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RESUMEN:

El Atague Isquémico Transitorio (AIT) es un evento vascular breve
caracterizado por la obstruccion o reduccion temporal del flujo sanguineo a
una parte del cerebro, lo que provoca una disfuncion neurolégica transitoria
sin producir un infarto perceptible. A pesar de su naturaleza efimera, el AIT
plantea un importante problema de salud publica debido a su asociacion con
un mayor riesgo de ictus posterior. En este contexto el diagnostico y el
tratamiento rapido son cruciales, ya que hasta el 80% de los ictus que siguen a

un AIT pueden prevenirse.

Diagnosticar con precision un AlT plantea dificultades, sobre todo debido a la
evolucidn de los conocimientos sobre su definicion y al solapamiento con otras
afecciones que imitan sus sintomas. En este sentido, los biomarcadores
sanguineos han surgido como herramientas potenciales para mejorar el
diagnostico, la estratificacion del riesgo y la individualizacion del tratamiento

en pacientes AIT.

Esta tesis doctoral tiene como objetivo evaluar posibles biomarcadores que
aporten valor al diagnostico clinico preciso del AIT, empleando técnicas de
laboratorio como inmunoensayos (ELISAS) y el uso de Pruebas de Laboratorio
en el lugar de Asistencia (POCT siglas en inglés de Point of care test). Los
objetivos especificos de esta tesis son: 1) Evaluar un panel de biomarcadores
para el diagnéstico precoz del AIT. 2) Evaluar el papel de H-FABP como
marcador para el diagnostico preciso de AIT frente a un evento que simula un
ictus. 3) Evaluar el papel de H-FABP como marcador para identificar lesiones

isquémicas en la resonancia.
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Para alcanzar los objetivos anteriormente descritos, esta tesis doctoral utiliza
muestras de sangre de dos cohortes diferentes. La primera cohorte provino del
estudio multicentro StrokeChip llevado a cabo en el afio 2022, y la segunda
cohorte proviene de una coleccién de muestras almacenadas en el Vall
d Hebron Institut de Recerca (VHIR), que contaban con datos de imagen
potenciada en difusién (DWI por sus siglas en inglés - Diffusion weighted

image-) en resonancia magnética (RM).

Los resultados del primer estudio mostraron que Apo -ClllI, IL-6 y VWF fueron
los més eficaces para discriminar a los AIT de los imitadores tras el ajuste por
variables clinicas. El area bajo la curva ROC (AUC) fue de 0,73 para ApoC-
I11; 0,74 para IL-6; 0,74 para VWF; y 0,72 para el modelo clinico. La prueba
de razon de verosimilitud indicé que estos biomarcadores tenian mejor ajuste
que el modelo clinico por si solo: Apo-CIII (p < 0,031), IL-6 (p < 0,030), y
vWF (p <0,040). Los resultados del PanelomiX indican los siguientes puntos
de cohorte para las variables numéricas del modelo final Apo-ClIl >132,29 ng/
mL , IL-6 >5,45 pg / mL , VWF <280,09%, puntuacion NIHSS >4,5 y edad
>41,5 afios con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 28% para
distinguir los AIT de los mimicos, siendo un caso positivo cuando dos de los

criterios se cumple.

Los resultados del segundo estudio revelaron que los niveles de H-FABP mas
elevados estaban en los individuos con AIT en comparacion con los
simuladores de AIT [3,10 ng/ mL (IQR 2,13-4,78) frente a 1,70 ng/ mL (RIC
1,23-2,38)] (p<0,001). El rendimiento diagnéstico de H-FABP, evaluado
mediante el AUC, fue de 0,83 (IC del 95%: 0,76-0,90) para el modelo final, lo
que indica una buena capacidad discriminativa. El software PanelomiX

determind un punto de corte combinado de >1,85 ng/ml para H-FABP, edad
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>42,5 afnos y NIHSS basal >3,5 con una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 23,30%.

Conclusiones: Los estudios presentados en esta tesis indican que los
biomarcadores sanguineos, especialmente Apo-ClIll, IL-6, VWF y H-FABP,
pueden mejorar significativamente el diagnéstico precoz y preciso del AlT,
diferenciandolo de otras condiciones que imitan sus sintomas. Ademas, aunque
las técnicas de medicion de biomarcadores siguen planteando dificultades, las
pruebas en el punto de atencion sanitaria prometen mejorar la accesibilidad y
la eficacia, por lo cual, los resultados de la segunda cohorte respaldan el posible
uso del POCT en los servicios de urgencias y en los centros de atencion
primaria. Sin embargo, los resultados de este trabajo son preliminares, por lo
que se requiere llevar a cabo investigaciones adicionales con muestras mas

grandes para validar estos hallazgos y establecer su utilidad clinica definitiva.
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ABSTRACT:

Transient ischemic attack (TIA) is a brief vascular event characterized by
temporary obstruction or reduced blood flow to a part of the brain, causing
transient neurological dysfunction without producing a perceptible infarct.
Despite its ephemeral nature, TIA poses a significant public health problem
due to its association with an increased risk of subsequent stroke. In this
context, prompt diagnosis and treatment are crucial, as up to 80% of strokes

following a TIA can be prevented.

Accurately diagnosing a TIA poses difficulties, mainly due to evolving
knowledge about its definition and overlap with other conditions that mimic
its symptoms. In this regard, blood biomarkers have emerged as potential tools
to improve diagnosis, risk stratification, and individualization of treatment in
TIA patients.

This PhD thesis aims to evaluate potential biomarkers that add value to the
accurate clinical diagnosis of TIA using laboratory techniques such as
immunoassays (ELISA) and the use of Point-of-Care Laboratory Tests
(POCT). The specific objectives of this thesis are: 1) To evaluate a panel of
biomarkers for the early diagnosis of TIA. 2) To evaluate the role of H-FABP
as a marker for the accurate diagnosis of TIA versus an event that mimics a
stroke. 3) To evaluate the role of H-FABP as a marker to identify ischemic

lesions on MRI.
This PhD thesis uses blood samples from two cohorts to achieve the objectives

described above. The first cohort came from the multicenter StrokeChip study

conducted in 2022, and the second cohort came from a collection of samples
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stored at the Vall d Hebron Research Institute (VHIR), which had diffusion-
weighted imaging (DWI) data on magnetic resonance imaging (MRI).

The results of the first study showed that Apo-CllIl, IL-6, and VWF were the
most effective in discriminating TIAs from mimics after adjustment for clinical
variables. The area under the ROC curve (AUC) was 0.73 for ApoC-lIl, 0.74
for IL-6, 0.74 for vVWF, and 0.72 for the clinical model. The likelihood ratio
test indicated that these biomarkers had better fit than the clinical model alone:
Apo-CIII (p £0.031), IL-6 (p < 0.030), and vWF (p <0.040). The PanelomiX
results indicate the following cohort points for the final model numerical
variables: Apo-ClIl >132.29 ng/mL, IL-6 >5.45 pg/mL, VWF <280.09%,
NIHSS score >4.5, and age >41.5 years with a sensitivity of 100% and a
specificity of 28% to distinguish TIAs from mimics, with a positive case being

when two of the criteria are met.

The results of the second study revealed that the highest H-FABP levels were
in individuals with TIA compared to TIA simulators [3.10 ng/mL (IQR 2.13-
4.78) vs. 1.70 ng/mL (IQR 1.23-2.38)] (p<0.001). The diagnostic performance
of H-FABP, assessed by AUC, was 0.83 (95% CI: 0.76-0.90) for the final
model, indicating good discriminatory ability. PanelomiX software determined
a combined cutoff of >1.85 ng/mL for H-FABP, age >42.5 years, and baseline
NIHSS >3.5 with a sensitivity of 100% and specificity of 23.30%.

