixit del SNC (R J Mullen, C R Buck, 1992). En les imatges captades de la zona ipsilateral es va
observar que en la zona del core isquémic no hi ha havia marcatge positiu per NeuN i si que n’hi

havia en la zona de penombra (limitrof amb el core) i en la zona contralateral.

El marcador Iba-1 (lonized calcium binding adapter molecule 1) és una proteina d’unié al calci
especifica de la microglia i els macrofags (Daisuke Ito et al., 1998). Es va observar un augment de
la microglia i un canvi de morfologia més ameboide (macrofags activats) en la zona ipsilateral

segurament per afavorir la resposta inflamatoria deguda a la lesié isquémica.

Finalment, es va utilitzar el GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) que és un marcador d’astrocits
expressat en la glia limitant (Hol & Pekny, 2015). La glia limitant és una fina capa formada per les
prolongacions dels astrocits que estan associats a la lamina basal del parénquima i que juntament
amb les cél-lules endotelials dels vasos sanguinis cerebrals formen part de la BHE. Quan es
produeix una isquéemia cerebral hi ha una major activitat astroglial en les regions que envolten el
core isquemic i els astrocits agafen una morfologia més filamentosa amb les prolongacions

dirigides cap a la zona de mort neuronal formant I'anomenada cicatriu glial.
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Contralateral

Ipsilateral

Figura 42. Técnica d'immunofluorescéncia de la zona contralateral i la zona ipsilateral d’un tall de cervell
de ratoli amb IM. NeuN (verd), Iba-1 (vermel), GFAP (gris) i DAPI (blau). Les primeres imatges van ser
adquirides amb la técnica del mosaic a 10x i la resta d’imatges van ser adquirides a 60x al microscopi
confocal.

En resum, en la zona del core isquémic es va observar un marcatge negatiu de NeuN i un augment
de la microglia amb una morfologia més ameboide. En la zona limitrof amb la penombra hi havia
una major activitat dels astrocits formant una cicatriu glial. Aquests fets van indicar que en el
model animal d’IM encara que la lesié isquémica és petita amb una afectacié neurologica lleu i

transitoria es produeixen alteracions morfologiques a nivell cel-lular.

4.2.1.2 Estudi pilot model animal ictus minor en femelles

Una vegada definit el model animal translacional d’IM, el de 5 minuts reperfusié — 2 minuts
oclusié de '’ACM (repetit 5 vegades) sacrificat a les 48 hores post-tMCAo, es va aplicar en un grup
de ratolins femelles de la soca CD1 (n=6) entre 30-40 grams de pes i entre 8-16 setmanes, per tal

de veure que no hi havia diferéncies entre els sexes.

El percentatge d’oclusié del flux sanguini cerebral respecte als valors basals va ser de 17,84% (x
5,29) i el percentatge de reperfusié va ser de 96,26% (+ 7,27) (Figura 43.A). No es va haver de

descartar cap animal per no arribar als valors adequats de reperfusié (>75%).

Com es pot veure en la figura 43.B no hi va haver diferéncies estadisticament significatives ni en el
percentatge d’oclusié de 'ACM ni en el percentatge de reperfusié entre mascles i femelles que

pogués condicionar el volum d’infart.
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Figura 43. A) Percentatge d’oclusié-reperfusié durant la cirurgia de 5x2 tMCAo en un grup de 6 femelles. (B)
Comparacio dels percentatges d’oclusid-reperfusié entre mascles (N=7) i femelles (N=6). Abreviatures: n.s:

no significant

La mitjana del percentatge de volum d’infart dels 6 ratolins femelles després d’aplicar el model

d’IM escollit va ser de 0,4246 % * 0,461. Aquesta, era més petita que en el grup de mascles

(1,74% + 2,49), tot i aixi, no hi havia diferéncies estadisticament significatives entre els dos sexes

(Figura 44.A).

A) 5x2 minuts oclusié ACM
sacrificat a les 48h post-tMCAo
n.s
5
4
£
=
2 2]
52
[—
0 T
Mascles Femelles

2

mNSS i Neuroscore

Puntuacié mNSS i Neuroscore
Femelles

Temps

Figura 44. Comparacié del percentatge del volum d’infart entre mascles (n=7) i femelles (n=6) en el model

d’ictus minor (5x2 mintus tMCAo) (A) i puntuacions del mNSS i el Neuroscore d’un grup de femelles amb

ictus minor segons el temps d’avaluacid. Abreviatures: n.s: no significant; ACM: arteria cerebral mitja;

tMCAo: oclusié trnsitoria arteria cerebral mitja; mNSS: modified Neurologic Severity Score; h: hores.
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La determinacido del perfil neurologic es va dur a terme mitjancant les mateixes proves
conductuals i neurologiques que en el grup de ratolins mascles. Les proves utilitzades van ser:

I’escala mNSS, el Neuroscore, el Coat Hanger Test (prova de la perxa) i el Ladder Task.

Les puntuacions de I'escala mNSS i del Neuroscore es van graficar de manera conjunta i com es
mostra en la figura 44.B, hi va haver diferéncies estadisticament significatives entre el moment
basal i les 6 hores post-tMCAo (p=0,016), sent aquest temps el pic de més afectacio neurologica. A
partir de les 24 hores s’observava una recuperacié funcional, encara que no era total a les 48

hores post-tMCAo.

En la resta de proves neurologiques (Coat Hanger Test i Ladder Task) no hi havia diferéncies
estadisticament significatives entre els diferents temps d’avaluacié, tot i que, s’observava una
pérdua de la funcié neurologica, la coordinacié motora i la motricitat fina a les 6 i 24 hores post-

tMCAo amb una recuperacio a les 48 hores post-tMCAo.

Finalment, les puntuacions obtingudes en els diferents temps d’avaluacié (Basal, 6h, 24h i 48h
post-cirurgia) del mNSS+Neuroscore, el Coat Hanger Test i el nUmero de crossings, el percentatge
d’activitat i la ratio del Ladder Task es van comparar entre mascles i femelles i no hi van haver
diferencies rellevants entre els dos grups en cap de les proves neurologiques i conductuals, de

manera que el model animal escollit d’'IM no presentava diferencies entre els sexes.

4.2.2 Models experimentals de factors de risc vascular i ictus minor

4.2.2.1 Model muri de diabetis mellitus tipus 2 i ictus minor

La DMT2 és un FRV rellevant de la MCV, ja que valors elevats de glucosa en sang produeixen
inflamacid i dany a les artéries augmentant entre 2 i 4 vegades les probabilitats de patir un ictus
(Santos Lasaosa et al., 2000). De fet, en la cohort PSICOICTUS un 35,6% dels pacients patien
DMT?2, per aix0, tenir models experimentals amb aquest FRV era important per poder investigar
com aquest afecta en l'ictus.

Per aquest estudi, es van incloure dos grups experimentals: ratolins mascles de la soca CD1
punxats intraperitonealment amb SZT durant 5 dies consecutius (grup DMT2) i ratolins mascles
CD1 punxats intraperitonealment amb PBS 1X (grup control). Diariament durant 14 dies (dia de
sacrifici) es van recollir les seglients dades: valors de menjar total consumit (g), aigua total

consumida (mL) i pes perdut (g).
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Una de les complicacions que pot presentar la DMT2 és la deshidratacio ja que quan els nivells de
glucosa en sang sén molt elevats, el cos intenta expulsar la glucosa sobrant incrementant la
secrecié d’orina, de manera que es disminueix de forma drastica la quantitat d’aigua que hi al cos.
Per aquest motiu, les persones diabéetiques han de beure quantitats més elevades d’aigua, per
intentar pal-liar aquest déficit. Com es mostra en la figura 45.A, en aquest estudi, els animals del
grup DMT2 van consumir de mitjana durant 14 dies 316,12 mL (+ 35,07) d’aigua comparat amb els
104,8 mL (£ 2,79) que van consumir el grup control (p=0,0013). Pel que fa al menjar total ingerit
no hi va haver diferéncies estadisticament significatives entre el grup DMT2 (63,09 + 11,06) i el

grup control (59,26 + 1,29).

La insulina és una hormona alliberada pel pancrees com a resposta a la presencia de glucosa en
sang i permet que aquesta entri dins les cél-lules per ser utilitzada com a font d’energia. En la
malaltia de DMT2 les cél-lules no responen a la insulina com ho haurien de fer, creant una
resisténcia. Donat que les cel-lules no poden obtenir I'energia necessaria que necessiten de la
glucosa, el cos comenca a descompondre la grassa i el muscul per utilitzar-la com a energia,
produint una perdua de pes drastica. En la figura 45.B s’observa els grams de pes totals perduts
durant 14 dies, on el grup DMT2 va perdre una mitjana de 7,33 grams (+ 1,52) en comparacié al

grup control que en va perdre 0,5 grams (£ 0,28) (p= 0,0073).

A) B)
Aigua total consumida durant 14 dies Pes total perdut durant 14 dies
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Figura 45. Dades recollides diariament durant 14 dies d’un grup de ratolins controls (n=4) i un grup de
ratolins amb DMT2 (n=6). A) Aigua total consumida i B) Grams perduts de pes. **: p-valor <0,01.
Abreviatures: DMT2: Diabetes Mellitus tipus 2.
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Els nivells de glucosa en sang (glucemia) es van determinar a partir de I'extraccié d’'una gota de
sang submandibul-lar de tots els ratolins i es van obtenir les dades tres cops al dia (09:00h,
13:00h, 17:00h) durant els cinc dies consecutius en que es va dur a terme la puncié d’SZT. Per
cada dia es va fer la mitjana dels tres valors. A patir del dia 6 i fins al dia 14 la glucémia en sang es

va quantificar durant una vegada al dia.

La figura 46.A mostra la mitjana dels tres valors de glucosa en sang obtinguts en mg/dL del dia 1 al
dia 5 (dies d’injeccid d’SZT) comparant el grup d’animals control amb el grup d’animals DMT2. Es
pot observar que els nivells de glucosa en sang dels animals controls es mantenen estables durant
els 5 dies (134,11 mg/dL + 10,6), tot i que tenen nivells lleugerament superiors als normals per
ratolins no diabétics (<120mg/dL). En el grup d’animals DMT2, els nivells de glucosa en sang van
comencar a augmentar lleugerament a partir del segon dia, observant una pujada significativa el
dia 3 d’injeccid d'SZT (p=0,0333). En aquest moment, els ratolins ja presentaven una DMT2
moderada amb valors compresos entre 120-300 mg/dL (236,11 mg/dL + 77,48). A partir del dia 3 i
fins el dia 5 els nivells de glucosa van anar augmentant progressivament fins a obtenir un valor

mitja de 453 mg/dL (+ 200,87) i tenint una DMT2 greu amb valors superiors a 300mg/dL.

Posteriorment, es va fer la mitjana de la glucémia dels 14 dies totals d’experiment (Figura 46.B).
Hi va haver diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups (p<0,0001) amb valors
mitjans de 423,12 mg/dL (£170,93) en el grup de ratolins DMT2 i 136,95 mg/dL (+ 8,78) en el grup

de ratolins control.

Mitjana valors glucémia durant Miti | lucemi
A) els 5 dies de puncié d'SZT B) e ant 14 i
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Figura 46. Nivells de glucosa en sang en un grup de ratolins control (n=4) i un grup de ratolins amb DMT2
(n=6). A) Mitjana dels tres valors diaris de glucosa en sang en mg/dL dels 5 dies de puncié d’SZT; B) Mitjana
dels valors de glucosa en sang en mg/dL dels 14 dies que va durar 'experiment, desde la primera puncid
d’SZT fins el moment de sacrifici. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01; ****: p-valor <0,0001. Abreviatures:
DMT2: Diabetis Mellitus tipus 2; M: mitjana; d: dies; SZT: estreptozotocina.
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Posteriorment, es van utilitzar ratolins mascles de la soca CD1 amb DMT2 induida als qual se’ls hi
va produir un IM. Donat que els animals amb DMT2 establerta per injeccions consecutives d’SZT
es delibitaven, es van fer dos grups experimentals diferents per observar quin tenia una major
supervivenica després de relitzar la cirurgia d’IM. Els dos grups experimentals van ser: ratolins
amb DMT2 als qual se’ls hi realitzava la cirurgia d’IM el dia 2 post-injeccié d’SZT (DMT2 + IMd2)
(n=3) i ratolins amb DMT2 als quals se’ls hi realitzava la cirurgia d’IM el dia 3 post-injeccié d’SZT

(DMT2 + IMd3) (n=3). Els ratolins es van sacrificar a les 48 hores post-IM.

Diariament durant 4 dies consecutius es van recollir les seglients dades: valors de menjar total
consumit (g), aigua total consumida (mL), pes perdut (g) i nivells de glucosa en sang (mg/dL). Les
dades obtingudes en el grup DMT2 + IMd2 i en el grup de DMT2 + IMd3 es van comparar amb un
un grup de ratolins amb DMT2 sense cirurgia i un grup de ratolins control (ratolins de la soca CD1

sense cap FRV ni IM)

En la figura 47.A, es pot observar que hi havia diferencies estadisticament significatives en el
menjar total consumit durant 4 dies entre el grup DMT2 i el grup DMT2 + IMd3 (p=0,0455), sent
aquest segon grup el que va menjar menys de mitjana (6 g + 1,12). Pel que fa a I'aigua total
consumida el grup DMT2 va ser el que va beure més (98,78 mL +13,65), en comparacid al grup
control (p=0,041, 95% IC=-86,17, -1,640), al grup DMT2 + IMd2 (p=0,0015) i al grup DMT2 + IMd3
(p=0,0009) (Figura 47.B). Tot i que els ratolins amb DMT2 induida consumeixen més aigua, en el
cas dels ratolins amb DMT2 i IM (independentment del dia de la cirurgia) en van consumir menys,
segurament degut al grau d’afectacid funcional i neurologica després de I'IM. Per altra banda, tots
els ratolins diabétics van perdre més grams de pes que el grup control, observant la major perdua
de pes en el grup DMT2 + IMd3 (5,0 g + 1,0) (Figura 47.C). Aquest fet ens indica, que al realitzar la
cirurgia tMCAo els animals perdien més pes en comparacid als grups d’animals sense operar i a
més, si aquesta cirurgia es duia a terme el dia 3 post-injeccié d’SZT, en el qual els ratolins ja tenien
nivells de glucosa en sang molt elevats, aquesta perdua de pes era més accentuada. Els nivells de
glucosa en sang es van quantificar 3 vegades al dia (09:00h, 13:00h, 17:00h) durant 4 dies
consecutius des de la primera injeccié d’SZT i es va fer la mitjana de la glucémia en mg/dL. Hi va
haver diferéncies estadisticament significatives entre el grup control i el grup DMT2 (p=0,0381) i
el grup DMT2 + IMd3 (p=0,0134). No hi va haver diferéncies amb el grup DMT2 + IMd2 tot i que
tenia valors més elevats de glucosa en sang (194,14 + 19,12) en comparacié amb el grup control

(128,65 + 2,8). Tampoc hi va haver diferéncies entre els tres grups amb DMT2 (Figura 47.D)
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Figura 47. Dades recollides diariament durant 4 dies consecutius d’un grup de ratolins controls (n=4), un
grup de ratolins amb DMT2 (n=6), un grup de ratolins diabétics amb IM el dia 2 post-injeccié d’SZT (DMT2 +
IMd2, n=3) i un grup de ratolins diabétics amb IM el dia 3 post-injeccié d’SZT (DMT2 + IMd3, n=3). A) Menjar
total consumit en grams, B) aigua total consumida en mL, C) Grams perduts de pes i D) Mitjana dels nivells
de glucosa en sang en mg/dL. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01; ***: p-valor <0,001. Abreviatures: DMT2:
Diabetes Mellitus tipus 2; IM: ictus minor; d: dies.

El percentatge de volum d’infart del grup DMT2 + IMd2 (n=3) es va quantificar a les 48 hores post-
IM. En el grup DMT2 + IMd3 (n=3), dos ratolins van morir a les 24 hores post-cirurgia degut a Ialt
grau de debilitat causat per la DMT2 i la cirurgia i 1 ratoli es va sacrificar a les 48 hores post-

tMCAo (endpoint establert).

El volum d’infart de ratolins amb IM (n=7) es va comparar amb el volum d’infart del grup de
ratolins DMT2 + IMd2 (n=3). En la figura 48.A s’observa que el grup DMT2 + IMd2 tenia una
mitjana de volum d’infart més elevada (2,47 + 1,6) respecte al grup IM (1,74 + 0,94), encara que
aquesta no era significativa. Per altra banda, no es va poder dur a terme la comparacio del grup
IM amb el grup DMT2 + IMd3 perqué només un ratoli va sobreviure fins a 'endpoint establert en
aquest experiment. Aquest animal va tenir un volum d’infart de 13,49%, molt superior als ratolins

sense DMT2.
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Finalment, en la figura 48.B es va comparar el volum d’infart entre el grup d’animals amb IM (n=7)
i el grup d’animals amb DMT2 + IM (indedepentment del dia de la cirurgia, n=4) i s’observava que
els ratolins que presentaven aquest FRV tenien una tendéncia a tenir un percentatge de volum

d’infart més elevat, encara que no hi havia diferencies estadisticament significatives entre els dos

grups.
A) Comparacio6 volum d'infart B) Comparacié volum d'infart
grup IM vs grup DMT2 + IMd2 grup IM vs grup DMT2 + IM
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Figura 48. Comparacié del percentatge del volum d’infart entre un grup de ratolins amb IM i un grup de
ratolins amb DMT2 i IM. A) Comparacié d’un grup de ratolins amb IM (n=7) amb un grup de ratolins
diabétics operats el dia 2 post-injeccié SZT (DMT2 + IMd2, n=3) i B) Comparacié d’un grup d’animals amb IM
(n=7) amb un grup d’animals diabétics amb IM, independentment del dia de la cirurgia (DMT2 + IM, n=4). *:
p-valor <0,05; ****: p-valor<0,0001. Abreviatures: n.s: no significant; IM: ictus minor; DMT2: diabetes
mellitus tipus 2; d: dia.