Conclusions: The studies presented in this thesis indicate that blood
biomarkers, especially Apo-CllIl, IL-6, vWF, and H-FABP, can significantly
improve TIA's early and accurate diagnosis, differentiating it from other
conditions that mimic its symptoms. Furthermore, although biomarker

measurement techniques remain challenging, point-of-care testing promises to
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improve accessibility and efficacy, and the results of the second cohort,
therefore, support the potential use of POCT in emergency departments and
primary care settings. However, the results of this work are preliminary, and
further research with larger samples is required to validate these findings and

establish their definitive clinical utility.
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ABREVIACIONES:

AIT Ataque isquémico transitorio

TOAST Del inglés Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment
OMS Organizacién Mundial de la Salud

HTA Hipertension Acrterial

RM Resonancia Magnética

TC Tomografia Computacional

FA Fibrilacion Auricular

NIH Del inglés National Intutite of Health

POCT Del inglés Point of care test

Apo-ClIlI Del ingles apolipoprotein CllI

TNFa Factor de necrosis tumoral o

PCR proteina C reactiva

GROA Del inglés growth-related oncogene-a.

AUC Del inglés Area Under de Curve

ROC Del inglés Receiver Operating Characteristic Curve
DWI Del inglés Diffusion weighted image

STEMI Del inglés ST-elevation myocardial infarction
ATIII Antitrombina

GFAP Proteina &cida fibrilar glial

NMDA Del inglés N-methyl-D-aspartarte
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NDKA
LCR
UFD1
hsCRP
sCD40L
ApoC-111
GROA
LRT
TRL

FT

IL-6
NT-proBNP
VAP-1
VWF

HFABP

Del inglés Nucleoside Diphosphate Kinase A
Liquido Cefalorraquideo

Proteina de degradacion de fusion de ubiquitina 1
Proteina C reactiva de alta sensibilidad

Ligando CD40 soluble

Apolipoproteina CIlI

Oncogén a relacionado con el crecimiento

Del inglés Likelihood ratio test

Del inglés Triglyceride-rich lipoproteins

Factor Tisular

Del inglés Interlukine-6

Del inglés N-terminal pro-B-type natriuretic peptide
Del ingles vascular adhesion protein-1

Del inglés von Willebrand factor

Del inglés Heart-Fatty Acid Binding Protein
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Introduccion

Para tener una mejor comprension de lo que es un ictus es importante hacer un
breve repaso de lo que pasa en nuestro organismo a nivel fisiolégico. Como
sabemos la sangre se bombea desde el corazdn al resto del cuerpo, incluido el
cerebro. Para que la sangre llegue al cerebro debe pasar a través de las arterias
carotida interna y vertebral, las cuales se ramifican y posteriormente se unen
para formar la arteria basilar. Esta union anastomética entre las circulaciones
anterior y posterior, ubicada en la parte inferior del cerebro, se conoce como
Circulo de Willis. Esta estructura distribuye la sangre de manera uniforme por
todo el cerebro, por lo que la obstruccién o rotura de una arteria dentro del

circulo de Willis puede provocar un ictus (Figura 1a) [1].

El ictus en rasgos generales es conocido por ser un evento vascular grave y
multifactorial que abarca un amplio espectro de patologias cerebrovasculares.
Este trastorno neuroldgico afecta el parénquima cerebral, provocando dafio

tisular grave y pérdida de funciones neuroldgicas.

Este trastorno vascular se divide en dos tipos principales: El ictus isquémico y
el ictus hemorrégico. El primer tipo, ictus isquémico, se caracteriza por una
interrupcion o disminucion repentina del flujo sanguineo y es el tipo mas
comun de ictus. Esta alteracion se debe a la formacion de un coagulo que
bloquea el flujo de sangre al cerebro. Como resultado, el area del cerebro
afectada se ve privada de oxigeno y nutrientes esenciales, que eventualmente

provoca la muerte celular y un dafo cerebral grave.

El segundo tipo, ictus hemorragico, ocurre cuando un vaso sanguineo que

irriga sangre al cerebro se rompe, lo que provoca una hemorragia dentro del
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Introduccion

cerebro. Esta ruptura puede causar un dafio significativo al aumentar la presién
intracraneal y reducir el suministro de sangre al tejido cerebral circundante,

por lo que la mortalidad en este caso es muy alta.

En ambos casos, los resultados pueden ser devastadores, induciendo la muerte
de partes del tejido cerebral y provocando multiples discapacidades fisicas y

cognitivas. En el peor de los casos, puede resultar en la muerte del paciente.

Los sintomas del ictus varian dependiendo de la ubicacion de la arteria
afectada, ya sea en el hemisferio derecho o izquierdo, o en las regiones superior
o inferior (Figura 1b).

b Hemisferioizquierdo _: __  Hemisferio derecho

%s Rroblemas de percepcion
'\ ‘helistica (incapacidad para

eslimar distancias).
-\f' dida de memoria a corto

-

4
« Déficits en funciones //. v
cognitivas relacionadas ¢o

plazo. i‘f N\ )

* Problemas visual gcampo « P mas visuales (campo
derecho). S rdo).

* Problemas percepiivos L. en la funcién ejecutiva
(Orientacion). S portamiento impulsivo).

« Déficits en habilidade$h & 2 icit en las habilidades
motoras (Paralisis del s .\A//ﬁwotoras (paralisis del lado

derecho del cuerpo). i izquierdo del cuerpo).

Figura la Muestra las principales arterias que forman el circulo de Willis. Creado con
BioRender.com. Figura 1b Muestra los diferentes sintomas del ictus segun el hemisferio
afectado.

Para ayudar en la identificacion rapida del ictus, se ha desarrollado el acrénimo
FAST-por sus siglas en inglés- (Face drooping -Caida de la una parte de la
cara-, Arm weakness -Debilidad en los brazos-, Speech difficulties -Dificultad
para hablar-, Time to call emergency services -Tiempo de llamar a

emergencias-). Este recurso mnemonico esta dirigido a ayudar al publico a
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Introduccion

reconocer posibles ictus, reduciendo asi el tiempo entre la aparicion de los
sintomas y la intervencion médica. Es esencial recordar que el tratamiento
oportuno es crucial para minimizar los resultados adversos y mejorar las

perspectivas de recuperacion (Tabla 1).

Tabla 1 Resumen de los principales sintomas de un ictus en la palabra FAST

Face Arm Speech Time

Puede haberse Es posible que no | Puede arrastrar las | Llamar a los
caido de un lado | pueda levantar palabras, ser servicios de

del rostro y no ambos brazos 'y confuso o0 no poder | emergencia si se
poder sonreir. mantenerlos alli. | hablar en absoluto. | ha notado alguno

de estos sintomas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el ictus es la segunda causa
de muerte y la tercera causa de discapacidad en todo el mundo [2] [3]. En
Europa, es la segunda causa mas comun de muerte y una de las principales
causas de discapacidad, afectando a 1,1 millones de habitantes cada afio [4].
Mientras que la mortalidad asciende a mas de 1 millon de muertes anuales, el

15% de estas muertes ocurren prematuramente, antes de los 65 afos [5].

El ictus es también la principal causa de ingreso hospitalario por enfermedades
neuroldgicas y la causa mas frecuente de demanda de atencion en servicios
para enfermedades neuroldgicas graves [6]. Este aumento de la tasa de
hospitalizacién pone en relieve la importante carga que las enfermedades

cardiovasculares suponen para los sistemas sanitarios.
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Introduccion

Como se menciond anteriormente, el ictus es una enfermedad heterogénea con
una gran variedad de factores de riesgo aditivos. Numerosos factores de riesgo
se asocian con un ictus, siendo los mas frecuentes: Edad, sexo, genética,
hipertension, hiperlipidemia, diabetes mellitus, obesidad y tabaquismo. Es
importante destacar que cinco de estos factores de riesgo (hipertension,
hiperlipidemia, diabetes mellitus, obesidad y tabaquismo) son modificables
[7]. Interesantemente, el estudio INTERSTROKE encontr6 que algunos de los
factores de riesgo modificables, como la actividad fisica, la dieta y la
hipertension arterial (HTA), son responsables del 90% del riesgo de sufrir un
ictus [8].

A pesar de un mejor control de los factores de riesgo vascular, el aumento de
laincidenciay prevalencia del ictus ha seguido incremento en los Gltimos afios.
Este aumento de incidencias a lo largo del tiempo se explica mejor por el
envejecimiento de la poblacion. Los procesos relacionados con la aparicion del
ictus, comunes en una edad avanzada, son la disminucién del flujo sanguineo
de la microcirculacion, la alteracion de la angiogénesis y el desarrollo de
aterosclerosis [9]. Por lo tanto, el envejecimiento no s6lo es un importante

factor de riesgo, sino también un indicador de malos resultados.

Por otro lado, un segundo factor indicativo de un alto riesgo de sufrir ictus es
el sexo. En concreto, el estudio realizado por Sohrabji et al; indica que los
esteroides sexuales femeninos son un factor protector contra el ictus. Esto se
debe a que los astrocitos femeninos producen mayores cantidades de factores
de crecimiento que los astrocitos masculinos. Sin embargo, a medida que los
procesos de envejecimiento avanzan los niveles de estrogeno disminuyen. Por

lo que después de la menopausia, las mujeres mayores muestran una
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Introduccion

mortalidad significativamente mayor y peores resultados tras un ictus que los

hombres mayores [10].

Sélo en Espafa, los datos de la Encuesta de Morbilidad Hospitalaria del
Instituto Nacional de Estadistica indican que en 2023 se registraron 23.173
muertes por ictus [11]. Esto indica que el ictus conlleva importantes cargas
socioecondmicas, las cuales afectan a la atencion sanitaria y a los servicios
sociales. Los supervivientes de un primer ictus se enfrentan a un alto riesgo de
sufrir otro ictus, con un riesgo cada vez mayor de hemorragia durante los seis
meses siguientes. Asimismo, las tasas de mortalidad pueden aumentar entre un
10% y un 12% dentro de los primeros 30 dias después de un derrame cerebral

posterior [12].

El 87% de los ictus son isquémicos y ocurren cuando se obstruye un vaso que
suministra sangre al cerebro. Este tipo de ictus puede resultar de una estenosis
gradual (aterotrombosis) o de una oclusion repentina (embolia) de una de las
arterias cerebrales. El 13% restante de los ictus son hemorragicos, los cuales
son causados por la rotura de un vaso sanguineo y el posterior sangrado en el
tejido cerebral circundante. El ictus hemorrégico se clasifica en hemorragia
intracraneal (ubicada en el parénquima cerebral) y hemorragia subaracnoidea
(ubicada en la superficie del cerebro). A pesar de su menor frecuencia en
comparacion con los isquémicos, este tipo de ictus representa la tasa de
mortalidad mas alta y sus consecuencias son mas graves tanto a nivel fisico

como cognitivo [13].

Dentro de la clasificacion de los ictus isquémicos se encuentran el ataque
isquémico transitorio (AIT) y el ictus isquémico menor, ambos causados por

un coagulo de sangre. Por una parte, el AIT se caracteriza por una corta
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duracion de la interrupcion del flujo sanguineo y una rapida resolucién de los
sintomas y se consideran una sefial de advertencia de un ictus futuro. Mientras
que la duracion de los sintomas del ictus isquémico menor es mas prolongada,
siendo mas leves que un ictus agudo y suele durar mas de 24 horas. Asimismo,
este tipo de ictus puede dejar evidencia de dafio cerebral permanente, aunque
usualmente menos grave que el ictus establecido. Aunque a menudo se
confunden o se usan indistintamente, los AIT y los ictus isquémicos menores
se diferencian clinicamente y mediante hallazgos de neuroimagen (figura 2)
[14] [15].

ICTUS
* A 4
Ictus Isquémico Ictus Hemorragico
Clasificacion TOAST
(Causa del ictus)
Ataque Isquémico Ictus Menor
Transitorio (AIT) 1. Aterosclerosis de

grandes vasos

2. Cardioemboélico
Imitaciones (enfermedades con
sintomas similares pero sin
accidente cerebrovascular).

3. Arterio-oclusién
pequeiia (infarto
lacunar)

4. Casos inusuales

5. Etiologia
indeterminada

Figura 2 Esquema de la clasificacion del ictus.

La etiologia se refiere a la causa u origen de una enfermedad. En el caso del
ictus isquémico se puede subdividir segun la distribucion vascular que a
menudo esta influenciado por factores de riesgo. El ensayo de Org 10172 en el
tratamiento del ictus agudo (TOAST por sus siglas en inglés -Trial of ORG

10172 in Acute Stroke Treatment-), descrito en 1993, proporciona un sistema
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de clasificacion que estratifica este tipo de ictus en cinco subtipos diferentes

[16], lo que ayuda a comprender y categorizar sus causas.

1. Aterosclerosis de grandes vasos: La aterosclerosis se caracteriza por
la acumulacién de desechos celulares, calcio y otras sustancias en el
revestimiento interno de las arterias, lo que provoca la formacion de
placas que suelen afectar a las arterias grandes y medianas, provocando
su estrechamiento. Ademas, esta formacion de placa puede provocar la
oclusion de una arteria vertebral, que suministra sangre al cerebro, o la
formacion de un coagulo. Si este coagulo obstruye el flujo sanguineo
al cerebro puede producirse un derrame cerebral, un ictus o un ataque
isquémico transitorio. Las lesiones aterosclerdticas de las grandes

arterias estan proximales al territorio vascular [17].

Esta condicion es responsable de aproximadamente entre el 30% vy el
43% de todos los ictus isquémicos [18]. Hay dos tipos de ictus

isquémicos causados por placa aterosclerotica:

o lIctus aterotrombotico: Iniciado por la formacién de un

coagulo de sangre dentro de la pared de una arteria [17].

o lctus embdlico: Ocurre cuando se forma un coagulo de sangre
en un lugar alejado de la obstruccion, generalmente en el

corazon o en las arterias grandes del cuello [17].

Segun los hallazgos clinicos y anatémicos, los pacientes que presentan
una aterosclerosis de grandes arterias se pueden clasificar en cuatro
diferentes escenarios: Estenosis carotidea extracraneal asintomatica y
sintomética, enfermedad  vertebrobasilar  aterosclerética y

aterosclerosis intracraneal [19].
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Finalmente, para diagnosticar un ictus aterotrombético, debe haber
estenosis u oclusion mayor al 50% de una arteria cerebral/cortical
principal, presumiblemente debido a aterosclerosis, demostrada
mediante diversas técnicas de imagen. Ademas, los infartos deben ser
mayores de 15 mm y afectar el cerebelo, el tronco del encéfalo, la

corteza y las regiones subcorticales [18].

Ictus cardioembdlico: Los ictus cardioembdlicos representan entre el
20 % y el 30 % de todos los ictus isquémicos. Este tipo se caracteriza
por la presencia de una posible embolia intracardiaca en ausencia de
enfermedad arterial, lo que representa la base del diagnéstico clinico
[18].

La embolia formada en el corazon que viaja al cerebro puede ocurrir de

tres maneras diferentes:
1. Paso anormal de la circulacién venosa a la arterial.

2. Se formaron trombos en una camara cardiaca izquierda

agrandada y en estasis sanguineo.
3. Liberacion de material de una superficie valvular anormal.