Les dades del perfil neurologic dels ratolins del grup DMT2 + IM es van recollir en el temps basal
(abans de la cirurgia), 6 hores, 24 hores i 48 hores post-tMCAo i es van comparar amb un grup de
ratolins amb IM. Les proves administrades van ser: I'escala mNSS, el Neuroscore, el Coat Hanger

Test (prova de la perxa) i el Ladder Task (n2 crossings, percentatge activitat i Ratio Ladder Task).

Les puntuacions del test mNSS i el Neuroscore es van graficar de manera conjunta i encara que no
hi van haver diferéncies entre els dos grups es va observar una tendéncia a tenir puntuacions més
altes i per tant una pitjor funcié neurologica a les 6 hores post-IM en el grup de ratolins DMT2 +
IM (1,67 = 1,5) en comparacio al grup IM (0,75 + 0,96). En la resta de tests neurologics no hi va

haver diferéncies rellevants en cap temps d’avaluacié entre els dos grups.
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L'objectiu d’aquest estudi era determinar quin dia post-injeccido d’SZT (dia 2 o dia 3) s’havia
d’aplicar la cirurgia d'IM en ratolins diabétics, ja que aquests es debilitaven molt. Tenint en
compte totes les dades presentades préviament es va escollir que el dia més adequat per realitzar
la tMCAo en un ratoli diabétic era el dia 2 post-injeccié d’SZT (grup DMT2 + IMd2), ja que

augmentava molt la supervivencia.

4.2.2.2 La hipertensid arterial com a factor de risc vascular en un model d’ictus isquémic

establert

Un model experimental amb ratolins hipertensos als qual se’ls hi va produir una oclusié de 'ACM
de 60 minuts sacrificat als 7 dies post-cirurgia es va dur a terme per tal d’obtenir informacié
rellevant de les complicacions de l'ictus en ratolins amb aquest FRV. Els grups experimentals
inclosos en aquest estudi van ser: ratolins hipertensos amb una cirurgia tMACo de 60 minuts
(grup HTA ICTUS, n=6); ratolins hipertensos SHAM, sotmesos al procediment quirdrgic pero sense
oclusié de 'ACM (grup HTA SHAM, n=6); ratolins sense hipertensio i amb cirurgia tMCAo de 60

minuts (Grup ICTUS, n=6) i ratolins hipertensos sense cap procediment quirargic (Grup HTA, n=6).

Diariament durant 14 dies consecutius es van recollir les seglients dades: valors de menjar total
consumit (g), aigua total consumida (mL) i pes total perdut (g). No hi va haver diferencies
estadisticament significatives entre el menjar i I'aigua total consumida durant els 14 dies que va
durar I'experiment entre cap dels grups. En fer la comparacié de la pérdua de pes total, com es
mostra en la figura 49.A, si que hi va haver diferéncies estadisticament significatives entre el grup
HTA ICTUS i el grup HTA SHAM (p=0,0054) amb una perdua de pes més elevada en el grup HTA
ICTUS (2,20 + 0,58).

Els ratolins van ser sacrificats el seteé dia post-cirurgia (14¢ dia d’experiment) per poder quantificar
el volum d’infart i poder-lo comparar entre els 4 grups experimentals (Figura 49.B). El grup amb
un percentatge de volum d’infart més elevat va ser el grup ICTUS (1,57 + 0,2) en comparacio al
grup HTA ICTUS (0,44% + 0,32; p=0,0135), al grup HTA SHAM (0,06% + 0,06; p=0,0013) i al grup
HTA (0%; p=0,0127).
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Figura 49. A) Pes total perdut durant 14 dies d’un grup de ratolins hipertensos (HTA, n=6), un grup de
ratolins hipertensos SHAM (HTA + SHAM, n=6) i un grup de ratolins hipertensos amb ictus isquéemic
establert (HTA + ICTUS, n=6). B) Comparacié percentatge volum d’infart entre el grup HTA (n=2), el grup
HTA SHAM (n=6), el grup HTA ICTUS (n= 6) i el grup ICTUS (n=5). *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01.
Abreviatures: HTA: hipertensio arterial; n.s: no significant

El perfil neurolodgic es va avaluar mitjancant els tests mNSS, Neuroscore, Coat Hanger Test i
Ladder Task en el moment basal (abans de la cirurgia), 24 hores, 48 hores, 72 hores, 4 dies, 5 dies
i 7 dies post-cirurgia (moment de sacrifici). No es van observar diferéncies rellevants en el grau

d’afectacié neurologica i funcional entre els quatre grups experimentals en cap dels test.

Al no observar un augment en el volum d’infart ni una afectacié neurologica i funcional més greu
en el grup HTA ICTUS en comparacio al grup ICTUS, ja no es va dur a terme el mateix experiment
en ratolins hipertensos perdo amb una cirurgia d’'IM en comptes de 60 minuts d’oclusié de '’ACM,

ja que en aquest model el temps d’oclusié de ’ACM és menor.

4.2.2.3 La hipertensid arterial i la diabetis mellitus tipus 2 en un model muri d’ictus minor

Per fer el model experimental objecte d’aquesta tesi es van utlitzar ratolins mascles diabetics i
hipertensos als quals se’ls hi va produir una cirurgia d’IM definida com una oclusié transitoria de
I’ACM de 2 minuts i una reperfusié de 5 minuts (repetit 5 vegades) sacrificat a les 48 hores post-

cirurgia.
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Diariament durant 21 dies consecutius es van recollir les seglients dades: valors de menjar total
consumit (g), aigua total consumida (mL), pes total perdut (g) i nivells de glucosa en sang (mg/dL).
Les dades obtingudes es van comparar entre el grup control, el grup HTA DMT2, el grup HTA

DMT2 SHAM i el grup HTA DMT2 ICTUS.

Després de fer I'analisi de les dades es va observar que no hi havia diferencies entre els 4 grups
experimentals en el menjar total consumit i en el total de pes perdut en grams durant 21 dies. Pel
qgue fa a l'aigua total consumida, al contrari del que s’esperava tenint en compte els resultats
previs en els quals els ratolins diabétics consumien més aigua, en aquest experiment va ser el
grup control el que en va consumir més (104,8 mL + 2,79) seguit del grup HTA DMT2 SHAM (86
mL) (Figura 50.A). També cal destacar, que els ratolins diabétics amb la cirurgia d’'IM consumien
menys aigua degut a una major afectacié funcional, tal i com s’havia observat en I'experiment de

DMT2 IM, explicat anteriorment.

Els nivells de glucosa en sang es van quantificar una vegada al dia (a les 09:00h, aproximadament)
durant els 4 dies consecutius que es va fer la injeccid d’SZT i es va fer la mitjana en mg/dL de tots
els ratolins en cada grup experimental. Hi va haver diferéncies estadisticament significatives entre
el grup control i el grup HTA DMT2 (p=0,0002), el grup HTA DMT2 SHAM (p<0,0001) i el grup HTA
DMT2 IM (p<0,0001). No hi va haver diferéncies en els valors de la glucémia entre els tres grups

amb DMT2 (Figura 50.B).

El percentatge de volum d’infart del grup HTA DMT2 IM (n=7) es va quantificar després de fer la
cirurgia el dia 2 post-injeccié d’SZT i ser sacrificat a les 48 hores post-tMCAo (1,44% + 1,14). El
volum d’infart d’aquest grup de ratolins es va comparar amb un grup de ratolins només amb
DMT2 i IM (grup DMT2 IM, n=6) i un grup de ratolins només amb IM (Grup IM, n=7) per veure
com afectaven els FRV en el volum de la isquémia cerebral. Com es pot observar en la figura 50.C
no hi havia diferéncies estadisticament significatives entre els tres grups, tot i que el grup DMT2

IM tenia volums d’infart més elevats (3,99 % + 2).

I 172



4. Resultats

A) B) Mitjana valors glucémia
igua total consumida duran ies uran ies d'injeccio d'
Aigua total dad t21d d t 4 dies d'inj d'SZT
150 - kK 300- dededede
*
—_ *kkk _ kkkk hkkk
- *k%
é 100 _— 5. . S -
= 200+ —_
E O
S k|
- o
g — —— £
> 100
<
0- T T 04
CONTROL :J,I‘?z DHnRz DHPI$2 CONTROL HTA HTA HTA
DMT2 DMT2 DMT2
SHAM Im SHAM M
C) Comparaci6 volum infart grup
IM, DMT2 IM i HTA DMT2 IM
8
n.s
t 64
& |
£
£ 44
2
o
=
32 24
04
IM DMT2 HTA
IM DMT2

IM

Figura 50. Dades recollides diariament durant 21 dies d’un grup de ratolins control (n=5), un grup de
ratolins hipertensos i diabétics (HTA DMT2, n=5), un grup de ratolins hipertensos i diabétics SHAM (HTA
DMT2 SHAM, n=5) i un grup de ratolins hipertensos i diabétics amb IM el dia 2 post-injeccié d’SZT (HTA
DMT2 IM, n=13). A) Aigua total consumida durant 21 dies B) Mitjana dels nivells de glucosa en sang en
mg/dL durant els 4 dies d’injeccié d’SZT. C) Comparacio del volum d’infart entre el grup IM (n=7), el grup
DMT2 IM (n=6) i el grup HTA DMT2 IM (n=7). *: p-valor <0,05; ***: p-valor <0,001; ****: p-valor <0,0001.
Abreviatures: HTA: hipertensio arterial; DMT2: Diabetes Mellitus tipus 2; IM: ictus minor; n.s: no significant;
SZT: estreptozotocina.

El perfil neurologic es va determinar mitjancant I'administracié de les proves neurologiques
mNSS, Neuroscore, Coat Hanger Test i Ladder Task en els temps d’avaluacid seglients: moment
basal (abans de la cirurgia), 6 hores, 24 hores i 48 hores post-IM, en aquells grups experimentals
als quals es va fer la cirurgia tMCAo. Posteriorment, es van comparar les puntuacions obtingudes
en els tests entre el grup d’animals amb IM (n=7), el grup d’animals amb DMT2 IM (n=4) i el grup

d’animals HTA DMT2 IM (n=7).

Les puntuacions del mNSS i el Neuroscore es van graficar de manera conjunta i es van observar
diferéncies estadisticament significatives a les 6 hores post-cirurgia entre els tres grups. El grup
DMT2 IM va tenir puntuacions més elevades (1,66 * 1,5) i per tant una major afectaci
neurologica i funcional, en comparacio al grup IM (0,66 + 0,9; p=0,014) i al grup HTA DMT2 IM (0,7
+ 1; p=0,0295) (Figura 51.A).
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En la figura 51.B es pot observar que en el Coat Hanger Test hi va haver diferéncies a les 48 hores

post-cirurgia, entre el grup IM i el grup DMT2 IM (p=0,003) i entre el grup IM i el grup HTA DMT2

IM (p=0,0005), amb puntuacions molt més elevades en el grup sense cap FRV (2,91 + 2).
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Figura 51. Comparacio del perfil neurologic d’'un grup de ratolins amb ictus minor (IM, n=7), un grup de
ratolins diabéetics amb ictus minor (DMT2 IM, n=6) i un grup de ratolins hipertensos i diabéetics amb ictus
minor (HTA DMT2 IM, n=13). Dades recollides en el moment basal (abans de la cirurgia), les 6 hores, 24
hores i 48 hores. A) Puntuacio directa mNSS i Neuroscore, B) Puntuacio directa Coat Hanger Test, C) Numero
total de crossings en el Ladder Task, D) Percentatge de I'activitat en el Ladder Task i E) Puntuacidé Ratio
Ladder Task. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01; ***: p-valor <0,001. Abreviatures: mNSS: Modified
Neurological Severity Score; IM: ictus minor; DMT2: diabetis mellitus tipus 2; HTA: hipertensié arterial; n.s:

no significant; h: hores.
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En la figura 51.C, D i E es mostra els resultats del Ladder Task on només s’observaven diferencies
en el numero total de crossings a les 24 hores post-cirurgia entre el grup IM i el grup DMT2 IM
(p=0,0256) i entre el grup IM i el grup HTA DMT2 IM (p=0,009). En el percentatge de I'activitat i la
Ratio Ladder Task no hi van haver diferéncies entre els 3 grups d’estudi i a més s’observa que
presentaven el mateix patré d’afectacid més pronunciada a les 6 hores post-IM i una recuperacié

a partir de les 24 i 48 hores post-cirurgia.
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5. Discussio

Aguesta tesi doctoral s’ha centrat en avaluar i definir les variables predictores de les alteracions
afectives, concretament la depressio i I'apatia, i les alteracions cognitives després de patir un IM.
L’avaluacié s’ha dut a terme mitjancant la identificacié de les variables cliniques, la descripcié del
perfil neuropsicologic, la signatura radiologica i la recerca de biomarcadors circulants de
pronostic. A més, s’ha fet un abordatge translacional, generant i caracteritzant un model animal

preclinic d’IM per primera vegada.

La discussié dels resultats es realitzara en les seglients parts: 1. Predictors de les alteracions
afectives després d’'un IM, 2. Predictors de les alteracions cognitives després d’un IM i 3.

Caracteritzacié d’un model animal diabétic-hipertens amb IM.

5.1 Predictors de les alteracions afectives després d’un ictus minor

L’estat d’anim, juntament amb I'estat cognitiu és un factor clau que influeix en la recuperacié del
pacient després d’un ictus (Pohjasvaara et al., 2001). Encara que la depressié és una important
seqliela de l'ictus, hi ha incertesa respecte la seva incidéncia, rellevancia i correlacié amb la
localitzacié de la lesié en I'IM. En I'estudi PSICOICTUS, un 26,3% dels pacients van presentar
aquest trastorn afectiu en el moment del cribratge basal (3-5 dies post-IM), ja fos de manera
aillada (8,5%), presentant depressid i a més, un altre trastorn afectiu com I'apatia (6,8%) o
presentant depressié i alteracions cognitives alhora (11%). La depressié es pot valorar segons
diversos criteris ja sigui utilitzant la classificacié6 del DSM-V o utilitzant una escala de valoracio
psiquiatrica com pot ser el MADRS, entre d’altres. En el nostre estudi es va aplicar aquesta ultima
escala ja que permet realitzar una monitoritzacié simptomatica, avalua la gravetat de la depressié

i la resposta al tractament i, a més, esta validada a I'espanyol des de 2002 (Lobo et al., 2002).

Per altra banda, I'apatia és una condicié psicologica que no ha plantejat gaire interés als
investigadors en comparacid a altres alteracions que apareixen després d’un ictus, com el
deteriorament cognitiu i la depressid, malgrat la seva alta incidéncia. A més, també afecta
negativament al procés de recuperacio funcional i de readaptacié social i familiar del pacient (van
Dalen et al., 2013). Aquest fet pot ser degut a que no hi ha suficients instruments adequats per a
la seva valoracid i, a part, que en ocasions apareix com un simptoma de la depressid o el
deteriorament cognitiu, i no com una entitat clinica independent (Jorge et al., 2010). De fet, en
I’estudi PSICOICTUS només es van identificar 2 pacients (1,7%) que tinguessin apatia aillada en el

cribratge basal, 8 pacients (6,8%) presentaven apatia i depressié alhora i 4 pacients (3,4%)
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presentaven apatia i alteracions cognitives. Per fer el diagnostic de I'apatia en aquest estudi es va
utilitzar I’AES-C que avalua i quantifica la seva dimensio afectiva, conductual i cognitiva (Marin RS,
1996) i que pot estar complementada per un familiar o un cuidador, presentant una bona fiabilitat
(Diana E. Clarke et al., 2011). A més, va ser validada en pacients amb demeéncia, ictus i depressié

major (Marin RS et al., 1991).

Per altra banda, també s’ha observat una relacié entre |'apatia i la depressid, de manera que els
pacients amb API presenten depressié amb major freqliéncia i gravetat que els subjectes que no
la tenen (Van Dalen et al., 2013). Tot i aixi, 'apatia pot ser un simptoma de depressié i moltes
escales que avaluen la depressié també contenen items que valoren I'apatia. Per aguest motiu, en
la present tesi els pacients amb depressié aillada, apatia aillada i depressié i apatia es van tractar

de manera conjunta dins del grup IM amb alteracions afectives.

En I'estudi PSICOICTUS 17 pacients (14,4%) presentaven al mateix temps alteracions afectives
(depressid i/o apatia) i cognitives en el moment basal, tot i aixi, no es va observar una correlacid
significativa entre puntuacions baixes en I'escala de MoCA i el risc de patir alteracions afectives
després d’un IM. En estudis anteriors es va observar que un dels factors de risc de presentar
alteracions afectives post-ictus és presentar deteriorament cognitiu, és a dir, menors puntuacions
en l'escala de cribratge cognitiu MoCA, on hi ha una correlacié positiva entre la preséncia
d’alteracions afectives i la gravetat d’aquest deteriorament, sobretot de les funcions executives
(Van Reekum, 2005). No obstant, aquests resultats podrien estar esbiaixats perqué els subjectes
gue presenten depressié i/o apatia mostren una falta d’interés i s’esforcen menys a I'hora de
realitzar els tests cognitius, de manera que obtenen puntuacions més baixes (Dean AC. et al.,
2009). Per contra, en un altre estudi, es va observar que al voltant del 50% dels pacients amb
problemes cognitius no desenvolupen alteracions afectives, de manera que la presencia de
deteriorament cognitiu no és suficient per 'aparicio de I'apatia i/o depressié (Starkstein SE et al.,

2005), com corroboren els nostres resultats.

En fer el seguiment longitudinal a I'any post-IM de la depressid es va observar que hi havia una
tendeéencia a la millora tant en el grup IM amb alteracions afectives com en el grup IM amb
alteracions afectives i cognitives. Cal destacar que només dos pacients que patien depressié al
moment basal perd no als 12 mesos post-IM van rebre tractament psicofarmacologic. Com
afirmen Towfighi i col-laboradors, estudis longitudinals de DPI han descrit una evolucié natural
dinamica amb recuperacions al llarg del temps, pero encara hi ha poca informacié de si el curs de
la DPI és diferent del curs de la depressio sense historia d’ictus (Towfighi et al., 2017). Pel que fa a
I’evolucié de I'apatia es va mantenir estable en el grup amb alteracions afectives i va tendir a

presentar una millora, encara que no significativa, en el grup amb alteracions afectives i
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cognitives. Aix0 pot ser degut possiblement a les dificultats per diagnosticar i tractar eficagment
I’apatia. Per altra part, hi va haver una millora del rendiment cognitiu al grup IM i alteracions
afectives i cognitives explicada segurament a la disminucié de la DPI i APl en aquests pacients

(Terroni et al., 2012).

La qualitat de vida relacionada amb la salut actualment és clau en I'avaluacié d’assaigs clinics per
a l'ictus (Mahesh P.K.B et al., 2018). La primera escala desenvolupada i validada a I'espanyol per
avaluar la qualitat de vida en supervivents d’ictus va ser la ECVI-38 (Fernandez Concepcion et al.,
2008). Els subjectes amb alteracions afectives van obtenir puntuacions més elevades en I'escala
d’ECVI-38, el que indicava que aquests pacients van tenir una pitjor percepcio de la qualitat de
vida. Una puntuacid elevada en I'item 4 (emocions) en el moment basal i una puntuacié elevada
en I'item 4 i I'item 5 (sentiments) als 12 mesos post-IM van presentar diferencies significatives en
I'analisi univariada entre el grup IM amb alteracions afectives i la resta de grups. Pocs estudis han
identificat factors associats amb la qualitat de vida en supervivents d’ictus en la fase aguda
(Carod-Artal, 2012), tot i aixi, un estudi dut a terme per Carod-Artal, I’'any 2005, va definir la
depressié com un factor predictor d’'una pitjor qualitat de vida i recuperacié funcional després

d’un ictus (Carod-Artal et al., 2005).

En I'analisi univariada hi va haver diferéncies estadisticament significatives en la variable edat
entre els diferents grups experimentals, sent els pacients més joves (63,5 + 12,2 anys) els que
presentaven més alteracions afectives. No obstant, no va apareixer com a factor predictor de les
alteracions afectives després d’un IM. En treballs previs es va observar un major risc de DPI i API
en pacients d’edat avancada (Ayerbe et al., 2011; Esparrago Llorca et al., 2015; Chao Feng et al.,
2014; Fernandez C. et al., 2012 ; Vojtikiv-Samoilovska & Arsovska, 2018), resultats contraris als
obtinguts per nosaltres, degut, possiblement, a qué en la cohort PSICOICTUS els pacients més
joves encara estaven en edat laboral, i al patir I'ictus la majoria desenvolupaven una incapacitat
qgue no els permetia fer la seva funcié professional. De fet, la incapacitat laboral és un factor
predictor de depressid a I'any post-ictus (Carod Artal et al., 2002). Per altra banda, pel que fa al
sexe, es va trobar una major proporcié de dones en el grup de pacients amb alteracions afectives
després de patir un IM i el sexe femeni va esdevenir com a factor predictor de patir alteracions
afectives en I’analisi multivariada. Wade i col-laboradors van ser un dels primers autors en
observar la relacié entre el sexe femeni i la DPI, entre altres factors com la perdua de la
independéncia funcional, viure sol i tenir una baixa freqiiéncia d’activitats socials (D.T Wade, J.
Legh-Smith, 1987). Un metanalisi dut a terme I’any 2017 també va concloure que el sexe femeni
era una factor de risc significatiu de DPI en la fase aguda i subaguda (< 3 mesos), tal i com havien

recolzat investigacions prévies (Y. Shi et al., 2017). Alguns estudis consideren que els canvis
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hormonals potser tenen un paper important en I'aparicié de DPI degut al seu impacte en I'estat

d’anim de les dones (Katona & Livingston, 2000).

En I'analisi univariada els antecedents psiquiatrics previs (ansietat i depressié, diagnosticats
préviament a l’ictus) i haver pres tractament psicofarmacologic van mostrar diferencies
significatives entre els diferents grups i, concretament, la historia de sindrome depressiva abans
de l'ictus es va mostrar com a factor predictor d’alteracions afectives en I'analisi multivariada.
Aquesta relacié esta recolzada per la literatura com mostren algunes revisions sistematiques
(Carod Artal, 2006; De Ryck et al., 2014), en les quals es demostra que en diversos estudis els

antecedents de depressid o trastorn mental sén factors de risc de la DPI.

En I'analisi univariada i multivariada cap variable radiologica va mostrar diferéncies
estadisticament significatives entre el grup IM amb alteracions afectives i la resta de grups. Hi ha
dades controvertides sobre les troballes en la neuroimatge i la relaci6 amb les alteracions
afectives després d’un ictus. Un percentatge de volum de la lesié isquémica més elevat i focus
d’isquémia cerebral multiples son factors predictors de freqiiéncies més altes de DPI en pacients
gue pateixen un ictus isquémic (W. N. Zhang et al., 2013), fet que suggereix que una major perdua
de teixit neural pot ser un factor de risc per la DPI. A més, estudis recents també han relacionat un
major risc de DPI per un efecte acumulatiu d’'una malaltia de petit vas o infarts llacunars i també
per una alteracié de la substancia blanca com la leucaraiosis (Liang et al., 2018; Y. Shi et al., 2017;
X. Zhang et al., 2017). Tradicionalment, també s’havia observat que existia una relacio entre la
localitzacié de I'ictus isquémic en zones frontals/anteriors o lesions en els ganglis basals, amb una
major taxa de DPl en comparacid amb els ictus en altres arees dels cervell i amb lesions
especifiques de I’hemisferi esquerra (Robinson & Jorge, 2016). Tot i aixi, altres estudis conclouen
que la simptomatologia afectiva pot ser reactiva a factors externs, i no secundaria a una lesié
topografica concreta (Altieri et al., 2012), com s’ha pogut observar en els resultats de la present

tesi.

Actualment, la investigacié de biomarcadors circulants en sang com sén els metabolits i els lipids
és una branca important de la ciéncia ja que la seva expressié es pot veure alterada quan es
produeixen diferents condicions fisiopatologiques com pot ser un ictus (Mauri Capdevila et al.,
2013). El cribratge dels perfils d’expressié d’aquestes biomolécules amb la finalitat d’identificar
biomarcadors relacionats amb les alteracions afectives després d’un ictus és molt rellevant per
poder millorar el diagnostic, el pronostic i la monitoritzacié de I'evolucié clinica d’aquests
pacients. Concretament, la recerca de metabolits mitjangant I’analisi de metabolomica/lipidomica
no dirigida permet mesurar simultaniament la majoria de metabolits i lipids possibles presents en

el metaboloma huma sense la necessitat de tenir una hipotesi preestablerta. Aquesta técnica ens
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permet fer una quantificacid aproximada de la preséncia del metabolit i és Util en la comparacié
entre diferents individus o grups experimentals perqué cada un pot tenir una signatura
metabolica /lipidica especifica. Malauradament, fins al dia d’avui no s’ha trobat cap biomarcador
ideal que diferencii els pacients amb IM sense alteracions i els pacients amb IM i alteracions

afectives.

En el present estudi, després de fer I'analisi de descobriment i validacié de biomarcadors
circulants mitjancant I'analisi de metabolomica i lipidomica no dirigida a partir de mostres de
plasma dels pacients, els metabolits Isoleucyl-isoleucine, N-decanoylglycine, DG (36:7) i PC (38:4)
es van relacionar amb presentar alteracions afectives després d’un IM. Concretament, la
expressio dels tres primers estava disminuida respecte al grup IM sense alteracions i la expressié
de l'Gltim es trobava augmentada. Després de fer una recerca d’informacié, sota el nostre
coneixement no hi ha estudis previs que relacionin aquestes 4 metabolits amb I'ictus isquemic o

amb patir alteracions afectives com la depressid i I’apatia després de I'ictus.

L'Isoleucyl-isoleucine és un dipéptid compost per dos residus d’isoleucina i és el producte de la
degradacié incompleta de la digestié o catabolisme de les proteines. Es sap que alguns dipéeptids
tenen efectes fisiologics o de senyalitzacié cel-lular, tot i que la majoria son intermediaris de vies
especifiques de degradacidé d’aminoacids. Aquest dipéptid encara no s’havia identificat en teixits o
biofluids humans tot i que hi ha diferents estudis que han detectat concentracions anormals
d’aquest metabolit en adults d’ambdds sexes, en femta de pacients amb cancer colorectal (Brown
et al,, 2016; Goedert et al., 2014; Sinha et al., 2016). El cancer colorectal és un dels cancers més
comuns tant en homes com en dones a nivell mundial (Bray et al., 2018) i els seus supervivents
poder desenvolupar diferents problemes psicoafectius. En una revisié sistematica de I'lany 2013,
es va indicar que la prevalenca de depressio en aquest tipus de pacients podia oscil-lar entre el 13
i el 57% (Walker et al., 2013). Aix0 ens podria indicar, que aquest metabolit podria estar implicat
en la depressid, independent de la patologia subjacent per la qual el pacient presenta aquesta

alteracio afectiva.

Per altra banda, la N-Decanoylglycina és una acilglicina que és un metabolit dels acids grassos.
Poden apareixer nivells elevats de certes acilglicines en orina i sang de pacients amb trastorns de
I’oxidacio dels acids grassos i aquest metabolit en concret es va relacionar amb la deficiéncia de
I’AcilCoA deshidrogenasa de cadena molt llarga (VLCAD) (Gregersen, 1983). La VLCAD és un
trastorn congenit d’heréncia autosomica recessiva que no permet la degradacié dels acids grassos
de cadena molt llarga el que provocara el desencadenament de crisis metaboliques causades per
hipoglucemies i acumulacié de substancies toxiques en sang. Fins al moment, aquesta malaltia no

ha estat relacionada amb desordres afectius.
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El metabolit DG (36:7) és un diacilglicerid format per dues cadenes d’acids grassos unides a una
molécula de glicerol. Aquest metabolit ha estat detectat en sang en condicions normals en adults
d’ambdds sexes, pero fins al moment no hi ha cap estudi que I’hagi relacionat amb cap malaltia.
Els nostres resultats van demostrar que aquest metabolit es troba en concentracions més baixes

en els pacients amb alteracions afectives post-IM en comparacié als pacients sense alteracions.

Finalment, la PC (38-4) és una fosfatidilcolina que és un tipus de fosfolipid present en la bicapa
lipidica de les cel-lules i intervé en diferents vies metaboliques i de senyalitzacié. Un estudi
realitzat per Zordoky i els seus col-laboradors I'any 2015, va relacionar nivells baixos en sang
d’aquest tipus de fosfatidilcolina amb una insuficiéencia cardiaca amb la fraccid d’ejeccié
preservada en persones adultes d’ambdds sexes (Zordoky et al., 2015). En un altre estudi, dut a
terme en nens i nenes d’1 a 13 anys es va observar que la preséncia d’aquesta biomolécula en
sang en majors o menors concentracions determinava la perdua de pes durant la intervencié de
I'estil de vida en nens i nenes obesos/ses (Wahl S. et al., 2013). En un altre projecte, es va obtenir
un perfil metabolic concret per a la prediccid d’'un defecte cardiac congénit fetal en dones
embarassades durant el primer trimestre, en el qual la PC (38:4) es trobava en baixes
concentracions (Bahado-Singh et al., 2014). En un estudi dut a terme I'any 2013 es van relacionar
les concentracions plasmatiques de fosfatidilcolines i esfingomielines amb la depressié i I'ansietat
en un analisi de lipidomica en el qual es va analitzar I'expressié de més de 148 lipids diferents
d’aquesta familia. Sota el nostre coneixement no hi ha cap investigacié que hagi relacionat
aquesta fosfatidilcolina en concret amb I'ictus isquémic o la depressid, fet que fa que les nostres

troballes siguin de gran interés.

En el nostre estudi, encara que es van tornar a identificar aquests 4 metabolits en la cohort de
validacié, la N-Decanoylglycina no va mostrar diferéncies significatives en la seva expressio
diferencial entre el grup IM sense alteracions i el grup IM amb alteracions afectives en aquesta

cohort, de manera que es va descartar a I’hora de fer els models predictius.

Finalment, a mode de resum, en les figures 52, 53, 54 i 55 es mostren els principals factors de risc
gue van esdevenir predictors d’alteracié afectiva després d’'un IM en aquesta tesi (sexe femeni,
antecedents de sindrome depressiva previa a lictus i les concentracions dels metabolits
expressats diferencialment) i el percentatge de pacients que complien aquell factor de risc segons

el grup experimental.
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Dels 3 metabolits expressats diferencialment, I'lsoleucyl-isoleucine va ser el metabolit que tenia
una millor capacitat discriminativa entre els pacients amb IM i alteracions afectives i els pacients
amb IM sense alteracions tenint en compte I’AUC i utilitzant un punt de tall inferior a 0,9
(Sensibilitat: 0,526 i especificitat: 0,136). En la figura 52 es mostra el percentatge de pacients de la
cohort PSICOICTUS que complien els factors de risc que van esdevenir predictors (sexe femeni i
antecedents de sindrome depressiva) conjuntament amb les concentracions d’aquest metabolit.
Es pot observar que un 39,1% dels pacients que tenien concentracions inferiors a 0,9 pertanyien
al grup IM amb alteracions afectives, pero si s’analitzava els pacients que a més eren dones i

havien patit depressio préviament a I'ictus aquest percentatge augmentava fins al 66,7%.

100% Predictors alteracions afectives: Isoleucyl-isoleucine
90%
80%
70% 66,7%
60%

50%

39,1% 41,7% 39,1%

% pacients afectats

40%
33,3%

30%

20%

10%
N 4,3%

0,0%
0%
I-1 <0,90 Sexe femeni + I-1 <0,9 Antec Sd depressiva + I-1 <0,9  Sexe femeni + Antec Sd depressiva
+1-1<0,9
W IM alteracié cognitiva W |M alteracié afectiva IM alteracié afectiva/cognitiva

Figura 52. Predictors de les alteracions afectives després d’un IM segons la concentracié del metabolit
Isoleucyl-isoleucine. Abreviatures: I-I: Isoleucyl-isoleucine; Antec: antecedents; Sd: sindrome

Posteriorment, es va dur a terme el mateix procediment amb el DG (36:7), amb un punt de tall
amb concentracions superiors a 1,1 (Sensibilitat: 0,632 i especificitat: 0,485). En aquest cas,
també un 39,1% dels pacients pertanyien al grup IM amb alteracions afectives. Si a part de la
concentracié del metabolit, s'observava els pacients que tenien antecedents de sindrome
depressiva prévia a l'ictus aquest percentatge augmentava fins al 55,6% i, si a més, s’incloien els
pacients del sexe femeni el percentatge arribava fins al 75% (Figura 53). Tot i aixi, aquest

biomarcador no va esdevenir com a factor predictor en el model multivariat.
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Predictors alteracions afectives: DG (36:7)
75,0%
55,6%
42,9%
25,0%
21,4% 22,2%
0,0% 0,0%
DG (36:7) >1,10 Sexe femeni + DG(36:7) >1,10  Antec. Sd depressiva + DG(36:7) Sexe femeni + antec Sd depressiva
>1,10 +DG(36:7)>1,10
W M alteracié cognitiva W IM alteraci6 afectiva IM alteracid afectiva/cognitiva

Predictors de les alteracions afectives després d’un IM segons la concentracié del metabolit DG

(36:7). Abreviatures: Antec: antecedents; Sd: sindrome

Amb el lipid PC (38:4) es va utilitzar com a punt de tall una concentracié superior a 1,19

(Sensibilitat: 0,474 i especificitat: 0,864). En aquest cas, quan es va ajuntar aquest criteri amb

tenir antecedents de sindrome depressiva, es va obtenir el percentatge més elevat de pacients

(66,7%) (Figura 54).
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Figura 54.

Predictors alteracions afectives: PC-P (38:4)
66,7%
60,0%
50,0%
25,0%
0,0% 0,0% 0,0%
PC-P (38:4) >1,19 Sexe femeni + PC-P(38:4) >1,19  Antec Sd depressiva + PC-P(38:4) Sexe femeni + antec Sd depressiva
>1,19 + PC-P (38:4) >1,19
W |IM alteracio cognitiva W IM alteracio afectiva IM alteracié afectiva/cognitiva

Predictors de les alteracions afectives després d’un IM segons la concentracio del lipid PC (38:4).

Abreviatures: Antec: antecedents; Sd: sindrome.
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Finalment, es va fer una analisi tenint en compte els 3 metabolits alhora en un panell de
biomarcadors, obtenint una AUC superior que analitzant els metabolits per separat, amb una AUC
de 0,753 (IC 95% 0,61-0,90). A més, es va observar que un 100% dels pacients que pertanyien al
grup IM amb alteracié afectiva complien els criteris de concentracié dels 3 metabolits alhora
(Figura 55). En aquesta figura també es mostra el percentatge dels pacients que patien alteracions
afectives després d’un IM i eren dones i/o havien patit una sindrome depressiva prévia, sense
tenir en compte els metabolits i es pot observar que el percentatge era inferior, demostrant aixi
que la inclusid dels metabolits al model augmenta la capacitat predictiva de les alteracions

afectives després d’un IM.