En el diagndstico de esta clasificacion de ictus, generalmente los
patrones de tomografia computarizada (TC) y resonancia magnética
(RM) implican una lesién en un territorio cortical [20]. La que se ve
acompafada por el estudio de los factores de riesgo, de los cuales los
mas comunes para este tipo de ictus incluyen la edad, la hipertension,
la diabetes mellitus, el tabaquismo y la fibrilacién auricular (FA),

siendo esta Gltima la patologia cardiaca mas frecuente entre los infartos
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cardioembdlicos. Por lo que, la FA es el factor de riesgo mas estudiado

relacionado con el ictus cardioembolico [20].

Estudiar este tipo de ictus es crucial ya que la embolia cardiaca provoca
los ictus mas graves en comparacion con otros subtipos. Finalmente,
como método de prevencién secundaria se ha sugerido que el
tratamiento con anticoagulantes orales puede prevenir hasta el 70% de

los ictus en pacientes con FA [21].

Arterio-oclusién pequefia (infarto lacunar): El ictus lacunar resulta
de la oclusion de pequefias arterias en el cerebro debido a patologias
como microateromas y lipohialinosis. Estas lesiones suelen medir
menos de 15 milimetros de diametro y se localizan en la zona
subcortical [22]. Los ictus lacunares representan entre 25% y el 30%
de los ictus isquémicos y son una de las principales causas de deterioro
cognitivo y discapacidad, especialmente en pacientes con edad

avanzada e hipertension [18].

En esta clasificacion, los sintomas clinicos del infarto cerebral
generalmente se desarrollan con la aparicién de la hipertension o
durante periodos de aumento de los valores de presion arterial. El
infarto pequefio y profundo es la base estructural del ictus lacunar, esta
se asocia hasta en un 45% de los casos con demencia y en un 30% de

los casos con discapacidad moderada-severa en su evolucion [23].

En cuanto al diagnostico, el método utilizado por excelencia es la RM
con imégenes potenciadas en difusion. Sin embargo, debido al alto
costo y la limitada disponibilidad de esta prueba de imagen, TC se

utiliza como alternativa. A pesar de esto, la TC no es tan sensible como
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la RM, por lo que el diagnostico de este tipo de ictus sigue

representando un desafio para la practica clinica [24].

4. Ictus de causas inusuales: Alrededor del 11 % de los ictus isquémicos
se deben a enfermedades raras. Esta categoria incluye pacientes con
causas poco comunes del ictus, y los AIT a menudo se atribuyen a
dichas causas [18]. Se sabe poco sobre este tipo de ictus, ya que rara
vez se ha informado de su etiologia o caracteristicas clinicas. Sin
embargo, es de suma importancia reconocer la causa atipica que ha
llevado a la aparicion del ictus, ya que esto tiene importantes
implicaciones en el manejo y tratamiento del mismo. Los trastornos
comunes en esta categoria incluyen vasculopatias no ateroscleréticas y

estados de hipercoagulabilidad o enfermedades hematoldgicas [25].

5. Ictus de etiologia indeterminada: En muchos casos, la causa de un
ictus no se puede determinar con certeza. Por lo tanto, esta Gltima
categoria engloba a todos los pacientes que, a pesar de una evaluacion
exhaustiva, no tienen una causa determinada o por el contrario
presentan multiples causas. En algunas ocasiones las causas pueden
pasar desapercibidas, especialmente aquellas que requieren un estudio
cardioldgico detallado, como es el caso de la fibrilacién auricular

paroxistica.

Como hemos ido mencionando a lo largo de los capitulos anteriores, el AIT es

un evento vascular caracterizado por una duracion corta y una mejoria
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espontanea. Este evento vascular, ocurre cuando el flujo sanguineo que va a
una parte del cerebro se bloquea o disminuye brevemente, lo que lleva al inicio
de la cascada isquémica sin que resulte en un infarto agudo visible. Este
trastorno neuroldgico se acomparia de alteraciones globales o focales en la
funcion cerebral que regularmente duran menos de 24 horas. EI AIT se
considera una de las emergencias neurol6gicas mas comunes debido a la mayor
incidencia de ictus después de un episodio de AIT [26] [27]. Por lo tanto, este
evento neurolégico sigue representando un importante problema de salud
publica, con una prevalencia de aproximadamente 50 por 100.000 personas por
afio [4].

En el registro de ictus de Lausana se indico que alrededor de la década de 1990
la prevalencia de AIT antes del ictus podia llegar al 40% [28]. Esta cifra
aumentaba al 50% si s6lo se tenia en cuenta el ictus aterotrombdtico [29]. Hoy
en dia, estas cifras se han reducido considerablemente debido al mejor manejo
de varios factores de riesgo y de los AIT, asi mismo los avances tecnoldgicos
han impactado directamente en la atencion médica, haciendo esta més eficiente
y mejorando el diagndstico clinico. Por otra parte, la prevalencia de ictus
recurrentes después de un episodio de AIT, dentro de los 90 dias posteriores al
inicio de los sintomas, es actualmente del 10% y aproximadamente la mitad de
estos ocurren dentro de las primeras 24 horas. Se ha indicado que hasta el 80%
de los ictus después de un AIT podrian prevenirse, lo que destaca la

importancia de un diagnéstico preciso y un tratamiento temprano [30] [31].

Por otro lado, se ha informado que la incidencia de AIT en Europa es de 0,5 a
2,4 por 1.000 personas en una poblacion de 55 a 64 afos. Se ha observado un
aumento exponencial de la incidencia a medida que avanza la edad; ya que
entre los 75 y 84 afios, la incidencia asciende a 3,0 a 7,2y de 2,2 a 8,1 por

1.000, respectivamente [32].

pag. 20



Introduccion

La tasa de incidencia ajustada por edad en Esparia es de 29 por 100.000 y la
proporcion estimada de poblacion que sufrio un AIT es del 1,3%. Dado el
envejecimiento de la poblacion, es previsible que la incidencia de este aumente
en los préximos afios. En Espafia y otros paises europeos, las guias nacionales
de ictus cubren el tratamiento del AIT y existen sistemas especificos para su
atencion. Algunos estudios han informado sobre un impacto positivo en el
periodo de hospitalizacién y tratamiento del AIT [33] [34]. Por ejemplo, en el
2009 se publicé un estudio epidemioldgico denominado IBERICTUS, el cual
revel6 una tasa bruta de AIT de 0,37 por 1.000 habitantes al afio para el 2006
solo en Espafia. Entre los 530 casos de AIT registrados en el estudio, se produjo

una sola muerte durante la estancia hospitalaria [35].

Como se menciond anteriormente, el AIT es un evento de corta duracion. Por
lo regular en estos eventos transitorios, los sintomas suelen durar menos de una
hora, y s6lo en algunos casos persisten hasta 24 horas. Los sintomas principales
son los que se resumen en las siglas FAST (mencionadas en el capitulo uno).
Estos sintomas incluyen debilidad motora, defectos del campo visual y
trastornos del habla, como afasia y disartria. Otros sintomas menos comunes
pueden incluir paralisis completa de uno o ambos lados del cuerpo, vértigo,
mareos, problemas de coordinacion y equilibrio, y disfagia (dificultad para
tragar) [36]. Las manifestaciones clinicas mas comunes y poco comunes se

describen en la Tabla 2.

Tabla 2 Manifestaciones clinicas méas y menos comunes de un AIT, divididas en

tipos de sintomas y caracteristicas de los mismos.

AIT comuln AIT poco comuin
Tipos de sintomas Debilidad o torpeza de | Paralisis completa de
un lado de la cara o del | uno o ambos lados del

cuerpo.
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estos sintomas.

de

Habla  confusa o
confusa con la
conciencia clara.
Afasia.

Pérdida repentina del
lenguaje. Es posible

gue no pueda hablar en

absoluto.

Pérdida focal
espontanea y repentina
de la funcion
neuroldgica.

Presencia de factores de

riesgo vascular.

Resolucion completa de
los sintomas en 24

horas o menos.