Predictors alteracions afectives després d’un IM
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4}
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o 50,0% ’
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g 0% 33,0%
= 32,0% el

30% 27,0% 27,0%

20% 18,2%

11,8%
10% 5,9%
0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
0%
Sexe femeni Antec Sd depressiva Sexe femeni + Antec Sd  1-1<0,90 + DG(36:7)>1,1 1-1<0,9 + DG(36:7)>1,1 + PC-
depressiva P (38:4)>1,19
M |M alteracio cognitiva W IM alteracio afectiva IM alteracié afectiva/cognitiva

Figura 55. Predictors de les alteracions afectives després de patir un IM. Abreviatures: Sd: sindrome; Antec:
antecedents; I-I: Isoleucyl-isoleucine

Encara queda molta feina per entendre millor les raons de perqué després d’un ictus es pot
desenvolupar depressio i/o apatia, tot i que les troballes descrites en aquesta tesi mostren una
evidencia cientifica sobre els factors predictius de risc per desenvolupar alteracions afectives, sent
els més importants el sexe femeni, els antecedents de sindrome depressiva prévia a l'ictus,
concentracions inferiors a 0,9 en plasma del metabolit Isoleucyl-Isoleucine i concentracions
superiors a 1,19 en plasma de la PC (38:4). Per tant, els resultats d’aquesta tesi han posat de
manifest la presencia de factors predictors per a la deteccié d’aquestes alteracions de manera
precoc i poder fer un tractament personalitzat per a cada pacient per tal de millorar el seu

pronostic.
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5.2 Predictors de les alteracions cognitives després d’un ictus minor

Després d'un ictus els pacients poden desenvolupar deteriorament cognitiu afectant
negativament en la seva recuperacio funcional i augmentant el risc de mortalitat (S Melkas. et al.,
2009). Aquesta afeccid ha estat ampliament estudiada en pacients que han patit un ictus isquémic
pero hi ha menys estudis que s’hagin centrat concretament en I'estudi del deteriorament cognitiu
després d’un IM. En una revisié sistematica de I’'any 2016 en la qual es van incloure estudis que
van utilitzar bateries neuropsicologiques per I'avaluacié de la cognicié i no només proves de
cribratge es va senyalar que hi havia entre un 29 i 68% dels pacients que patien DCL després d’un
IM o AIT (Van Rooij et al.,, 2016). A més, en estudis previs es va observar que un 55% dels
subjectes tenien alteracions en almenys un domini cognitiu (Madureira et al., 2001), un 51 %
tenien sindromes frontals (Hoffmann M. et al., 2009) i entre un 18 i un 40% tenien disfuncid
executiva (Nys GM. et al., 2007), després de patir un ictus isquémic. Tot i aixi, aquests resultats
poden variar d’un estudi a un altre per diferéncies en la composicio de les cohorts de I'estudi, la

varietat dels dissenys experimentals i les caracteristiques dels tests utilitzats per fer I'avaluacid.

En la cohort PSICOICTUS, un total de 11 pacients (9,3%) van presentar deteriorament cognitiu i 17
pacients (14,4%) van presentar alteracions cognitives i, a més, alteracions afectives després de
patir un IM. Els pacients d’aquests dos grups van tenir una pitjor cognicié global avaluada amb
I’escala de cribratge cognitiu MoCA, obtenint unes puntuacions més baixes que els altres grups
d’estudi. Aquest test, juntament amb el MMSE s’utilitzen com a instruments per al cribratge
cognitiu, perd no permeten I'avaluacié de déficits cognitius especifics (Nys et al., 2005). Per aixo,
és important aplicar de manera addicional una BNPc per avaluar concretament els dominis
cognitius que poden estar afectats com la memoria verbal, la memoria visual, I'apraxia
constructiva, I'atencid i la VPI i les funcions executives. En la present tesi, en tots els subjectes als
quals se’ls va administrar una BNPc es va observar una disfuncié cognitiva en almenys un domini
cognitiu, sent els dominis més afectats I'atencio i VPI i les funcions executives. Segons Petersen i
els seus col-laboradors el DCL no-amnésic de domini multiple és el que esta més relacionat amb la

patologia vascular (Petersen, 2003), fet que es corrobora en les nostres troballes.

Els resultats d’aquesta tesi no van mostrar diferéncies en el perfil neuropsicologic dels pacients
gue presentaven problemes cognitius segons si tenien alteracions afectives o no, ja que es va
observar que en els dos grups els dominis cognitius amb més i menys afectacié eren els mateixos.
L'associacié entre el deteriorament cognitiu i la depressid esta extensament demostrada en
pacients després d’un ictus (Terroni et al., 2012). Nys et al. van caracteritzar el perfil

neuropsicologic en pacients amb simptomes depressius en la fase inicial de I'ictus i van examinar
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la relacié entre les caracteristiques d’una lesié cerebral aguda i la preséncia de lesions
isquemiques croniques. Van demostrar que en pacients que havien patit un ictus i tenien
simptomes depressius des del principi s’observava un perfil neuropsicologic especific amb
afectacié de les habilitats visoperceptives, la memoria i el llenguatge, sobretot en aquells
subjectes amb simptomes depressius moderats-greus. En canvi, en els pacients amb depressio
sense historia d’ictus predominaven les dificultats de concentracid i VPI (Nys et al., 2005). Tot i
aixi, al tenir problemes cognitius derivats d’una patologia vascular, independentment de la
simptomatologia afectiva, el perfil cognitiu dels dos grups de pacients va ser no-amneésic de

domini multiple (Petersen, 2003).

En fer el seguiment longitudinal a I'any post-IM del grup de pacients amb IM i alteracions
cognitives es va observar una major prevalenca de depressid. En un estudi dut a terme I’any 2006
els autors van demostrar el valor predictiu del DCL en la fase aguda post-ictus com a factor de risc
a llarg termini per al desenvolupament de simptomes depressius i una pitjor qualitat de vida (Nys
et al.,, 2006). En el mateix grup de pacients també es va observar una disminucié de |'apatia
associada a una millora cognitiva als 12 mesos post-IM. L’associacié entre la preséncia d’apatia i
una reduida funcié cognitiva ha estat demostrada en diferents estudis (Greenop et al., 2009;
Mayo et al., 2009). Aquesta relacié podria explicar-se per diversos factors, un dels quals seria que
la incapacitat de pensaments orientats a objectius podria conduir a una pérdua d’interés i falta
d’esforg en fer les proves cognitives, obtenint pitjors puntuacions (Dean et al., 2009; Whitney et
al., 2007). Per aix0, aquest grup de pacients, al obtenir millors puntuacions en I'escala AES-c van

tenir més motivacid a I’hora de fer la prova de cribratge cognitiu, mostrant una millora.

L’edat avancada va esdevenir com a predictor de risc de deteriorament cognitiu post-ictus. En les
ultimes décades l'esperanca de vida ha augmentat considerablement tant en paisos
desenvolupats com en paisos en vies de desenvolupament, de manera que també ha augmentat
la prevalenca de demeéncia i problemes cognitius en la poblacié adulta (Imtiaz et al., 2014). La
majoria de revisions sistematiques sobre predictors de deteriorament cognitiu post-ictus
coincideixen en que I'edat és un dels factors de risc més importants (Gottesman & Hillis, 2010;
Kalaria et al., 2016; Mijajlovi¢ et al., 2017). A més, els pacients d’edat avanc¢ada, en general, tenen
menys estudis i la relacié entre el nivell d’estudis i la cognicid ha estat ampliament observada.
Diferents treballs conclouen que tenir un baix nivell d’estudis és un factor de risc per patir
deteriorament cognitiu i deméncia post-ictus (Brainin et al., 2015; X. Chen et al., 2016; Pendlebury
& Rothwell, 2009), tot i aixi, en la present tesi no es va observar que un baix nivell d’estudis fos un
factor predictor del baix nivell cognitiu. A part, a conseqliencia de I'elevada mitjana d’edat dels

pacients que presentaven alteracions cognitives (75 = 7 anys), es va observar que una proporcié
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gran d’aquests pacients tenien una situacio laboral de jubilacié, mostrant diferéncies significatives
en |’analisi univariada pero sense esdevenir com a factor de risc predictor en I'analisi multivariada.
Per tant, 'edat més gran de 70 anys és un factor de risc de presentar alteracions cognitives

després d’un IM, independentment del nivell d’estudis i la situacié laboral del pacient.

La relacié entre el sexe i el DCL no esta ben establida ja que la major esperanca de vida de les
dones pot variar els analisis estadistics d’alguns projectes perque al patir I'ictus isquémic en edats
més avancades presenten una pitjor evolucid i més seqiieles cognitives (Purroy et al., 2019). Tot i
aixi, degut a que el 68,6% de la cohort PSICOICTUS eren homes, i concretament en el grup IM amb
alteracions cognitives el percentatge era del 63,6%, es va observar que el sexe masculi tenia una
major predisposicid a patir alteracions cognitives després d’un IM en I’analisi univariada perd no

va esdevenir com a predictor de risc en I’analisi multivariada.

En fer I'analisi del perfil bioquimic dels pacients els nivells elevats de creatinina van esdevenir com
a factor predictor a patir alteracions cognitives post-IM, i els nivells alts de triglicérids van
esdevenir com a factor protector. La creatinina és un compost organic generat a partir de la
degradacio de la creatina. En general, nivells alts de creatinina en sang i baixos en orina indiquen
una malaltia renal. En pacients amb malaltia renal cronica (MRC) avancada, les alteracions del
sistema nervids constitueixen una de les majors causes de discapacitat. Aixi mateix, el tractament
dialitic s’associa principalment amb 3 desordres del SNC: la sindrome de desequilibri dialitic,
demeéncia per dialisi i disfuncions intel-lectuals progressives. Aquestes disfuncions intel-lectuals es
veuen reflectides en alteracions de la funcié cognitiva global, en la funcié executiva, el llenguatge,
la memoria i atencid, la fatiga mental i els trastorns afectius (Murtaza & Dasgupta, 2021). Segons
Elias i col-laboradors, les funcions cognitives ja es veuen afectades en una fase primerenca de la
insuficiencia renal cronica (Elias et al., 2009) i la prevalenca de DCL i deméncia en pacients amb
MRC en fase V supera el doble que en la poblacié general (Burns et al., 2018). A més, diferents
estudis de la literatura també han associat la MRC amb valors de filtrat glomerular per sota de 60
ml/min/1,73m? amb un increment del risc de patir ictus isquémic i hemorragic (Lee et al., 2010;
Toyoda & Ninomiya, 2014). Els resultats d’aquesta tesi també associen nivells elevats de
creatinina amb problemes cognitius, corroborant les troballes de la literatura. Per altra banda,
nivells elevats de triglicerids que sén una important font d’energia i estan presents en els teixits
adiposos i el torrent sanguini s’"han correlacionat amb un major risc d’arterioesclerosis, HTA, DM,
malaltia cardiaca i MCV (Freiberg et al., 2008). No hi ha estudis en la literatura en els quals s’hagi
descrit una relacid entre nivells baixos de triglicerids en sang i un major risc de patir
deteriorament cognitiu, tot i que en un estudi recent s’ha observat que nivells baixos de

triglicerids en dones pot incrementar el risc de patir un ictus hemorragic (Rist et al., 2019).
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Entre les malalties que causen demencia hi ha la malaltia d’Alzheimer, la deméncia vascular, la
demeéncia per cossos de Lewy i la demeéncia fronto-temporal (Prince & Jackson, 2009).
Concretament, la prevalenga de la malaltia d’Alzheimer ha augmentat de forma alarmant en els
ultims anys representant entre el 50 al 70% dels casos de demeéncia (Amemori et al., 2015) i les
causes que la originen encara no han sigut del tot establertes. Alguns dels factors de risc que han
estat associats a la malaltia d’Alzheimer sén els esdeveniments vasculars i els factors geneétics
(Barnard et al., 2014), sent un dels més importants la preséncia de I'al-lel €4 del gen APOE (Kim et
al., 2014). L'APOE és un gen polimorfic amb tres al-lels coneguts com €2, €3 i €4 que s’hereten de
manera codominant. L’al-lel €4 és un dels factors genétics més fermament associats amb el risc de
patir la malaltia d’Alzheimer de manera esporadica i la progressid d’aquesta des d’'un DCL
(E.H.Corder et al., 1993; Fei & Jianhua, 2013) i, per contra, I'al-lel €2 esta considerat un factor
protector contra aquesta mateixa malaltia (E.H. Corder et al., 1994). Entre el 60 i 80% dels
pacients que pateixen Alzheimer tenen el polimorfisme APOE €4 i s’ha observat que els adults
amb aquest polimorfisme tenen majors concentracions de B-amiloide en el cervell el que
suggereix que I’APOE juga un paper important en I’eliminacié del péptid B-amiloide (Hanson et al.,
2013; Kim et al., 2014). Es va fer el genotipat del gen APOE en la cohort PSICOICTUS per observar
si hi havia algun pacient amb predisposicié geneética a patir la malaltia d’Alzheimer. En fer I’analisi,
no hi va haver diferencies estadisticament significatives entre els diferents genotips del gen APOE
i els diferents grups experimentals formats segons els resultats de les proves de cribratge en el
moment basal. Cal destacar, que cap pacient va tenir el genotip 4/4 i per tant no tenien una

predisposicié genetica a patir la malaltia d’Alzheimer i problemes cognitius.

La bibliografia que parla sobre la relacié entre el deteriorament cognitiu post-ictus i les troballes
en I'analisi de la neuroimatge és una mica controvertida. Segons els resultats obtinguts en
aquesta tesi, la presencia de lesions isquemiques agudes en el territori cortical de I’ACM va ser un
factor predictor de risc de la preséncia de deteriorament cognitiu post-IM en el model multivariat.
La localitzacié de la lesié isquemica en el territori de I’ACM s’ha associat amb un baix nivell
d’independéncia funcional després de l'ictus i en diferents estudis també ha esdevingut com a
factor predictor de deteriorament post-ictus (Ng et al., 2007; Jaillard et al., 2010), resultats que es
corroboren en el nostre estudi. Per altra banda, volums més grans d’infart es van associar amb
alteracions cognitives post-IM en I'analisi univariada. Alguns autors, confirmen que la mida i la
localitzacié de la lesid isquemica no es concloent per I'aparicié de deteriorament cognitiu
(Gottesman & Hillis, 2010). Tot i aixi, alguns estudis han mostrat que lesions isquémiques amb
volums petits pero situats en llocs estratégics com la circumval-lacié angular o el fornix de
I’hipocamp, poden causar alteracions cognitives molt greus al interrompre circuits fronto-

subcorticals fonamentals (O’Brien & Thomas, 2015). Mandzia i col-laboradors també van afirmar
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que els pacients amb infarts corticals cronics previs i amb infarts bilaterals aguts observats en la
DWI tenien un pitjor rendiment en les funcions executives i la VPl (Mandzia et al., 2016). Els
resultats d’aquesta tesi van mostrar que la preséncia d’infarts cronics previs era un factor de risc
de presentar alteracions afectives i cognitives combinades amb un perfil neuropsicoldgic amb un

pitjor rendiment en les funcions executives i I'atencid i VPI.

Quan en un organisme es produeix una lesié o un dany, hi ha diferents tipus de substancies que
son alliberades al torrent sanguini des dels diferents organs o teixits. Depenent de la zona on es
produeixi la lesid, la gravetat i la intensitat, s’alliberen un tipus o un altre de substancies que
estaran implicades de forma directa en el desenvolupament i 'evolucié del dany. Aquestes
molécules sén conegudes com a biomarcadors circulants. Fins al moment, la principal limitacié
dels biomarcadors classics de deteriorament cognitiu ha estat la seva recerca en LCR i la utilitzacié
de la técnica PET per veure el metabolisme de la glucosa i el diposit de B-amiloide al cervell. La
primera técnica és molt invasiva i la segona molt costosa dificultant la seva aplicacid en la practica
clinica habitual. Actualment, els avencos tecnologics han permeés utilitzar tecniques noves com la
metabolomica i la lipidomica que permeten la mesura de multiples biomarcadors en el plasma
sanguini que sén potencials per al diagnostic, el pronostic i el seguiment del deteriorament
cognitiu, aixi com la capacitat de predir la seva reversié cap a una deméncia (O’Bryant et al.,

2017).

En la present tesi es van identificar i validar 2 metabolits mitjangant metaboldmica no dirigida que
es trobaven sobre-expressats en els pacients amb IM amb alteracions cognitives respecte els
pacients amb IM sense cap alteracié. Aquests metabolits sén el Tocofersolan i la 2-

hydroxyhexadecanoylcarnitina.