Introduccion

Debilidad o

torpeza bilateral.

cuerpo.

habla.

Habla arrastrada y lenta

Problemas del

que podria representar
AIT con disfasia.

Problemas de memoria.

Sintomas de Vvértigo
(nduseas, inestabilidad,
etc.) o desmayos.

Inicio progresivo

Progresion y evolucion
de los sintomas
(cambios graduales).

Disestesias destacadas

Los factores de riesgo mas comunes en el AIT son similares a los del ictus

isquémico agudo. Entro estos encontramos la edad, la diabetes mellitus, la

hipertension arterial, el tabaquismo, el consumo de alcohol, el desequilibrio

del perfil lipidico, los antecedentes de eventos vasculares (personales y/o

familiares) y la predisposicion genética [37].

El riesgo de sufrir un ictus después de un AIT estéd influenciado por varios

factores. Estos incluyen antecedentes de multiples episodios de AIT en dos
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semanas, la presencia de sintomas corticales como afasia, negligencia y

hemianopsia, déficits motores, hipertension, entre otros [32].

Es fundamental reconocer todos estos factores de riesgo tanto en la prevencion
como en el tratamiento, ya que esto permite una intervencion adecuada y puede
disminuir drasticamente la probabilidad de sufrir otro ictus en el futuro. El
control de la hipertension y la glucemia en los diabéticos, dejar de fumar,
reducir el consumo de alcohol, asi como los cambios en el estilo de vida,
ayudan a minimizar el riesgo general de padecer un ictus. Del mismo modo,
algunos estudios sugieren que la deteccion y el manejo de los perfiles lipidicos
son muy Utiles para la reduccion del riesgo de sufrir un ictus [38] [39]. En
resumen, el AIT se considera un predictor clinico de eventos vasculares graves,
lo que hace que el diagndstico correcto de este evento vascular transitorio sea

una oportunidad para la prevencion secundaria.

La evaluacion inicial de un AIT es de suma importancia ya que ayuda a
determinar el tratamiento adecuado. Ademas, ayuda a establecer el tipo de

seguimiento del paciente como medida de prevencion secundaria.

Como regla general la evaluacion inicial se da por parte del médico de atencion
primaria, la cual habitualmente se realiza dentro de las 24 horas posteriores al
inicio de los sintomas. Si después de esta primera evaluacion, se tiene sospecha
de unictus agudo o AIT, se deriva al paciente a un especialista para determinar
la causa del evento vascular (aterosclerético, cardioembolico, lacunar, causa
indeterminada, causa rara) [40] [16]. Ademéas de la clasificacion TOAST
clésica (descrita anteriormente), los AIT se pueden clasificar segin las
manifestaciones clinicas y el territorio vascular afectado, como se muestra en
la tabla 3.
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Tabla 3 Clasificaciéon del AIT segun la manifestacion clinica y territorio vascular
afectado.

Manifestacion clinica Subcortical

Atipico

Cortical hemisférica

De retina

Territorio vascular Carétida

Vértebro -basilar

Ubicacion indeterminada

Dado que el AIT es un evento de corta duracion, es decir que los sintomas
desaparecen en menos de una hora [41], muchos de ellos a veces desaparecen
durante la evaluacién, lo que complica el diagndstico preciso para el
especialista en ictus o neur6logo. Entre las pruebas que se realizan para
determinar el diagndstico clinico se encuentran: Medicion de la presion
arterial, hemograma (para comprobar si hay colesterol alto o diabetes),
electrocardiograma o holter (para evaluar la regularidad de los latidos del
corazon), ecografia carotidea y transcraneal (para evaluar el estrechamiento o
bloqueo de las arterias del cuello que van al cerebro y/o las del cerebro), y
finalmente la neuroimagen cerebral (TAC/MRI), aunque no siempre son
necesarios, este tipo de pruebas solo suelen emplearse cuando la parte del

cerebro afectada no esta clara.

Pese a que el diagndstico del AIT es de gran importancia, en la actualidad no
se cuenta con una definicion clara de esta patologia. Una de las primeras

definiciones de este evento transitorio fue postulada en 1958 por el Instituto
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Nacional de Salud (NIH por sus siglas en inglés -National Intutite of Health-),
sugiriendo que los sintomas de AIT suelen durar desde varios segundos hasta
minutos, con algunas excepciones que duran varias horas [42]. Sin embargo,
en 1975, el mismo NIH establecié un limite de 24 horas para diferenciar el AIT

del infarto cerebral o ictus.

Por otra parte, el AIT es definido por la Sociedad Espafiola de Neurologia
como un episodio de disfuncidn cerebral focal o monocular con sintomas de
menos de 24 horas de duracion, causado por insuficiencia vascular por
trombosis o embolia arterial asociada a enfermedad arterial, cardiaca o
hematoldgica [25]. Sin embargo, este periodo de 24 horas se considera
arbitrario, ya que la mayoria de los TIA en realidad duran menos de una hora,
normalmente menos de 10 minutos. A pesar de esta breve duracion, el

diagnostico de AIT no debe dar una falsa impresién de levedad [43].

A pesar de que las anteriores definiciones ayudaron a establecer un limite
temporal de este evento y lograron mejorar en gran medida el diagnostico del
AIT y la deteccion de los mismos, los avances en tecnologia, estudios
epidemiolégicos y exploraciones de neurodiagnostico han demostrado la
necesidad de un cambio en la definicion de AIT. Aunque el AIT y el infarto
cerebral isquemico comparten el mismo sustrato fisiopatoldgico, el AIT, al ser
un evento transitorio que se resuelve por si solo, no deberia dejar evidencia de

lesion cerebral, mientras que el ictus isquémico si.

Gracias al avance tecnoldgico que se ha tenido durante los ultimos afios, los
estudios de neuroimagen sensibles al dafio tisular han demostrado que entre el
4% y el 20% de los pacientes clasificados inicialmente como AIT (usando la
definicion de 24 horas), presentan un infarto en el territorio vascular, y hasta

el 50% presentan anomalias en las secuencias de difusién [44] [45].
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En 2002, después de recopilar evidencia relacionada con la evolucion de la
definicion y las caracteristicas clinicas de este evento transitorio, el grupo de
trabajo de AIT propuso la siguiente definicion: "Un breve episodio de déficit
neuroldgico causado por isquemia focal o retiniana, cuyos sintomas clinicos

tipicamente se resuelven en menos de una hora, y sin aparente infarto agudo™

[46].

Un desafio importante en el diagnostico preciso del AIT es que la definicién
establecida fue establecida antes de la era de las imagenes avanzadas.
Inicialmente se basaba en el tiempo, con una limitacién temporal de 24 horas.
Posteriormente, los avances en los estudios de imagen han revelado lesiones
cerebrales asociadas a AIT con sintomas prolongados [47]. Por lo tanto,
recientemente se ha propuesto que la definicién deberia centrarse en los
sintomas transitorios sin lesiones isquémicas en las imagenes cerebrales, sin
ignorar la duracion de los sintomas, que normalmente duran menos de una
hora. Actualmente se ha aceptado como valido el propuesto por la American
Heart Association (AHA): "un episodio transitorio de disfuncion neuroldgica
causado por isquemia cerebral, espinal o retiniana focal, sin infarto agudo "
[48] [49].

Con el tiempo, la variacion en la definicion de AIT ha complicado su
diagnostico preciso. Ademas, la alta prevalencia de trastornos que presentan
sintomas similares a los de un AIT suele generar confusion. A estos
simuladores se conocen como “mimics ”, y se ha indicado que su prevalencia
varia entre el 20% y el 50 % de los casos de sospecha de los ictus isquémicos;
presentdndose mayormente en mujeres [50] [51]. Entre los trastornos
neuroldgicos mas comunes en el grupo de los mimics, se encuentran la
epilepsia, los trastornos por conversion, la migrafia, los tumores y la

hipoglicemia [52] [53]. Por otra parte, los pacientes méas susceptibles a estos
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mimics suelen ser mas jovenes, tener presion arterial baja y una puntuacion en
el NIHSS menor que la de un ictus establecido. Asimismo los sintomas de estos
trastornos suelen tener un comienzo gradual, con una severidad que fluctda en
el tiempo [50] [54].

Diferenciar entre estas condiciones (AIT vs Mimics) es extremadamente
desafiante, ya que el estandar de oro para un diagndstico preciso sigue siendo
la evaluacion clinica temprana por parte de un experto clinico. Esta evaluacion
se basa principalmente en la historia del paciente y la interpretacion del
experto. Ante la necesidad de revisar la interpretacion de la historia clinica, se
han propuesto como alternativa los estudios de imagen, aunque estos son
recursos limitados en muchos centros de urgencia y practicamente inaccesibles

en otros casos [50].

A pesar de los avances en la definicién de AIT, el diagndstico sigue siendo un
desafio para los médicos. En este sentido, los biomarcadores sanguineos se
perfilan como una herramienta potencial para mejorar el diagndstico, la
estratificacion del riesgo y el tratamiento individual, no solo del ictus agudo,

sino también de los ictus menores y AIT [55].

Un biomarcador es una sustancia medible que se encuentra en el cuerpo, como
una molécula, un gen o una caracteristica natural que permite la deteccion de
un proceso patologico o fisiologico especifico. Como el marcador es una
caracteristica medible, este puede evaluarse objetivamente como un indicador
de un proceso biolégico normal, un proceso patoldgico o una respuesta a un

tratamiento médico o terapéutico [56].
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Los biomarcadores pueden medirse o descubrirse utilizando diversas
metodologias, como tecnologia 6mica (genémica, proteémica, metabolomica

y lipidémica), entre otras.

A lo largo de los afios, se han presentado varios marcadores como candidatos
para el diagnostico y la prediccion del ictus [57]. Sin embargo, la mayoria de
los estudios han revelado varias deficiencias, en particular por el pequefio
tamafio muestral. Por tanto, los marcadores propuestos hasta ahora no se han

trasladado a la practica médica.

A pesar de estos desafios, se han identificado algunos biomarcadores
prometedores que podrian mejorar significativamente el diagnéstico y el
tratamiento del ictus. Por ejemplo, la antitrombina 111 (ATIII), el fibrindgeno
y la albumina modificada por isquemia muestran potencial para fines
diagnosticos. Del mismo modo, la proteina acida fibrilar glial (GFAP) vy el
microARN 124-3p se han propuesto para distinguir entre ictus isquémico y

hemorragico [58].

Descubrir el “marcador perfecto” implica varios pasos. Generalmente, este
proceso comienza con un analisis masivo de resultados analiticos y/o de
pruebas en una pequefia muestra de poblacion. A esto le sigue una prueba de
concepto, que conduce a un analisis final el cual implica una reduccién de

analisis en una poblacion mas grande.

Especificamente en el caso de biofluidos como sangre u orina, el desarrollo y
descubrimiento de biomarcadores implican primero la identificacion de varios
marcadores candidatos que a menudo estan estrechamente asociados con un

proceso bioldgico especifico. El siguiente paso es la confirmacion o
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verificacion de la expresion diferencial de los biomarcadores propuestos en el
paso inicial (en el caso de los genes). Posteriormente, se realiza el desarrollo
del ensayo y la validacién de la reproducibilidad de los marcadores
seleccionados. Finalmente, los marcadores que generan caracteristicas
comunes, en los que ya se ha establecido sensibilidad y especificidad, pasan a
la siguiente fase que es la toma de decisiones en los ensayos clinicos. En este
ualtimo paso, los marcadores se cuantifican y en algunos casos se utilizan en

programas de desarrollo de farmacos [59] [60] (Figura 3).

Figura 3 Pasos en el descubrimiento de biomarcadores.

Aunque existen varias técnicas para medir una proteina, como la
micropolaridad de fluidos, la inmunofluorescencia, los inmunoensayos, etc.,
en la actualidad no existe ninguna técnica especifica que pueda medir de forma
rapida y eficiente diversos marcadores. Lo que representa uno de los
principales problemas practicos para la mayoria de los biomarcadores. Sin
embargo, las pruebas en el punto de atencion (POCT) ofrecen una alternativa
rentable y eficiente para la medicion de estas proteinas en la practica clinica.
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El POCT es una prueba de laboratorio clinico que se realiza cerca del lugar de
atencion al paciente y proporciona resultados rapidos. Este rapido proceso
permite al personal de atencién médica implementar tratamientos adecuados
con prontitud, lo que conduce a mejores resultados clinicos y econdémicos en
comparacion con las pruebas de laboratorio tradicionales. Los avances
tecnoldgicos, como la miniaturizacion de la electronica y la mejora de la
instrumentacion, han revolucionado el POCT, permitiendo el desarrollo de
dispositivos mas pequefios y precisos. Este pequefio dispositivo puede ser
utilizado por varios profesionales sanitarios y, en algunos casos, incluso por

los propios pacientes [61].

Sin embargo, a pesar de los beneficios mencionados la mayoria de estos
dispositivos estan disefiados para medir una molécula especifica y su
implementacion en la practica clinica se ha retrasado por multiples razones
[62].

En los dltimos afios, numerosas disciplinas médicas han utilizado cada vez méas
biomarcadores sanguineos [63] [64]. En el caso del campo neurovascular, la
investigacion se ha centrado predominantemente en el ictus agudo,
especialmente el ictus isquémico. En este sentido contar con biomarcadores
con alta especificidad para la isquemia cerebral seria muy beneficioso para el
diagnostico de AIT o ictus establecidos, lo que conduciria a tratamientos més
precisos y oportunos. Por el contrario, los biomarcadores con alta sensibilidad
podrian ayudar a descartar otras afecciones que imitan la isquemia cerebral,
reduciendo la probabilidad de diagnosticos erréneos y garantizando que cada

paciente reciba la atencion méas adecuada.
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Especificamente, los marcadores que se han propuesto para los ictus
isquémicos estan estrechamente relacionados con el proceso de la cascada
isquémica. Recordemos que, al igual que en ictus isquémico, en el AIT hay un
cese del flujo sanguineo que altera el equilibrio de la unidad neurovascular y
la autorregulacion cerebral. A partir de esto se inician las primeras fases, en el
cual se generan diversos metabolitos en el cerebro, que cruzan la barrera
hematoencefédlica y entran al torrente sanguineo, activando el sistema
inmunoldgico y produciendo anticuerpos. El inicio de esta cascada implica que
se desencadenen otros fenémenos, como la inflamacion, la apoptosis o el estrés
oxidativo, que contribuyen al dafio causado por la isquemia cerebral [65]
(Figura 4).
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Figura 4 Principales procesos de la cascada isquémica. Figura adaptada de Endres et al.
(2008). [65] Creado con BioRender.com.
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La principal dificultad para utilizar marcadores o proteinas en el diagnéstico
de AIT es que la mayoria de estos procesos ocurren dentro de los primeros
minutos u horas después de la oclusion vascular (fase hiperaguda), lo que
dificulta su deteccion en la practica clinica. Sin embargo, los fenémenos
posteriores juegan un papel fundamental en la isquemia cerebral y pueden
convertirse en fuente del biomarcador (Fase aguda y subaguda). En
consecuencia, muchos estudios se han centrado en identificar marcadores
relacionados con estos procesos posteriores, como inflamacidn, apoptosis, etc.
Asimismo, se han investigado diferentes marcadores proteicos de origen no
cerebral por su potencial utilidad en el diagnostico de ictus o AIT. Los
ejemplos incluyen apolipoproteinas, factor de necrosis tumoral o (TNFa),
proteina C reactiva (PCR), S-100b y del factor von-Willebrand (VWF) [57]
[66] (Figura 5).