El Tocophersolan pertany a una classe de compostos organics coneguts com a compostos de la
vitamina E i sén molecules liposolubles que contenen o deriven d’un esquelet de tocoferol o
tocotrienol. Tot i que no hi ha estudis previs que impliquin aquest metabolit en alguna patologia
concreta, des de mitjans del segle passat, s’ha fet evident que moltes molécules presents en la
dieta com poden ser les vitamines poden influenciar en el bon funcionament cerebral. Es conegut
que les vitamines del complex B participen com a cofactors en reaccions importants del SNC com
la sintesi de neurotransmissors, la sintesi de mielina i I'obtencié d’energia (Fernstrom, 2000). Per
aquest motiu, la seva deficieéncia clinica esta implicada en desordres del cervell relacionats amb la
funcié cognitiva. EI SNC és particularment vulnerable al dany per radicals lliures degut a l'alt
consum d’oxigen del cervell i la relativa escassetat d’enzims antioxidants comparat amb altres
organs del cos (C N Bassett, 2003; Engelhart & Breteler, 2002), per aix0, tenint en compte les

capacitats antioxidants de les vitamines A, E i C, aquestes han estat objectiu de molts estudis
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relacionats amb la malaltia d’Alzheimer i el DCL (Farina et al.,, 2017, Monacelli et al., 2017;
Wotoszynowska-Fraser et al., 2020). En diverses investigacions, es va observar que les
concentracions seriques de la vitamina E i el B-caroté van ser significativament més baixes en
pacients amb malaltia d’Alzheimer i demeéncia multi-infart comparat amb pacients controls
(Schirks et al., 2010). Encara que no tots els estudis d’aquesta vitamina han estat associats al DCL,
gran part dels resultats han demostrat que es troben en menors concentracions en individus
malalts que en subjectes sans, indicant que han pogut ser consumides com el resultat d’una
excessiva produccido de ROS, pel que la seva ingesta procedent de la dieta o de suplements
vitaminics pot exercir un efecte protector enfront el DCL (Petersen et al., 2005). De manera
similar, es va poder demostrar que aquells pacients que tenien una ingesta més gran de vitamina
E procedent dels aliments tenien un menor risc a desenvolupar problemes cognitius (Morris et al.,

2002).

El Tocophersolan tot i que es va tornar a identificar en la cohort de validacid, en aquest cas no es
va obtenir una expressio diferencial estadisticament significativa, de manera que es va excloure

de I'analisi dels models predictius.

La 2-hydroxyhexadecanoylcarnitina pertany a la familia de les acilcarnitines que es van descobrir
per primera vegada fa més de 70 anys (Fritz, 1959) i la seva funcio principal és transportar acids
organics i acids grassos des del citoplasma als mitocondris perquée es puguin descompondre i
produir energia (Reuter & Evans, 2012). S’"ha demostrat que nombrosos trastorns que provoquen
alteracions en la produccid d’energia i el metabolisme en I'organisme es caracteritzen per la
produccié i excrecié d’acilcarnitines inusuals. L'augment de la 2-hydroxyhexadecanoyl carnitina es
va relacionar amb la malaltia VLCAD (Karall et al., 2015), igual que la N-Decanoylglycina, metabolit
de la mateixa familia explicat anteriorment. A més, també es troba elevada en sang en pacients
amb DMT2 (Hameed et al., 2020; M. Mai et al., 2013; X. Zhang et al., 2014). Les concentracions
sériques elevades d’acilcarnitines de cadena llarga s6n marcadors de resisténcia a la insulina i
sorgeixen de la incapacitat de la insulina per inhibir el metabolisme dels acids grassos depenent
de la carnitina palmitoiltransfesara 1 (CPT-1) als musculs i al cor (Bruce et al., 2009). No obstant,
en el nostre analisi no es va associar la preséncia de DMT2 amb problemes cognitius 0 amb un
augment de la concentracié d’aquest metabodlit. Altes concentracions en sang, també han estat
relacionades amb la deficiéncia de la proteina trifuncional mitocondrial (Park et al., 2009). La
disfuncid de les mitocondries pot contribuir a I'expressid i incorrecte processament de la proteina
precursora de PB-amiloide, de manera que podria actuar com a impulsor de DCL i malaltia
d’Alzheimer (C. Sharma et al., 2021). Per altra banda, la seva sobre-expressié també s’ha observat

en pacients amb insuficiéncia cardiaca cronica (Ahmad et al., 2016). Els problemes cognitius s’han
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associat amb gran varietat de trastorns cardiovasculars i la presencia de diferents comorbiditats
com la HTA i la FA s’han relacionat amb el DCL. (Cannon et al., 2017). Per contra, en un estudi
recent s’ha observat un decreixement en sang o plasma d’aquest metabolit en pacients que
pateixen psoriasis (C. Chen et al., 2020). En una revisid sistematica recent que va incloure 11
estudis diferents es va observar que en 9 d’ells hi ha havia una associacié significativa entre la

psoriasis i patir DCL o malaltia d’Alzheimer (Yen et al., 2021).

L'estudi de les acilcarnitines és una area molt activa en la recerca i és probable que en els propers
anys es descobreixin noves acilcarnitines relacionades amb diferents patologies. Tot i que en la
bibliografia actual no hi ha cap investigacidé que relacioni directament la 2-
hydroxyhexadecanoylcarnitina amb el DCL o amb I’ictus isquémic minor, si que s’ha observat que
esta relacionada amb diferents patologies que poden cursar amb problemes cognitius. Els
resultats d’aquesta tesi podrien obrir una nova porta d’investigacié que podria millorar el

diagnostic i el pronostic dels pacients amb IM.

Finalment, a mode resum, en la figura 56 es mostren els principals factors de risc que van
esdevenir predictors d’alteracid cognitiva després d’'un IM en aquesta tesi (edat > a 70 anys,
lesions isquemiques agudes en el territori cortical de ’ACM i concentracions elevades en plasma
de 2-hydroxyhexadecanoyl carnitina) i el percentatge de pacients que complien aquell factor de
risc segons el grup experimental. Es pot observar que un 31,3% dels pacients amb edat avangada i
lesié isquemica al territori cortical de I’ACM pertanyien al grup IM amb alteracié cognitiva i que si,
a més, s’incloien aquells pacients que tenien concentracions superiors a 1,05 en plasma de la 2-
hydroxyhexadecanoylcarnitine, aquest percentatge augmentava fins al 50%, esdevenint un bon
model predictiu de discriminacié de pacients amb IM amb o sense alteracions cognitives amb una

AUC de 0,875.
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Predictors alteracions cognitives després d’'un IM
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Figura 56. Predictors de les alteracions cognitives després d’un IM. Abreviatures: ACM: artéria cerebral mitja;
2-HHC: 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine
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5.3 Abordatge translacional: model animal ictus minor

Aguesta tesi s’ha centrat en I'estudi de I'ictus isquémic i concretament de I'|M. Per tal d’entendre
quines vies estan implicades en la fisiopatologia d’aquesta malaltia i poder desenvolupar noves
estrategies en el seu diagnostic i pronostic és primordial utilitzar models experimentals preclinics
en lictus isquemic (Mergenthaler et al., 2004). En I’actualitat, segueix existint un important
desequilibri entre les troballes relacionades amb l'ictus isquémic en els models experimentals i la
seva translacionalitat als pacients, ja que a excepcié de la recanalitzacié del vas oclos, cap de les
estrategies de tractament experimentals han arribat fins a la practica clinica habitual (Jickling &

Sharp, 2015).

En I'estudi de I'ictus isquémic, els models preclinics més generalment utilitzats sén els rosegadors
degut a la seva facilitat de manipulacid, monitoritzacié i processament de teixits, el seu menor
cost i que tenen una millor acceptacid ética per la societat (Fluri et al., 2015). Els models murins
més utilitzats sén aquells models d’isquémia focal en els quals s’oclou ’ACM i concretament, en
aquesta tesi s’ha emprat el model tMCAo mitjancant una craniectomia en el qual es fa una oclusié

manual de I'artéria.

Fent una recerca en la literatura, es va observar que encara no s’ha descrit un model animal d'IM
en el qual el ratoli presentés teixit cerebral infartat (diagnostic diferencial de I’AIT), amb un volum
d’infart petit i per altra banda que tingués un déficit neurologic lleu i que aquest millorés en el
temps. Per aquest motiu, es va decidir fer un estudi pilot mitjangant una tMCAo per trobar el
model muri més idoni que tingués aquestes caracteristiques. Després d’analitzar totes les dades,
el model escollit va ser el de 5 minuts reperfusid/2 minuts oclusié de I'ACM, repetit durant 5
vegades i sacrificat a les 48 hores post-tMCAo, ja que complia tots els criteris de la definicié d’IM,
tenint un percentatge de volum d’infart petit i una afectacid neurologica lleu i transitoria. Els
models de 10 i 20 minuts de tMCAo es van descartar per no observar lesid isquémica aguda tot i
que complien el perfil neurologic. Per altra banda, els models de 30 i 40 minuts tMCAo van
presentar volums d’infart grans i un grau d’afectacié neurologica moderada i mantinguda en el
temps, de manera que tampoc van complir els criteris de la definicié d’IM. Cal destacar que el
model escollit és un model de tolerancia isquémica (TI). La Tl és un mecanisme intrinsec a través
del qual el cervell, enfront un episodi d’isquémia subletal, adquireix una resisténcia a possibles
lesions isquémiques posteriors (Xing et al., 2018). Aquesta forma d’estat adaptatiu esta induit pel
pre-condicionament isquémic en el qual augmenta la resisténcia de les cél-lules neuronals a una
isquémia severa degut a la pre-exposicié d’episodis curts d’isquémia/reperfusio, és a dir, a un

estimul estressant controlat i moderat (Lim & Hausenloy, 2012). Alguns estudis diuen que I'AIT és
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una correlacié clinica de la tolerancia isquemica que podria conduir a una reduccié de la gravetat
d’un ictus posterior (Schaller, 2005). De fet, en el nostre model es produeixen 5 cicles de 2 minuts
d’oclusi6 amb 5 minuts de reperfusid entre ells, el que suposa un fenomen de pre-
condicionament isquémic ja que hi ha una exposicié d’episodis curts d’oclusié/reperfusié. Aixo,
podria explicar I'afectacid neurologica lleu i transitoria i un menor volum d’infart, ja que
I’evidéncia clinica suggereix que un AIT previ a una MCV podria millorar el perfil neurologic i el

dany de la lesid isquémica després de I'ictus (Cameron Dezfulian, 2013).

Tot i que l'ictus isquémic té un major risc d’incidéncia en homes (Brea et al.,, 2013), a l'estat
espanyol és la primera causa de mort en dones. Segons dades del Ministeri de Sanitat tenen
pitjors resultats funcionals presentant una major discapacitat. A més, un estudi desenvolupat per
investigadors de I'Institut George per la Salut Global a Sidney (Australia), demostra que les dones
estan infra-representades en els assaigs clinics sobre ictus en relacié amb el nimero de persones
que el pateixen en la poblacié general (Cheryl Carcel et al., 2021). Pel que fa als projectes de
ciencia basica, s’observa la mateixa situacio ja que la falta de femelles en els diferents estudis és
alarmant i amenaca en fer menys fiables els resultats de la investigacid biomédica. Per aix0, en
aquesta tesi, un cop escollit el model muri més idoni d’IM es va replicar en un grup de femelles
per veure que no es produien diferéncies entre els sexes. Al fer I'analisi no es van observar
diferéncies estadisticament significatives entre mascles i femelles ni en el percentatge de volum
d’infart ni en el grau d’afectacioé neurologica, de manera que aquest model animal permetra ser
utilitzat per estudiar els mecanismes subjacents de la malaltia i aixi poder garantir en un futur,

una millor estratéegia terapéutica adaptada per a cada individu.

Els models preclinics d’ictus que utilitzen ratolins sans no fan un abordatge translacional idoni cap
a la patologia d’ictus en humans ja que els humans presenten una alta morbiditat presentant
diversos FRV com poden ser la DMT2 i la HTA. Per aix0, segons I’'STAIR (sigles del angles: Stroke
Therapy Academic Industry Roundtable) és important utilitzar models animals experimentals que
presentin aquestes patologies per observar quin efecte tenen sobre l'ictus isquémic. En aquesta
tesi, es va utilitzar el model d’administracié del farmac SZT en dosis baixes durant 5 dies
consecutius per instaurar el model experimental de DMT2, i el model DOCA-salt per dur a terme

el model experimental d’"HTA.

Els resultats obtinguts en aquest estudi van mostrar que els ratolins diabetics tenien una
tendeéncia a presentar percentatges de volum d’infart més elevats que els ratolins no diabétics
després d’un IM, tot i que aquesta no era significativa. A més, els ratolins diabétics tenien una

afectacié neurologica més greu a les 6h post-IM mesurada amb el mNSS i el Neuroscore.
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Tenint en compte I'augment del nombre de persones diabetiques arreu del mon, I'augment de la
incidencia d’ictus isquémic en persones diabetiques i I'impacte de la diabetis en el dany cerebral
isquémic és necessari el desenvolupament de nous enfocaments terapéutics mitjangant models
animals amb aquestes dues patologies. Per una banda, Chen i col-laboradors van demostrar que
les rates desenvolupen hiperglucémia, hiperinsulineémia, intolerancia a la glucosa i resisténcia a la
insulina després de I'exposicié a un ictus, sense la induccié de DMT2 previament (W. Y. Chen et
al., 2016). També s’ha observat que I'envelliment pot alterar substancialment la fisiopatologia de
la progressié de la diabetis augmentant el risc de patir una MCV (Abbatecola et al., 2015). Un dels
models animals més ampliament utilitzat per 'estudi de la relacié entre la DMT2 induida i el dany
cerebral isquémic és el model basat en la combinacié de dosis baixes d’SZT i una dieta rica en
greixos (Ding et al., 2017). MacDougall i Muir, I’'any 2011 van dur a terme una revisio sistematica
en la qual van observar que I'efecte de I'SZT induia una hiperglucémia aguda i aixo0 promovia un
augment de la mida de la lesid isquéemica. Aquest fet va donar suport a la visid que la
hiperglucémia és un factor clau que provoca l'agreujament de les lesions cerebrals isquémiques
en pacients que pateixen diabetis (MacDougall & Muir, 2011). A més, la hiperglucémia s’associa a
un empitjorament en el perfil neurologic dels pacients, particularment en aquells que no han
estat diagnosticats amb DMT2 (Yong & Kaste, 2008). En un estudi dut a terme I'any 2013, es va
observar que hi havia una pitjor recuperacié funcional després de l'ictus en rates diabétiques en
comparacié amb rates no diabétiques degut a un patré de vascularitzacié i angiogénesis diferent
en ambdds casos (Prakash et al., 2013). Per altra part, en un altre estudi es van descriure que la
hiperglucémia induida per SZT tres dies abans de lictus augmentava la produccié de ROS i
I'activacié de MMP-9 el que conduia a un major dany a la BHE i a un augment de I'edema
vasogenic després d’una isquémica cerebral focal (Kamada H. et al., 2007). Estudis més recents,
han demostrat que la MMP-3 i la MMP-9 juguen un paper important en el dany a la UNV després

d’una isquémia cerebral focal en animals diabétics (Hafez et al., 2018; Hafez et al., 2016).

En aquesta tesi es va utilitzar un model d’isquémia cerebral que simulava un IM amb volums
d’infart petits. En ratolins diabetics amb IM es va observar una tendencia a presentar volums
d’infart més grans que en ratolins sense DMT2 i IM, pero aquesta no va ser significativa. No es van
obtenir els mateixos resultats que en estudis previs possiblement degut a que en el nostre cas es
va fer una tMCAo de poca durada. A part, els ratolins amb IM tenien una afectacié neurologica
lleu i transitoria amb una major alteracié a les 6 hores post-IM, resultats observats també en
ratolins diabétics amb IM perd amb una alteracidé neurologica més greu en aquest grup d’animals.
Cal tenir en compte, que els estudis fets fins al moment només incloien models animals de tMCAo
amb oclusions de ’'ACM més llargues que produien una afectacié neurologica més greu i volums

d’infart més grans. Tot i aixi, els nostres resultats demostren que encara que es produeixen
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oclusions de ’ACM de menys temps la preséncia de comorbiditats com la DMT2 poden causar un

pitjor dany cerebral i funcional després d’un IM.

Per contra, en el model de ratolins hipertensos es van observar percentatges de volum d’infart
inferiors als de ratolins no hipertensos després de patir un ictus isquemic i no hi va haver
diferéncies rellevants pel que fa al perfil neurologic. La HTA indueix disfuncié endotelial i
angiopatia en els vasos sanguinis i és més freqient en persones grans (> 60 anys), augmentant
substancialment les lesions isquémiques cerebrals tant en humans com en models animals
(Benjamin et al., 2017). Tenint en compte que aproximadament un 75 % dels pacients que
pateixen un ictus son hipertensos és sorprenent que només un 10 % dels estudis preclinics d’ictus
isquémic utilitzin animals hipertensos per provar possibles noves terapies de tractament (Van der
Worp et al., 2010). Molts estudis suggereixen que la HTA esta caracteritzada per un entorn alt en
citoquines pro-inflamatories i aquest fet contribueix a que hi hagi un pitjor dany tissular i una
recuperacio funcional limitada en pacients hipertensos que pateixen un ictus isquémic (Ahmari et
al.,, 2019; Ganta et al., 2006; Santisteban et al., 2015). Per aix0, incorporar la HTA como una
patologia comorbida és crucial per fer un bon model preclinic i aixi augmentar la translacionalitat
de les potencials estratégies de diagnostic, pronostic i tractament de l'ictus isquémic. El model
preclinic de DOCA-salt es va utilitzar per primera vegada per estudiar la HTA en la decada de 1970
i ha anat millorant fins al dia d’avui convertint-se en un dels millors models translacionals d’"HTA
(Yemane et al., 2010). Estudis fets en rates sotmeses a una tMCAo d’1 hora van demostrar que la
mida de l'infart era dos vegades major en rates hipertenses que en normotenses i a més,
mostraven una recuperacié neurologica menor a llarg termini (McCabe et al., 2009; McGill et al.,
2005). Cal tenir en compte que la majoria d’estudis d’"HTA i ictus isquémic utilitzen la rata com a
model animal, i no utilitzen el ratoli, com en el nostre cas (Candelario-Jalil & Paul, 2021). A part, el
model d’isquémia cerebral més utilitzat és el model intraluminal que produeix volums d’infart
més elevats i té una major taxa de mortalitat que el model de la craniectomia, sobretot en
animals d’avancada edat (Crapser et al., 2016). Per aquests motius, els resultats obtinguts per
nosaltres en els quals es va utilitzar un model de ratoli amb una tMCAo de 60 minuts mitjancant
craniectomia, no van mostrar les mateixes troballes que ens els estudis previs. A més, en el nostre
model el moment de sacrifici va ser als 7 dies post-tMCAo, i en estudis previs s’havia descrit que
el moment de sacrifici on s’observava un major volum d’infart era a les 72 hores post-cirurgia

(Arsava et al., 2009).
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Finalment, els resultats del model animal diabetic-hipertens amb IM no van mostrar un augment
del volum de la lesié isquémica ni majors alteracions del perfil neurologic en aquests animals en
comparacié als animals amb un sol FRV i IM o als animals sense FRV i IM. Estudis previs, havien
vist que la coexistencia de la diabetis amb altres comorbiditats com la HTA i la dislipemia també
podien contribuir a I'agreujament del dany cerebral isquemic entre els diabétics (Alonso-Moran et
al., 2015; Grabowski et al., 1988; Herz et al., 2014, 2015; Zhao et al., 2015). A més, es va observar
que la utilitzaci6 del model d’isquémia cerebral intraluminal en animals amb diferents
comorbiditats augmentava molt el risc de mortalitat degut a la deshidratacid i a la perdua de pes
excessiva. Acurtar el temps d’oclusié de I’ACM en aquests animals, com en el cas d’un IM, i la
utilitzacid del model tMCAo distal, com en el cas del model de craniectomia, disminueix
significativament la taxa de mortalitat (Hermann et al., 2019), fets que es van corroborar en els
nostres resultats on la taxa de mortalitat va ser molt baixa. Les diferéncies en els resultats de la
literatura publicada fins al moment i els resultats obtinguts en aquesta tesi poden ser deguts a la
seleccié de models diabétics/hipertensos diferents, a la utilitzacié de diversos models d’isquémia
cerebral, a la gravetat de la lesid isquémica determinada per la duracié de la MCAo i al grau de

reperfusio post-oclusio (oclusio transitoria o permanent) (Candelario-Jalil & Paul, 2021).