Marcadores no
especificos de cerebro
Factor-a

TNF-a

ApoC-lil

$-100b

H-FABP

Pro-inflamatoria: Anti
Citoquinas (IL-18, IL-2, Citc
IL-8, IL-8, IL-12a, TNF), 4, IL

Figura 5 Cronologia de las diferentes fases fisiopatoldgicas del ictus y biomarcadores

relacionados con este evento vascular. Parcialmente creado con BioRender.com.

Aunque la mayoria de estos estudios se han centrado en el ictus isquémico, los

mismos marcadores propuestos podrian usarse para identificar el AIT en un
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futuro. Esta propuesta se basa en el conocimiento de la investigacién de la

isquemia cardiaca y el uso de la troponina como marcador.

Como sabemos, la troponina es una proteina especifica del dafio cardiaco que
normalmente no se detecta en la sangre. Sin embargo, esta molécula esta
elevada y puede detectarse cuando hay dafio en el musculo cardiaco. Por lo que
se ha sugerido que los niveles de esta proteina se correlacionan positivamente
con la extension del dafio cardiaco. Con lo cual, la medicion de esta molécula
se utiliza para diferenciar los diferentes tipos de eventos cardiacos, como
angina inestable (isquemia sin elevacion de troponina), no STEMI (por sus
siglas en inglés -no ST-elevation myocardial infarction-) y STEMI (por sus
siglas en inglés -ST-elevation myocardial infarction-) [67] [68]. Con los
avances en la medicion de los marcadores se pretende identificar una proteina
especifica para las lesiones vasculares, similar a la troponina para las lesiones

cardiacas.

La investigacion sobre biomarcadores de lesion isquémica aguda neuronal ha
identificado varias herramientas de diagnostico prometedoras que pueden
distinguir el AIT de otros ictus. Se ha prestado especial atencion a los
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), que desempefian un papel crucial
en la transmision sinaptica y la plasticidad [69] [70]. Después de la isquemia
cerebral se ha reportado que la expresion de los niveles plasmaticos de
autoanticuerpos contra las subunidades NR2A/2B se encuentran elevados en
pacientes con AIT e ictus isquémico aunque estos datos nunca se han replicado

por grupos independientes [71].

Otro biomarcador notable para el diagnéstico temprano incluye la proteina DJ-

1y el nucle6tido difosfato quinasa A (NDKA-por sus siglas en inglés). DJ-1,
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codificado por el gen PARK?7, es conocido por su papel en la proteccién de las
células cerebrales del estrés oxidativo. Por otro lado, los niveles de NDKA
aumentan en el liquido cefalorraquideo (LCR) después de eventos isquémicos.
La proteina de degradacion de fusion de ubiquitina 1 (UFD1), la proteina
basica de mielina (MBP), la proteina de union a acidos grasos del corazon (H-
FABP), UFD1, el péptido NR y el péptido NR2 también son biomarcadores
importantes. Sin embargo, su implementacion en la practica clinica requiere

aun de més investigacion [71] [72].

Por otro lado, se han propuesto los biomarcadores relacionados con la
coagulacion y la inflamacion para evaluar el riesgo de ictus. Se ha observado
que los niveles elevados de fibrinGgeno estan relacionados con ictus
isquemicos recurrentes, mientras que los niveles elevados del factor von
Willebrand (VWEF) se correlacionan con ictus severos y malos resultados
clinicos [73]. Asimismo, se ha demostrado que los marcadores inflamatorios,
como la proteina C reactiva de alta sensibilidad ( hsCRP ) y el ligando CD40
soluble (sCD40L), se correlaciona con el ictus recurrente y los malos
resultados en pacientes con AIT [71] [74]. Del mismo modo, las citocinas
inflamatorias y los biomarcadores como la copeptina, un marcador sustituto de
la arginina vasopresina (AVP), se ha relacionado con el pronostico para
predecir el riesgo de ictus en pacientes con AIT, especialmente cuando se
integran con puntuaciones de riesgo existentes como la puntuacion ABCD2
[75].

Finalmente, la identificacion y validacién de biomarcadores especificos para
AIT tiene un gran potencial para mejorar la precision del diagnéstico y los
resultados de los pacientes. La investigacién continua y los avances en

protedbmica y biologia molecular son esenciales para integrar estos
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biomarcadores en la practica clinica habitual, mejorando el manejo y el
tratamiento de los AIT e ictus. Dado el alto riesgo de recurrencia después de
un AIT, la evaluacién diagnostica temprana y el manejo terapéutico son
cruciales. Las escalas de riesgo como la ABCD vy sus variantes podrian
mejorarse incorporando biomarcadores, optimizando su precision a la hora de
estratificar el riesgo. Esta integracion permitiria una evaluacion mas precisa de
la condicion del paciente, lo que conduciria a mejorar los tratamientos y los

resultados a largo plazo.
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Objetivos

Los objetivos de la presente tesis doctoral son los siguientes:

General:
1. Determinar biomarcadores sanguineos para mejorar el diagnéstico del
AlIT.

Especificos:
1. Evaluar el papel de H-FABP como marcador para identificar lesiones
isquémicas determinadas mediante resonancia, resultados de
neuroimagen positivos (MRI-DWI positivo) vs negativos (MRI-DWI

negativo), en pacientes diagnosticados con AIT.

2. Evaluar el papel de H-FABP como marcador para el diagnostico

preciso de AIT frente a un evento que simula un ictus.

3. Evaluar un panel de biomarcadores para el diagndéstico precoz del AIT.
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Materiales y Métodos

Para lograr los objetivos descritos anteriormente, esta tesis doctoral utiliza
muestras de sangre de dos cohortes diferentes. A continuacion, se muestra una
descripcion de estas cohortes y las técnicas utilizadas para medir las muestras

en cada estudio.

El objetivo de este estudio fue determinar las diferencias en el riesgo de nuevos
episodios isquémicos entre pacientes con AIT, considerando datos temporales
y de neuroimagen junto con los hallazgos ecogréaficos. El estudio incluyd
pacientes con AIT que fueron atendidos dentro de las primeras 24 horas por un
neurdlogo en el departamento de emergencias. Los pacientes se sometieron a
una resonancia magnética como parte del protocolo del estudio dentro de los 7
dias posteriores al inicio de los sintomas. Para nuestro subestudio se trabajé
con un total de 91 participantes. De estos, se detecto lesion tisular (DWI
positivo) en 18 pacientes, mientras que los 73 participantes restantes

obtuvieron un resultado negativo (DWI negativo).

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
- Edad >18 afios.
- Diagnéstico de AIT.
- Realizacién de una prueba de neuroimagen dentro de las 24 horas

siguientes al inicio de los sintomas clinicos.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

- Diagnostico diferencial (causas de déficit cerebral transitorio de
menos de 24 horas que simulan un verdadero AIT).

- Incapacidad para obtener muestras de sangre.
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Protocolo de resonancia magnética

La resonancia magnética se realiz6 antes de un nuevo ictus de seguimiento.
Todos los casos se estudiaron inicialmente con TC sin contraste para excluir a
los pacientes que presentaban una lesion isquémica. Para las imagenes por
resonancia magnética se utilizd un sistema de adquisicion de iméagenes de
cuerpo entero de 1,5 T con un gradiente de 24 mT /m, un tiempo de subida de
300 ms y un receptor con capacidad de ecoplanar equipado con una
sobremarcha de gradiente (Magnetom Vision Plus; Siemens Medical
Systems). Ademas, se utilizd una secuencia de pulso plano-eco-espin-eco de
un solo disparo con valores b de gradiente de difusion de 0, 500 y 1000 seg/mm
alo largo de los 3 ejes ortogonales en 15 secciones axiales, utilizando secciones
de 5 mm de espesor, un espacio entre cortes de 1,5 mm, y un campo de vision
de 230 mm, y matriz 96 128. El tiempo de adquisicion fue de 56 segundos. La
anomalia del tejido se definié como areas de alta intensidad de sefial en DWI
isotropico (disminucion del movimiento del agua) que reflejan una lesion
isquémica aguda, considerada como DWI positiva. Si no habia pruebas de

darios, se consideraba un DWI negativo [76].