Per ultim, per poder validar satisfactoriament els resultats del nostre model animal d’'IM, sén
necessaries més investigacions augmentant el nimero d’animals, utilitzant animals d’edat més
avancada, la utilitzacié de femelles en els experiments de comorbiditats i tenir en compte I'Us

d’altres models d’isquémia cerebral.
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5.4 Limitacions

Tot i els resultats obtinguts en aquest treball, I'estudi presenta una serie de limitacions.

La principal limitacié d’aquesta investigacid ha estat la mida de la mostra de la cohort PSICOICTUS
ja que el reclutament de I'estudi es va haver d’aturar al mar¢ de 2020 degut a la pandemia
mundial de la COVID-19, limitant la poténcia estadistica. La mostra obtinguda va limitar I'estudi de
subgrups i es van haver d’unificar els pacients en 4 grups experimentals per fer I'analisi de les
dades: IM sense alteracions, IM amb alteracions afectives (depressié i/o apatia), IM amb
alteracions cognitives i IM amb alteracions afectives i cognitives. A més, tots els seguiments
longitudinals que s’havien de fer de manera presencial als 6 i 12 mesos post-ictus que van
coincidir durant la época de tancament per la pandémia, van passar a fer-se de manera telefonica

en els casos que era viable i en els que no, es van perdre els resultats.

Una altra limitacié de I'estudi ha sigut I'abséncia d’un grup control sa que no hagués patit un IM.
No obstant, per mirar el rendiment cognitiu en els diferents dominis avaluats en la BNPc es van
utilitzar els barems poblacionals ajustats per edat i nivell educatiu del projecte Neuronorma, el

gue va permetre establir uns resultats fiables.

En I'estudi de biomarcadors, a 25 pacients (21,2%) no se’ls hi va poder fer la RM degut a diferents
contraindicacions, de manera que en aquests subjectes no es va poder corroborar que tenien
preséncia de lesié isquémica aguda en la DWI per poder fer el diagnostic diferencial amb I’AIT i no
es van poder incloure en I'analisi de les variables de neuroimatge. Per altra banda, en la recerca
de biomarcadors circulants els grups experimentals no estaven representats equitativament. A
part, pel que fa a la fase de validacié dels resultats obtinguts en la cohort de descobriment la
técnica idonia per dur-la a terme hagués sigut una analisi de metabolomica/lipidomica dirigida
mitjancant estandards. A més, un dels objectius inicials de la tesi també era fer un estudi de
biomarcadors en LCR d’aquells pacients amb IM i alteracions cognitives. Degut a la situacid
pandemica de la COVID-19 i a diferents contraindicacions aquest analisi no es va poder completar

per la manca de mostres.

En I'estudi pilot del model animal d’IM es va observar una alta variabilitat en el volum de la
isquémia cerebral dins del mateix grup experimental fet que podia provocar un biaix estadistic. A
part, tot i que es va utilitzar un grup de femelles per validar els resultats obtinguts del model muri
d’IM en mascles, en el qual no hi ha haver diferéncies estadisticament significatives pel que fa al

volum de l'infart i el perfil neurologic entre ambdds sexes, no es van utilitzar femelles en I'estudi
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pilot i en I'estudi de comorbiditats d’'HTA i DMT2. A més, tots els animals utilitzats tenien entre 2-

4 mesos i potser s’hauria de proposar fer un altre estudi en ratolins d’edat més avancada.

Tot i aquestes limitacions, els resultats d’aquesta tesi demostren que els pacients amb IM també
son una poblacié de risc de patir depressio, apatia i DCL de manera que encara que es produeixi
una resolucié total de la simptomatologia neurologica focal i tinguin puntuacions baixes en
I’escala de severitat d’ictus NIHSS, en la practica clinica habitual hi ha d’haver una millora en
I'atencié assistencial i s’ha de tenir en compte l'avaluacio, el diagnostic, el pronostic i el

tractament d’aquests tipus de patologies després d’un IM.

5.5 Propostes de futur

Després de patir un IM, més enlla dels tractaments en la fase aguda també és essencial prestar
atencié a altres aspectes que millorin el pronostic i la qualitat de vida d’aquests pacients, com el
tractament de I'estat emocional i el deteriorament cognitiu ja que aquestes alteracions poden
repercutir en la recuperacio i rehabilitacié d’aquests pacients. Per aquests motius, és necessari
ampliar la investigacio amb nous estudis que no excloguin els pacients amb IM tot i tenir una

simptomatologia neurologica lleu.

En la practica clinica habitual seria essencial poder fer proves de cribratge de depressio, apatia i
deteriorament cognitiu als pacients que han patit un IM i en aquells que donessin positiu en DCL
s’hauria d’aplicar una BNPc per tal d’estudiar quins sén els dominis cognitius especifics més
afectats. A més, també seria molt important poder establir una continuitat assistencial d’aquests
pacients i poder elaborar programes de neurorehabilitacié per poder minimitzar o compensar els
possibles deficits funcionals derivats de la isquémia cerebral, aixi com programes de psicoterapia

per a aquelles persones amb alteracions afectives.

Per altra banda, la recerca de nous biomarcadors tant de neuroimatge com circulants és una area
de investigacié emergent, ja que poden arribar a predir el risc de patir un esdeveniment patologic
en una persona sana. En aquesta tesi, s’"han pogut establir diferents patrons en la localitzacid i el
volum de la lesié isquémica segons el perfil afectiu i/o cognitiu dels pacients després de patir un
IM. De fet, les nostres dades fiquen de relleu la necessitat de tractar amb terapia de reperfusio les
persones amb IM en el territori de ’ACM per tal d’evitar alteracions cognitives. També s’han
identificat diferents molecules amb canvis d’expressio diferencials relacionats amb persones que
han patit un IM i poden desenvolupar alteracions afectives i/o cognitives. Tot i aixi, per tal de

poder completar I'estudi, seria de gran interes poder reclutar una altra cohort de pacients més
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gran amb les mateixes caracteristiques i poder determinar i validar de manera paral-lela els
mateixos biomarcadors trobats en la nostra cohort d’estudi. Pensant a llarg termini, seria molt
interessant que la utilitzaciéd d’aquests biomarcadors pogués arribar a la clinica habitual, de
manera que fent una analitica de sang a pacients amb IM es podria predir, juntament amb altres
factors, el risc de patir alteracions afectives i/o cognitives. Aixo, permetria fer un millor diagnostic
i pronostic d’aquests pacients i facilitaria la presa de decisions en el tractament de la fase aguda,
aixi com es podria fer un tractament de neurorehabilitacid i de psicoterapia de manera més

precoc i individualitzada.

Finalment, en la literatura actual no estava caracteritzat un model animal d’'IM perdo amb els
resultats d’aquesta tesi s’ha pogut proposar i determinar un model d’aquesta patologia a través
d’una tMCAo mitjancant una craniectomia en ratolins de la soca CD1 (mascles i femelles). Tot i
aixi, per tal de poder-lo validar sdn necessaries més investigacions tenint en compte I’Us d’altres
soques de ratolins, d’altres models d’isquémia cerebral i d’animals d’edat més avancada. També
s’hauria de dur a terme I'estudi de comorbiditats (HTA i DMT2) en un grup de ratolins femelles, i

augmentar més la mida mostral de cada grup per poder obtenir resultats més concloents.
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A continuacié s’enumeren les conclusions finals derivades d’aquesta tesi doctoral alineades amb

els objectius inicialment plantejats:

Objectiu 1: Descriure les caracteristiques cliniques i sociodemografiques dels pacients amb IM.

1. Els pacients amb IM eren majoritariament homes, jubilats i amb estudis primaris i/o secundaris
acabats. El FRV més predominant va ser la HTA seguit de la dislipémia i segons la classificacio

TOAST I'etiologia de I'ictus més predominant va ser la ideterminada seguida de la cardioembolica.

Objectiu 2: Avaluar les alteracions afectives i cognitives després d’un IM, aixi com avaluar la seva

evolucid durant el primer any post-ictus.

2. La prevalenca observada d’alteracions afectives pures definides com depressio i/o apatia en els
5 primers dies després d’un IM va ser del 17%. A més, un 14,4% dels pacients van presentar tant
alteracions afectives com cognitives, per tant un 31,4% de la cohort van presentar alteracions

afectives en el moment basal.

3. La prevalenga observada d’alteracions cognitives pures en els primers 5 dies després d’'un IM va
ser del 9,3%. A més, un 14,4% dels pacients van presentar tant alteracions cognitives com
afectives alhora, de manera que un 23,7% de la cohort van presentar alteracions cognitives en el

moment basal.

4. En fer el seguiment longitudinal a I'any post-IM de la depressié es va observar que hi havia una
tendeéncia a la millora tant en el grup amb alteracions afectives com en el grup amb alteracions
afectives i cognitives. En canvi el grup amb alteracions cognitives va tendir a presentar un

empitjorament.
5. Pel que fa a I'evolucié de I'apatia, el grup de pacients amb alteracions afectives es va mantenir

estable, en canvi, el grup de pacients amb alteracions afectives i cognitives va tendir a presentar

una millora. Per contra, el grup amb alteracié cognitiva va millorar significativament.
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6. Els pacients amb alteracions cognitives i afectives van obtenir puntuacions significativament
millors en el test de cribratge cognitiu MoCA a l'any post-IM. En el grup amb alteracions
cognitives pures es va observar una tendéncia a la millora. En la resta de grups la puntuacio es va

mantenir estable.

7. Els pacients amb alteracions cognitives post-IM en el moment basal, van tenir més deficits en
I'atencid i VPI, les funcions executives i la memoria verbal. L'apraxia constructiva i la memoria
visual van ser els dominis cognitius amb menys afectacid. L’avaluacié cognitiva que es va realitzar
als 6 i 12 mesos post-IM va indicar una millora en tots els dominis cognitius avaluats, respecte al

moment basal.

Objectiu 4: Descriure les caracteristiques neuroradiologiques i la signatura de la neuroimatge de

persones amb IM, per tal de millorar el pronostic dels pacients.

8. Després de fer I'analisi de les dades de neuroimatge es va observar que els pacients amb
alteracions cognitives post-IM presentaven volums d’infart més grans majoritariament al territori
cortical de I’ACM, tenien més transformacidé hemorragica i una tendéncia a presentar més
microhemorragies. En el grup de pacients amb alteracions afectives i cognitives simultanies

s’observava un major nombre d’ictus cronics.

Objectiu 6: Descriure biomarcadors circulants i signatures Omiques que estratifiquin els pacients

amb IM sense o amb alteracions afectives i/o cognitives.

9. En la fase de validacid, es va corroborar que el metabolit 2-hydroxyhexadecanoylcarnitina
estava sobre-expressat en el grup IM amb alteracions cognitives respecte el grup IM sense
alteracions i que, I'lsoleucyl-Isoleucine, el DG (36:7) i el PC (38:4) tenien concentracions més

baixes en el grup IM amb alteracions afectives que en el grup IM sense alteracions.
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Objectiu 7: Definir les possibles relacions entre les variables cliniques, bioquimiques,
radiologiques i omiques per tal de descriure factors predictius del desenvolupament d’alteracions

afectives i cognitives després d’un IM.

10. En el grup IM amb alteracions afectives, el sexe femeni i els antecedents personals de
sindrome depressiva préevia a l'ictus van ser els principals predictors d’alteracié afectiva. Tenint en
compte les variables dmiques, concentracions inferiors a 0,9 del metabolit Isoleucyl-isoleucine i

concentracions superiors a 1,19 de la PC (38:4) també es van mostrar com a predictors.

11. L’edat superior a 70 anys i la presencia de lesions isquémiques agudes en el territori cortical
de I'ACM es van comportar com a predictors d’alteracid cognitiva després d'un IM.
Concentracions més elevades a 1,05 del metabolit 2-hydroxyhexadecanoylcarnitine també es va
mostrar com a predictor, millorant la capacitat predictiva del model tenint en compte aquesta

variable omica.

12. El sexe femeni, els antecedents personals de sindrome depressiva prévia a l'ictus i la preséncia
d’'un major nombre d’infarts cronics previs en la RM van ser predictors de la combinacié

d’alteracions afectives i cognitives.

Objectiu 8: Generar i caracteritzar un model animal d’IM, aixi com un model animal d’IM i dos

FRV (DMT2 i HTA).

13. EL model animal preclinic d’IM escollit va ser el de 5 minuts reperfusié — 2 minuts oclusié de
I’ACM (repetit durant 5 vegades) sacrificat a les 48 hores post-cirurgia. Aquest model presentava

un volum d’infart petit i tenia un grau d’afectacié neurologica lleu i transitoria.

14. No es van observar diferencies estadisticament significatives pel que fa al volum d’infart i a
I'afectacio neurologica entre els ratolins amb IM i els ratolins amb IM i FRV, tot i que els ratolins
amb IM i DMT2 tenien una tendéncia a presentar volums d’infart més elevats i un pitjor perfil

neurologic a les 6 hores post-cirurgia.
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Figura 46. Nivells de glucosa en sang en un grup de ratolins control (n=4) i un grup de ratolins amb
DMT2 (n=6). A) Mitjana dels tres valors diaris de glucosa en sang en mg/dL dels 5 dies de puncid
d’SZT; B) Mitjana dels valors de glucosa en sang en mg/dL dels 14 dies que va durar I'experiment,
desde la primera puncié d’SZT fins el moment de sacrifici. *: p-valor <0,05; **: p-valor <0,01;
**%*: p-valor <0,0001. Abreviatures: DMT2: Diabetis Mellitus tipus 2; M: mitjana; d: dies; SZT:
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Figura 47. Dades recollides diariament durant 4 dies consecutius d’un grup de ratolins controls
(n=4), un grup de ratolins amb DMT2 (n=6), un grup de ratolins diabétics amb IM el dia 2 post-
injeccié d’SZT (DMT2 + IMd2, n=3) i un grup de ratolins diabétics amb IM el dia 3 post-injeccié
d’SZT (DMT2 + IMd3, n=3). A) Menjar total consumit en grams, B) aigua total consumida en mL, C)
Grams perduts de pes i D) Mitjana dels nivells de glucosa en sang en mg/dL. *: p-valor <0,05; **:
p-valor <0,01; ***: p-valor <0,001. Abreviatures: DMT2: Diabetes Mellitus tipus 2; IM: ictus minor;
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Figura 48. Comparacio del percentatge del volum d’infart entre un grup de ratolins amb IM i un
grup de ratolins amb DMT2 i IM. A) Comparacio d’un grup de ratolins amb IM (n=7) amb un grup
de ratolins diabetics operats el dia 2 post-injeccié SZT (DMT2 + IMd2, n=3) i B) Comparacié d’un
grup d’animals amb IM (n=7) amb un grup d’animals diabétics amb IM, independentment del dia
de la cirurgia (DMT2 + IM, n=4). *: p-valor <0,05; ****: p-valor<0,0001. Abreviatures: n.s: no
significant; IM: ictus minor; DMT2: diabetes mellitus tipus 2; d: di@......cccoceeeeeiieeeeiiiee e, 169

Figura 49. A) Pes total perdut durant 14 dies d’un grup de ratolins hipertensos (HTA, n=6), un grup
de ratolins hipertensos SHAM (HTA + SHAM, n=6) i un grup de ratolins hipertensos amb ictus
isquémic establert (HTA + ICTUS, n=6). B) Comparacié percentatge volum d’infart entre el grup
HTA (n=2), el grup HTA SHAM (n=6), el grup HTA ICTUS (n= 6) i el grup ICTUS (n=5). *: p-valor
<0,05; **: p-valor <0,01. Abreviatures: HTA: hipertensid arterial; n.s: no significant................... 171

Figura 50. Dades recollides diariament durant 21 dies d’un grup de ratolins control (n=5), un grup
de ratolins hipertensos i diabétics (HTA DMT2, n=5), un grup de ratolins hipertensos i diabeétics
SHAM (HTA DMT2 SHAM, n=5) i un grup de ratolins hipertensos i diabétics amb IM el dia 2 post-
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Figura 51. Comparacio del perfil neurologic d’un grup de ratolins amb ictus minor (IM, n=7), un
grup de ratolins diabétics amb ictus minor (DMT2 IM, n=6) i un grup de ratolins hipertensos i
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la cirurgia), les 6 hores, 24 hores i 48 hores. A) Puntuacio directa mNSS i Neuroscore, B) Puntuacio
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Annexes

Annex 1: Fulla d’informacid sobre I’estudi PSICOICTUS pel pacient

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Evaluacion y pronéstico de las alteraciones afectivas tras un
ictus minor

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Francisco Purroy, Servicio de Neurologia.
CENTRO: Hospital Universitario Arnau de Vilanova de Lleida.
INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el
que se le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigaciéon Clinica del Hospital Universitario de Lleida y sigue la legislacion vigente
segun el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero.

Nuestra intenciobn es tan solo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio.
Para ello lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas
que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las
personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca perjuicio
alguno en su tratamiento.

Informarle también de que no esta prevista ninguna compensacion econémica
por la participacién en el estudio.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Usted acaba de sufrir un infarto cerebral. El infarto cerebral se produce como
consecuencia de una falta de irrigacion en una zona del cerebro. Los sintomas pueden
ir desde la disminucion de la sensibilidad, hasta la pérdida de vision y la alteracion del
habla. Como consecuencia de ello puede aparecer alteraciéon del estado del animo
como tristeza, falta de iniciativa (apatia), irritabilidad, asi como problemas de memoria,
lenguaje, etc.

La frecuencia de la aparicion de estos sintomas en pacientes que han sufrido
un infarto cerebral es poco conocida y poco estudiada en nuestro pais.

Queremos solicitarle su consentimiento para la utilizacion, confidencial y
exclusiva para finalidades de estudios cientificos, de todos aquellos datos clinicos,
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analiticos y radiologicos que se recogen en su historia clinica y se relacionan con su
enfermedad.

En este estudio se van a recoger datos relacionados con su ingreso por el
ictus, basicamente el hecho de tener factores de riesgo vascular (como hipertension,
diabetes, dislipemia, etc.) la edad, el sexo y los estudios de neurocimagen realizados
(TC craneal y/o RM).

Pretendemos recoger muestras de sangre el dia en el que se le realizara las
valoraciones.Todas estas muestras se recogeran de forma andnima y seran
guardadas en el Biobanco de nuestro Instituto de investigacién (IRB Lleida) que esta
en el edificio anexo al Hospital Universitario Arnau de Vilanova (HUAV). En todo
momento se garantizara su confidencialidad y se seguira la legislacion actual. Con
estas muestras, en un futuro se analizardn nuevos biomarcadores.

Los biomarcadores son substancias detectadas en la sangre que nos ayudaran
a entender qué sucede en el cerebro cuando después de sufrir un infarto cerebral
aparecen sintomas como depresion, falta de iniciativa (apatia) y/o alteracion de la
memoria.

Igualmente se recogeran muestras para analisis genético. Estas muestras
Unicamente se utilizardn para analizar si hay alguna predisposicién a la apariciéon de
los citados sintomas después de haber sufrido un infarto cerebral.

Se le realizard una valoracion de screnning cognitivo y afectivo (depresion y
apatia), tras la cual podrd ser ampliada con un estudio neuropsicolégico mas
exhaustivo y una puncion lumbar en el caso de detectarse posibles déficits cognitivos
tras haber sufrido el infarto cerebral.

El tratamiento de la depresién, si apareciese, seria el mismo que si no
participase en el estudio. Ademas, la inclusién en el estudio no influird en la manera
gue su médico realice el diagnéstico del infarto cerebral ni en el tratamiento escogido.

BENEFICIOS Y RIESGOS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

Durante el estudio se facilitara la deteccién precoz y el tratamiento de los
sintomas depresivos, resultando en su tratamiento precoz y en una mejor evolucion
tanto desde el punto de vista del estado de animo como de la recuperacion funcional.

El tratamiento elegido para ser administrado, en caso de que apareciesen
sintomas depresivos, esta aprobado por la FDA! para tal uso, siendo el mejor tolerado
entre los de su clase (Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de Serotonina).

A pesar de ello, pueden aparecer algunos efectos secundarios tales como:
disminuciéon del apetito, nauseas, diarrea, estrefiimiento, boca seca, insomnio,
sudoracion, disfunciones sexuales, y con menos frecuencia, hiponatremia e
hipotension. En el caso de que aparezcan tales efectos y segun la tolerabilidad del
paciente, se suspendera la administracion de dicho farmaco y se planteard la
administracién de una segunda opcion terapéutica.

CONFIDENCIALIDAD:
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El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999,
de 13 de Diciembre de Proteccién de Datos de Caracter Personal (LOPD). De acuerdo
a lo que establece la legislacién mencionada, usted puede ejercer los derechos de
acceso, modificacién, oposicién y cancelacién de datos, para lo cual debera dirigirse a
su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y
s6lo su médico del estudio/colaboradores podré relacionar dichos datos con usted y
con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna
salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el
estudio que en ningldn caso contendran informacién que le pueda identificar
directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccion, n° de la seguridad social,
etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del estudio
descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de
la legislacién vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacién personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.

OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin
dato nuevo sera afiadido a la base de datos y, puede exigir la destrucciéon de todas las
muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos
analisis.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los

procedimientos del estudio que se le han expuesto.

1 FDA (Agencia de Alimentos y Medicamentos). Es la agencia del gobierno de los Estado Unidos
responsable de la regulacion de alimentos, medicamentos, cosméticos, aparatos médicos, productos
biologicos y derivados sanguineos. Una de sus funciones es regular los productos medicinales de manera
que asegure su efectividad y seguridad.
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Annex 2: Cosentiment informat per a la participacié a I'estudi PSICOICTUS

-

Institut Catala de la Salut
Hospital Universitari
Arnau de Vilanova

CONSENTIMENT INFORMAT PER A L’ESTUDI
D’AVALUACIO | PRONOSTIC DE LES ALTERACIONS
AFECTIVES DESPRES D’UN ICTUS MINOR

DECLARO que el DOCTOR/A

(Nom i dos cognoms del facultatiu que facilita la informacio)

m’ha explicat la possibilitat d’entrar a formar part de I'estudi: “Avaluacié i pronostic
de les alteracions afectives després d’un ictus minor”.

(Nom i dos cognoms)
He llegit el full informatiu que se m’ha entregat
He pogut fer preguntes sobre I'estudi
He rebut suficient informacié sobre I'estudi

He parlat amb EL
DOCTORY A e et e e ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e ae bt e eeaes

(Nom i dos cognoms del facultatiu que facilita la informacio)
Entenc que la meva participacié és voluntaria
Entenc que puc retirar-me de 'estudi:

e Quan vulgui
e Sense haver de donar explicacions
e Sense que aixo repercuteixi en la meu tractament medic

Presto lliurement la conformitat per a participar en I'estudi i dono el meu consentiment
per l'accés i utilitzacio de les meves dades en les condicions detallades en el full
informatiu.

Accedeixo a que les mostres de sang obtingudes a I'estudi i els resultats dels diferents
tests puguin ser utilitzades en un futur per a nous estudis relacionats amb la malaltia
no previstos en el protocol actual, aixi com que es realitzi un analisi dels biomarcadors
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a través de les mostres de sang, que seran guardades de forma anonima al Biobanc
del IRB Lleida.

Sl NO

ES PER TOT AIXO, QUE MANISFESTO VOLUNTARIAMENT LA MEVA
CONFORMITAT A QUE SE M’INCLOGUI EN AQUEST PROJECTE, DESPRES
D’HAVER ESTAT DEGUDAMENT INFORMAT, | CONSENTO QUE L’EQUIP
MEDIC DUGUI A TERME L’ESTUDI D’AVALUACIO | PRONOSTIC DE LES
ALTERACIONS AFECTIVES DESPRES D’UN ICTUS MINOR.

Lleida, ............ /A e de 20...........
EL /LA METGE/SSA EL / LA REPRESENTANT LEGAL O
FAMILIAR | GRAU DE PARENTIU (Nom,
(Nom, Cognoms i Num. Col-legiat) EL /LA PACIENT Cognoms i DNI)

Aquest document es signara per duplicat quedant-se una copia el pacient o el r. legal, i un altra
I'investigador
REVOCACIO DEL CONSENTIMENT
ST 0 ] £ T PP OPPPPPRTPPUPPPN (Nom i Cognoms del Pacient)

amb DNINUM. ..o,

S 1 - PP UPUT PP (Nom i Cognoms) amb DNI
NUM. o COM @ eeiieiiiiiiie et (Representant legal, familiar, etc.) de
.............................................................................. (Nom i Cognoms del Pacient)

REVOCO el consentiment per a I'estudi “Avaluacio i pronostic de les alteracions afectives després
d’un ictus minor".

Lleida, ............ de/d’ ..o de 20 ......

EL/LA METGE/SSA EL/LA PACIENT EL/LA REPRESENTANT LEGAL O

FAMILIAR | GRAU DE PARENTIU
(Nom, Cognoms i Num. Col-legiat)
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Annex 3: Entrevista semi-estructurada que inclou les dades sociodemografiques, cliniques i
de cribratge dels pacients que participen a I'estudi PSICOICTUS.

Estudio de Evaluacion y Prondstico
de las Alteraciones Afectivas tras un
Ictus Minor.

Hoja de recogida de datos
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Fechadellctus: _/ [/

Y

Fecha visita basal

Fechaingreso: _/ /
Fechaalta: _ / /

Dias ingreso:

PUNTUACION NIHSS:

TOAST: O Infarto aterotrombético
0 Infarto cardioembélico
0 Infarto lacunar

O Etiologia indeterminada

ICTUS PREVIO: SI / NO

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Fecha de nacimiento: _/ / (Edad: ) Sexo: Hombre o Mujer o
éTiene hijos? ...... éCuantos?: ....ocvveeeeeennn
é¢Doénde vive?
Situacion laboral Estado civil Convive con... Cuidador principal
o Activo 0 Casado o pareja o Pareja o Pareja
o Desempleado o Viudo O Pareja e hijos o Hijo
O Jubilado o Divorciado o separado | o Otro familiar o Ninguno

O Incapacidad laboral
0 Ama de casa

O Baja temporal ILT

o Soltero

o Otros (especificar):

o Solo
o Cuidador
olnstitucionalizado

o Otros (Especificar)

o Otro familiar

O Profesional
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HISTORIA ACADEMICA

Nivel de estudios: o Analfabeto (no sabe leer ni escribir).
O Estudios primarios no acabados.
O Estudios primarios finalizados (EGB o similar).
O Estudios secundarios (BUP, FP o similar).
O Estudios universitarios (diplomatura-licenciatura).

O Estudios superiores (posgrado, master, PhD).

HABITOS TOXICOS (cantidad, tiempo de consumo en meses y abstinencia)

Ex 6 12
Consumidor Basal meses meses

(periodo libre
de consumo)

Tabaco
(cigarrillos)
Alcohol
(UBE)

THC
(cigarrillos)

Alucindgenos

Otros:

Especificar
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COMORBILIDADES PERSONALES (especificar fecha diagndstica)

o HTA

oDMTipo 1

o DM Tipo 2

o Dislipemia (DLP)

o ACxFA

o Cardiopatia isquémica

O Hiperuricemia

o TVP/TEP.

o Valvulopatia

o Obesidad

0 Otras cardiopatias

o Enfermedades hematoldgicas

o0 Enfermedades autoinmnunes

o Enfermedad Tiroidea

o Insuficiencia renal

o Enfermedad Parkinson

o DTA (¢)

O TCE graves previos

o Migrafia

O Patologia oncoldgica (¢)

O Epilepsia

o Insuficiencia cardiaca

o0 Enfermedad arterial periférica

O Estenosis carotidea

ANTECEDENTES PSIQUIATRICOS PERSONALES

O Trastorno depresivo
0 Trastorno bipolar

O Trastorno ansioso

0 Trastorno psicético

0 Trastorno por consumo de sustancias

o Tr suefio (insomnio)
O Trastorno personalidad

o Otros:
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COMORBILIDADES FAMILIARES 12 GRADO

O Ictus o Tr Afectivo (tipo)

O Enfermedades Neurolégicas O Retraso mental

o HTA o TDAH

o DM o Tr psicético

O Dislipemia o Tr por consumo de sustancias
O Cardiopatia isquémica o Parkinson

O Enf. Arteria 0 Demencia (DTA o CL)

O Migrafa O Epilepsia

OtrOS: oottt e e s

CONSUMO RECIENTE DE PSICOFARMACOS (tltimo mes)

Especificar especialmente si tenia tratamiento psiquidtrico previo o
anticoagulacion/antiagregacion.

Principio activo Dosis /dia Continuo/Intermitente Fecha inicio Fecha fin

TTO ANTICOAGULADO:SI / NO Pauta:

TTO ANTIAGREGADO: SI / NO Pauta:

RHB FiSICA: SI / NO Especificar:

RHB COGNITIVA: SI / NO Especificar:

RECURRENCIA POSTERIOR Sl / NO
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RESUMEN DATOS COGNITIVOS Y AFECTIVOS

Annexes

Basal 6 meses 12 meses
MoCA
MADRS
BDI
AES
ECVI-38
mRS
Escala de funcionalidad:
Escala de Rankin Modificada
Punt | Nivel incapacidad Descripcidn Basal | 6m | 12m
0 Asintomdtico
1 Sin incapacidad Capaz de realizar sus actividades y
obligaciones habituales
2 Incapacidad leve Incapaz de realizar algunas de sus
actividades, pero capaz de velar por
sus intereses y asuntos sin ayuda
3 Incapacidad Tiene restriccion para realizar
moderada significativamente sus actividades,
requiere ayuda para sus necesidades
personales
4 Incapacidad Requiere ayuda para realizar la
moderada-severa | mayoria de sus actividades
personales
5 Incapacidad Totalmente dependiente para la
severa realizacién de sus actividades.
Necesita asistencia dia y noche
6 Muerte
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Screening cognitivo

Montreal Cognitive Assessment (MoCA()

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MQCA] JoMere cechia de nacimients:
(EVALUACION COGNITIVA MONTREAL] copdos =

VISUDESPACIAL / EJECUTIVA coniar | DiBUJAT UN reloj (Once y disz)
o |3 puntos)
Final
Comignza

®
GJ
@ ®

[ ] [ ] L ] [ ] [ ]

Cantorna Nameras Agujas

=

_ /5

L b sty 5, T c o 1 R
m e :,Tb: ;:II::: P:pf:?lu: ROSTRO ZEDA IGLEEIA CLANEL 100

Sin
Haga dos imtentos. FEN—
Racusndeselns 5 minutos Ter mtent puntos
mas tarde 2% intenta

ATENCION Lea la sesiz de nimeres (1 nimerg/seg. El paciznte debe regetiriz.[ ] 218 54

El pacientz deba repatida a la invarsa. [ ] 741

Lea la serie de letras. E paciente debe dar un golpecito con la mano cada vaz que 52 diga |3 letra A. Mo se asignan puntos si = I emores
[ ] FEACMMAAIKLBAFAKDEAAAIAMOFAAB

_fe

_A

Aestar de 7 en 7 empazando desde 100 []93 []86 [ 179 [ 172 [ ]6s
4 o 3 sustracciones comectas: 3 puntos, 2 o 3 coreotas: I puntos, 1 corecta: 1 punte, O comectas: O puntos.

_/3

Fiepetir: El gana 52 escande bajo e 503 cugndo s penes entn en lasale. [ ] Eszero qua & b eneges ol mansje une wez qus ala e la pida] ] I _..lrﬂ
Fluidaz dzl l2nguaje. Decir &l mayor ndmera posible d2 palabras gue comiencen por Iz letra "P* en 1 min [ ] (N = 11 painbras) M
ABSTRACCION Similitud entre p. gf. manzana-naranja = fute [ ] tenbizicdeta [ ] reloj-regla _ e
Liamil a0 Debs scordarse da las pelabeas | ROSTRO | SEDA IGLESIA CLAVEL ROJO Puntos par 5
SIN PISTAS I ] I ] [ ] [ ] [ ] recusrdos
| EIM PISTAS
Pista de categoria Unicamente
Pista elaccion maltipla
; Dia dsl - ; i r i
ORIENTACION [ 1 Meag™ 0] m= [ ] ase [ ] S [ e [ Jleceides] g
@ Z. Nasreddine MD Versida 07 noviemie 2004 MNormal > 26/ 30 TOTAL /30
WWJ“DQHIHSI.QFQ Afadir | punto 5 Sene < 12 afios de estud csj
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Screening depresion

Escala de Depresion de Montgomery-Asberg (MADRS)

5.1.2. Escala de Depresion de Montgomery-Asberg

(Montgomery-Asberg Depression Rating Scale, MADRS) !

1.

Tristeza apare nte
H paciente expresa abatimiente, tristezra ¥ desssperacian a través de la voe, el gesto v la expresidn mimica.

Eraliess en funcidn de la gravedad = incapacidad para ser animado,

0. Motristem

L.

2. Parece desanimada, pero s anima Bcilmente
i

4. Parece triste = infeliz la mayor parte del tiempo
5

6. Parece desgraciado tode el tiempo, Bxtremadaments abatido

(=]

. Tristeza expresada

H enfermo aporta datos werbales sobre su bumor deprimido, independientemente de que lo express por suapariencia o nao.
Incluye dnimo bajo, abatimiento, desesperarza, senfimiento de desampar.
Eraliess de acuenda con la intensidad, duracidn & influsnciabilidad del humer por las cirounstancias

0. Tristeza acasicnal en consonancia con las cirunstancizs ambientales

2. Tristeza que cede (e anima ) sin dificultad

i

4. Sentimientos de tristeza o abatimisnto profunds, pero 2] humaor es todavia ligeramente influenciable por las circuns-
tancias externas

5

6. Continua & invariable tristez, abatimisnto, sentimizmto de desgracia

. Ten=idn interior

H paciente expresa sentimientos de malestar indefinido, nerviosismo, confusidn imterna, t=nsidn mental que se vuelve pdnico,

tEmor o anguastia.
Eraltiess de acuerdo con la intensidad, frecusncia o duracién de la tranquilidad perdida:
0. Placidez aparsnte. 5élo manifiesta t2nsidn interna

Onsicmales sertimisntcs de nervicsisma y malestar indefinido

[ -l

Continmos sentimientos de tensidn interma o sentimisntos de pénico que aparecen intermitentements ¥ que el pacisnte
pusde daminar, pero con dificulkad

5

. Angustia otemor no mitigade., Pinico abramadar

. Sueno reducido

H paciente sxpresa uma reduccidn en la duracién o #n la profundidad de su susiio en companaciin a cdmo dusrme cuanda
se encuentra bien.

0. Suefio como los normales

Leve dificultad para dormir o susfio ligeramente reducide: suefio ligero

Suefic reducido o imterrumpida al menos durarte 2 horas

[l ol

Menos de 2 o % horas de saefio

. Disminucién del apetito

H paciente expresa um reduccidn del apetite respecto al que tiene cuande se encuentra bien.
Eraltiess b pérdida del desec de alimente o la necesidad de forsame unc mismo acomer.
0. Apetito normal o aumertado
Apetito ligeramentes disminuida
Mo apetito, Los alimentos saben mal

Hecesidad de persuasiin para comer
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5.1.2. Escala de Depresidn de Montgemery<Ashearg
(Mentgemery-Asberg Depression Rating Scals, MADRS) =

fi. Dificultades de concentracién
H paciente expresa dificultades para mantener su propio pensamiento o par concentrase.
Evaltiese de acuerda con la intensidad, frecuencia v grado de la incapacidad producida.
0. Mingura dificultad de concentracidn

1.
2. Dificultades ccasionales para mantener los propios pensamisnt os

i

4. Dificultades en la concentracidn v &l mamtenimiente del pensamisnto que reduce la capacided parn mantener una
comversacitn o leer

5

t. Incapacidad para lesr o conversar sin gran dificutiad

7. Lazitud. Abulia

H paciente sxpresa o presenta dificuttad para iniciar y ejecutar las actividades diarias.
Apenas hay dificultades para iniciar las taress, Mo hay inactividad
Diificuhtad para iniciar actividades

Dificultades para comenzar sus actividades natinarias, que sxigen un esfusrzo para ser llevadas a cabo

FHApLapE=S

Completa laxitud, incapacidad para hacer nada sin ayuda

B. Incapacidad para sentir
H paciente expresa un reducide irerds par lo que le rodea o bs actividades que normalmente preducian placer. Beduccién de
la capacidad para reaccionar adscuadamente a circunstancias o personas.
0. Interds normal porlas cosas v la genite

1.
3, Beduccidn de la capacidad para disfrutar de les inbereses habituales

i

4. Pérdida de interés en lo que le mdea, incluso con los amiges o cancocides
5

&

Manifiesta la experiencia subjetiva de estar emocionalmente paralizada, anestesiado, con incapacidad para sentic placer
o desagrada, v con una falka absolata vio dodomsa pérdida de sentimisnt s hacia parientes ¥ amigas

9. Pensamientos pesimistas
H paciente expresa pensamiento de culpa, autorreproche, rmordimiento, inferioridad, ideas de raina, ideas de pecado.

Mo hay pensamientos pesimistas

Tdeas fluctuantes de fallos, autamreproches o antode preciaciones

Persistente s autoscusacionss o ideas definidas, pero todavia razenables de culpabilidad o pecada. Pesimisme

= o~

I1deas irrefutables de maina, remordimisnto o pecade irremediable. Autoscusaciones absurdas ¢ irreducibles

100 Ideacian suicida
H paciente expresa la idea de que la vida no mersce vivirss, de que una muerte natural seria bisrvenida, o manifiesta ideas
o planes suicidas,

0. 5e alegra de vivie Toma la vida como viene

Cansado de vivi [deas suicides lagaces

R

Manifissta desecs de muerte, ideas suicides frecuentes. Bl suicidio ez considerado como una salucidn, pero no s han
elaborado planes o hecho intencién

Flanes explicites de suicidio cuando exista una oportunidad. Activa preparacidn para & suicidio

& h
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Inventario de depresion de Beck Il (BDI-II)

INSTRUCCIONES: Este cuestionaric consiste en 21 grupos de afirmaciones. Por favor, lea con
atencion cada uno de ellos y, a continuacion, sefiale cudl de las afirmaciones de cada grupo
describe mejor el modo en el que se ha sentidlc DURANTE LAS DOS ULTIMAS SEMANAS,
INCLUYENDO EL DIA DE HOY. Rodee con un circulo el nimero que se encuentre escrito a la
izquierda de la afirmacion que haya elegido. Si dentro del misme grupo, hay mas de una afirmacion
que considere igualmente aplicable a su caso, sefidlela también. Aseqguirese de leer todas las
afirmaciones dentro de cada grupo antes de efectuar la eleccion.

1. Tristeza 6. Sentimientos de castigo
0 Mo me siento triske habitualmente, 0 Mo siento que esté siendo castigado.
1 Me siento triste gran parte del tiempo. 1 Siento que puedo sar castigado,
2 Me siento triske continuamente. 2 Espero ser castigade.
3 Me siento tan triste o tan desgraciado que no pusdo 3 Siento que estoy siendo castigado
soportarle.
7. Insatisfaccién con uno mismo.
2. Pesimismo
0 Siento lo mismo gue antes schre mi mismo,
0 Mo estoy desanimado sobre mi futuro, 1 He perdido confianza en mi mismao.
1 Me sientoc mas desanimado sobre mi futuro gue antes, |2 Estoy decepcicnado conmige misma.
2 Mo espero que las cosas mejoren. 3 Mo me gusto,
3 Siento que mi future es desesperanzador v que las
cosas solo empeoraran. 8. Auto-Criticas
3. Sentimientos de Fracaso 0 Mo me oitico ¢ me culpo mas que antes,
1 Soy mas critico conmigo mismo de lo que solia ser.
0 Mo me siento fracasade. 2 Critico todos mis defactos,
1 He fracasado mas de lo que deberia. 3 Me culpo por todo lo malo que sucede.
2 Cuando mire atras, veo fracaso tras fracase.
3 Me siento una persona totalmente fracasada, 9. Pansamientos o Deseos de Suicidio
4. Peérdida de Placer 0 Mo tengo ningin pensamisnto de suicidio,
1 Tengo pensamientos de suicidio, pero no los llevara a
0 Disfruto de las cosas que me gustan tanto como antes, cabo.
1 Mo disfrute de las cosas tanto como antes, 2 Me gustaria suicidarme,
2  DObtengo muy poco placer de las cosas con las que 3 Me suicidaria si tuviese la oportunidad.
antes disfrutaba.
3 Mo obtengo ningdn placer de las cosas con las que 10. Llanto
antes disfrutaba.
0 Mo lloro mas da lo que sofa hacerlo.
5. Sentimientos de Culpa 1 Lloro mas de lo que solia hacerlo.
2 Llara per cualquisr cosa.
0 Mo me siento especialments culpable. 3 Tengo ganas de llorar continuamente, pero no puedo.
1 Me siento culpable de muchas cosas gue he hecho o
debena haber hecha.
2 Me siento bastante culpable la mayor parte dal tiempo.
3 Me siento culpable constantemante,
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11. Agitacion

a Mo estoy mas inguisto o agitado que de costumbre.

1 Me siento mas inquisto o agitado que de costumbre,

2 Estoy tan inquieto o agitado que me cuesta estarme

quieta,
3 Estoy tan inquisto o agitado que tengo que estar
continuamenta moviéndome o haciendo algo.

12, Pérdida de Interés

0 Mo he perdido 2l interés por otras personas o
actividades,

1 Estoy menos interesado que antes por olras personas
o actividades.

2 He perdido la mayor parte de mi interés por los demas
a por las cosas.

3 Me resulta dificil interesarme en algo.

13, Indecision

0 Temo decisionss mas o menos coma siempra,

1 Temar decisiones me resulta mas dificil que de
costumbre,

2  Tengo mucha mas dificultad en tomar decisiones que
de costumbre,

3 Tengo problemas para tomar cualguier decision,

14, Inutilidad

0 Mo me siento indtil,

1 Mo me considero tan valioso v Gtil como solia ser.

2 Me siento indtil en comparacion con otras personas,

3 Mea siento completamente indtil,

15. Pérdida de Energia

0 Tengo tanta energia como siempre.

1 Tengo mencs energia de la que solia tener.

Z Mo tengo suficiente energia para hacer muchas cosas,

3 Mo tengo suficiente energia para hacer nada.

15, Cambios en el Patron de Suefio.

0 Mo he experimentade ningin cambio en mi patron de
suefic,

la Duerma algo mas de lo habitual,

ik Duerme alge menos de lo habitual,

?a Duermo mucho mas de lo habitual.

2b  Duerme mucho menos de lo habitual.

3a Duermo la mayor parte del dfa,

Me despierto 1 o 2 horas mas tempranoc v no puedo
volver a dermirme,

17. Irritabilidad

0 Mo estoy mas irtable da lo habitual,

1  Estoy mas iritable de lo habitual.

2 Estoy mucho mas irritable de lo habitual,

3 Estoy irritable continuamente,

18. Cambios en el Apetito

0 Mo he sxperimentado ninglin cambio en mi apetito.

ia Mi apetito es algo menor de lo habitual.

ib  Mi apetito 25 algo mayor de lo habitual,

2a  Mi apefito es mucho menor que antes,

2b  Mi apetito 25 mucho mayor de lo habitual,

3a He perdido completaments el apetita.

3b  Tengo ganas de comer continuaments,

19. Dificultad de Concentracion

0 Puwedo concentrarme tan bien como siempre.

1 Mo pusda concentrarme tan bien como habitualmente.

2 Me cuesta mantenerme concentrado en algo durante
muchao tiempao.

3 Mo pusdo concentrarme en nada.

20, Cansancic o Fatiga

0 Mo estoy mas cansado o fatigado que de costumbre,

1  Me canso o fatige mas facilmente que de costumbre.

2  Estoy demasiade cansado o fatigado para hacer
muchas cosas que antes solia hacer,

3 Estoy demasiado cansado o fatigade para hacer la
mavyaoria de las cosas que antes solia hacer,

21. Pérdida de Interés an el Sexo

0 Mo he notado ningun cambio reciente en mi interés

por 2l sexo.
1 Estoy menos interesado por el sexo de lo que solia
estar,
2 Estoy muche menos interesado por 2l sexo ahora.
3 He perdido completaments el intarés por el sexa,

Screening apatia

Escala evaluacion apatia — clinica (AES-c)

Puntuacicn Pagina 1

Puntuacicn Pagina 2

PUNTUACISN TOTAL (Pags. 1+2)

Annexes

Base sus puntuaciones tanto en las respuestas verbales como no-verbales. La puntuacidon debe
basarse en las ultimas 4 semanas.

“Le voy a preguntar una serie de cosas sobre sus pensamientos, sentimientos y actividades. Para

empezar me gustaria que me explicara cudles son sus intereses. Digame cualquier cosa que sea de
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su interés” “Ahora me gustaria que me explicara sobre su dia a dia. Empiece por el momento que

se levanta hasta que se va a la cama”.

1 — Nada caracteristico (0 elementos enumerados)

2 — Un poco caracteristico (1-2 elementos enumerados)

3 — De alguna manera caracteristico (2-3 elementos enumerados)

4 — Muy caracteristico (>3 elementos enumerados)

Basal
1 | Eloella estd interesado en cosas ** +CQ
2 | Eloella hace cosas durante el dia ** +BQ
3 | Empezar cosas por su cuenta es importante para él o ella + CSE
4 | El o ella estd interesado en tener nuevas experiencias ** +CQ
5 | El o ella esta interesado en aprender cosas nuevas ** +CQ
6 | El o ella pone poco esfuerzo en nada -B
7 | Elo ella enfoca la vida con intensidad +E
8 | Ver un trabajo al final es importante para él o ella +CSE
9 | El o ella pasa tiempo haciendo cosas que le interesan +B
10 | Alguien tiene que decirle lo que hay que hacer cada dia -B
11 | El o ella estd menos preocupado por sus problemas de lo -C
gue deberia
12 | El o ella tiene amigos ** +BQ
13 | Estar con amigos es importante para él o ella +CSE
14 | Cuando algo bueno pasa, él o ella se emociona +E
15 | El o ella tiene un conocimiento preciso de sus problemas +0
16 | Hacer las cosas durante el dia es importante para él oella | + CSE
17 | El o ella tiene iniciativa +0
18 | El o ella tiene motivacidn +0
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TOTAL

Recodificar sélo items positivos: 1=4, 2=3, 3=2, 4=1 y sumar con items negativos 6/10/11
A mayor puntuacidn, mayor apatia (menos motivacion)

C = cognitivo

B = comportamiento

E = emocional

O = otros

SE = autoevaluacion (leer la pregunta y puntuar segun la respuesta exacta del sujeto, aunque no
coincida con la impresion clinica)

Q = item cuantificable (debe enumerar intereses, actividades...)
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Escala de Calidad de Vida para el Ictus

ESCALA DE CALIDAD DE VIDA PAR A EL ICTUS (ECVI-38)

Annexes

El propésito de este cuestionario es evaluar cémo ha impactado en su salud y en su vida el
accidente vascular que usted sufrid. Queremos saber, desde SU PUNTO DE VISTA, como le
ha afectado esta enfermedad. Le haremos algunas preguntas acerca de los problemas

causados por su enfermedad, y la manera en que se ha afectado su calidad de vida.

I. A continuacion, le presentamos un grupo de preguntas sobre problemas fisicos que
pueden presentar las personas que han sufrido un accidente cerebrovascular.

Extrema
. £Cuanta dificultad tiene usted para o con...?

. Mover las extremidades

. Utilizar las manos

. Caminar

. Mantener el equilibrio

. Dolor o molestias fisicas

. £Cuanta dificultad tiene usted para...?
Hablar

. Comunicarse con otras personas

Leer

. Escribir

. éCuanta dificultad tiene usted en...?

. Su concentracién 5
. Su memoria 5
. Su capacidad mental 5

(NN, R, |

NTOWANTOUONDPOAD T .
[GEGLEGEY

Mucha Bastante

N N N N N NN NS

FNNN

wWwwwww

wWwww

3
3
3

Poca

NN NN

N NMNN

2
2
2

Ninguna

o Y e

=

1
1

II. A continuacion, le presentamos un grupo de preguntas sobre problemas emocionales o
sentimientos que pueden experimentar las personas que han sufrido un ictus. Usted

respondera cémo se siente.

Muy mal Mal

. Estado de &nimo

. Vitalidad

. Autoestima

. Capacidad de mantener la calma
. Control sobre sus emociones

o0 oTw b
(GEGORGRGRE |

Nunca

. £Con qué frecuencia siente usted...?
. Ganas de vivir

. Confianza en el futuro

. Sensacion de ser (il

. Sensacién de tranquilidad

. Confianza en si mismo

o0 oo Wn
Ui

FN NN NS

Muy poco Parte del Mucho

tiempo

N N NN

Regular
. £éComo se siente habitualmente con relacion a su...?

Wwwww

Bien

NNNMNRN

Muy bien

o

Siempre

tiempo tiempo

LWWwwwWw

NMNNNN

=t b

III. Seguidamente, le describimos un grupo de actividades de la vida cotidiana para
cualquier persona en su vida personal, familiar y social. Usted respondera si tiene alguna
dificultad para realizar las actividades que aparecen.

Extrema
6. éCuanta dificultad tiene usted para...?
a. Su cuidado personal 5
(vestirse, afeitarse, arreglarse)
b. Bafnarse 5
. Realizar sus actividades 5
domésticas acostumbradas
d. Moverse libremente dentro de |la casa 5
7. éCuanta dificultad tiene usted para...?
a. Moverse a lugares distantes de la casa 5
b. Realizar sus actividades de 5
entretenimiento o recreacién
c. Participar en actividades fuera 5

del marco familiar
d. Participar en actividades de la comunidad 5

Mucha

4

Bastante

3

3
3

Poca

2

Ninguna

1
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Annexes

8. éCuanta dificultad tiene usted para...?

a. Tener independencia econdmica 5 4 3 2 1
b. Aportar econémicamente 5 4 3 2 1
a la familia como antes

¢. Cumplir sus funciones dentro del hogar 5 4 3 2 1
d. Elaborar ideas y dar soluciones 5 4 3 2 1
a problemas cotidianos

e. Participar en las decisiones familiares 5 4 3 2 1
f. Cumplir su papel como esposo o esposa 5 4 3 2 1

Preguntas adicionales: Seguidamente, le realizaremos dos preguntas para completar la

informacion sobre su salud.
Totalmente Mucho Bastante Poco Nada

1. {Se ha afectado su actividad sexual 5 4 3 2 1
después de la enfermedad?
2. ¢Se ha afectado su actividad laboral 5 4 3 2 1

después de |la enfermedad?

Estado de salud general: Finalmente, nos interesa conocer cuanto se ha recuperado de su

enfermedad.
Nada Poco Bastante Mucho Totalmente

¢En qué grado se ha recuperado 5 4 3 2 1
de su enfermedad?
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