El estudio StrokeChip fue un estudio prospectivo, observacional y
multicéntrico realizado en seis hospitales diferentes de Catalufia entre agosto
de 2012 y noviembre de 2013. El estudio originalmente incluy6 a sujetos que
presentaban sospecha de ictus agudo, determinado por el médico tratante en

las 6 horas siguientes al inicio de los sintomas.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
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- Edad >18 afios.

- Sospecha de ictus en la primera valoracion médica con sintomas
persistentes a la llegada a urgencias.

- Toma de muestras de sangre dentro de las 6 horas posteriores al inicio
de los sintomas.

- Extraccion de sangre antes del tratamiento trombolitico.

- Consentimiento informado firmado.

*En los casos en los que no se determind el momento de aparicion del ictus,
se considero el momento de aparicion la ultima vez que se supo que el paciente

estaba asintomatico.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

- Incapacidad para obtener muestras de sangre.
- Pacientes que no pudieron recibir un diagnéstico preciso dentro del mes

posterior al evento.

En el estudio original se incluyeron un total de 1.307 pacientes, abarcando
casos de ictus isquémicos, hemorragicos y mimicos. Para el primer objetivo,
se trabajo con un total con 103 pacientes AIT y 131 con Mimics. Para el

segundo objetivo, se compararon 131 casos de AIT con 44 casos de Mimics.

3.3 Medicion de biomarcadores

En ambos estudios la sangre se recogiod en tubos de suero y plasma en el
momento de la inclusién, se centrifug6 a 1.500 g a 4 °C durante 15 min y se
congelaron alicuotas de suero y plasma a -80 °C hasta la determinacion del

biomarcador.
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Para evaluar H-FABP como marcador para el diagnostico preciso de AIT
(comparando AIT frente a Mimic y DWI positivo frente a DWI negativo), se
utilizd un sistema de POCT. Los niveles séricos de esta proteina se
determinaron mediante una prueba rapida (TBICheckTM, ABCDx SA, Suiza).
Esta es una prueba inmunocromatografica que permite la determinacién
cuantitativa de H-FABP en sangre total, suero o plasma en 15 minutos,
proporcionando la concentracion de H-FABP en ng/ml. Primero se colocan 25
ul de suero y una gota de diluyente (del mismo kit) en la tira reactiva, para
luego introducirla en el Cube Reader segun las instrucciones del fabricante
(Figura 6).

3) El TBICheckTM 4) Por dltimo, se
reader Se activa espera 15 minutos
para obtener los

1)25 ul de suero

2) El casete de prucha
plasma cn el casete

se inserta en el
Lucgo, una gota de TBICheckTM Reader. mediante la tarjeta
Dilution Buffer en el RFID. niveles de los
mismo casete marcadores.

R
~ /C/;@
o4

Figura 6 Representacién del procedimiento de medicién de H-FABP con el POCT

3.3.2 Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA):

En aras de cumplir con el primer objetivo se utilizaron diferentes
inmunoensayos para evaluar un panel de biomarcadores. Del total de proteinas

medidas en el estudio original, para este subestudio se seleccionaron ocho
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biomarcadores que incluyeron: apolipoproteina CIIl1 (ApoC-lIl), dimero D,
endostatina, oncogén o relacionado con el crecimiento (GROA), interleucina-
6 (IL6), N-terminal péptido natriurético pro-tipo B (NT- proBNP), proteina de
adhesion vascular-1 (VAPL), factor von Willebrand (VWF) [77]. Los diferentes

inmunoensayos que se realizaron se enumeran en la Tabla 4.

Tabla 4 Métodos de medicion de biomarcadores, material, dilucién y unidades.

Biomarcador Fabricante Referencia Dilucion LLOQ  Unidades
ApoClllI abnova KA0465 1/2500 0.002  pg/mL
Dimero D estago 947 1/42 10 ng/mL
endostatina  1+D RYD-DNSTO 1/50 0.023  ng/mL
GroA Auson 3-plex  85.723 1/2 0,39 pg /mL
IL6 Auson 3-plex 85.723 1/2 0,20 pg /mL
NTPROBNP roche 4.842.464 1/1 5 pg /mL
VAP1 eBiociencia BMS259TEN 1/1000 0.019 ng/mL
FvwW estago 942 1/102 1 %

LLOQ: limite inferior de cuantificacion; ApoClll: apolipoproteina CllI; GroA: oncogén alfa
relacionado con el crecimiento; IL-6: interleucina-6; NTproBNP: propéptido natriurético tipo

B N-terminal; VAP-1: proteina de adhesion vascular-1; vWF: von Willebrand factor.

Todos los ensayos se realizaron segln las instrucciones del fabricante.
Ademas, las muestras de plasma se analizaron por duplicado y el coeficiente
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de variacion medio intraensayo fue <20%. La variacion entre ensayos se
determiné analizando 2 veces en cada placa un control interno comercial (suero
humano tipo AB, masculino, coagulacion, Sigma-Aldrich, n.° de cat. H6914).
Todas las proteinas medidas tienen un coeficiente de variacion entre ensayos
<20%.

3.4 Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos y graficos se realizaron con R version 4.1.1 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienne, Austria). De manera general el
protocolo para el analisis estadistico fue similar en ambos estudios. En primer
lugar, se comprobo la normalidad mediante la prueba de Kolmogrov -Smirnov.
Y a partir de esto se aplico el test indicado en cada caso. Para el analisis
univariante, se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney o la prueba t para
variables continuas y para variables categoricas se utilizo la prueba de 2. La
distribucién de los datos se expres6 como numero (porcentaje) para las
variables categoricas y como mediana (rango intercuartil) o media (desviacion

estandar) para las variables continuas.

Posteriormente, se empled un analisis de regresion logistica binaria para
identificar el efecto de biomarcadores ajustados por las variables de confusion.
Posteriormente, para obtener el modelo final (modelo clinico +
biomarcadores), en el caso de ser necesario los marcadores se transformaron
logaritmicamente (loge), y se incluyeron en la regresion logistica junto con las

variables del modelo clinico.

Estos dos modelos (modelo inicial frente al modelo final) se compararon con
la prueba de razén de verosimilitud (LRT), para contrastar el valor agregado

de los biomarcadores al modelo inicial. Ademas, se realizé un analisis de las
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caracteristicas operativas del receptor (ROC) para determinar el area bajo la
curva (AUC) de ambos modelos. A continuacion, se aplicé la prueba del De
Long para comparar el AUC de los modelos. Finalmente, se utilizd el
algoritmo Panelomix [78] para seleccionar los puntos de corte con mejor

sensibilidad para las variables continuas incluidas en el modelo final.

pag. 45



RESULTADOS

pag. 46



Resultados

4.1 H-FABP as a Biomarker in Transient Ischemic Attack

(Guaman- Pilco et al, J Cardiovasc Transl Res. 2024 Aug 19)

doi: 10.1007/s12265-024-10552-4
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Abstract

The study investigates the utility of heart fatty-acid binding protein (H-FABP) in distinguishing TTA from mimics. Data from
175 patients from the StrokeChip multicenter study was retrospectively analyzed. H-FABP level was measured using a rapid
point-of-care test. Findings revealed that H-FABP levels were higher in individuals with TIA compared to mimics [3.10 ng/
mL (IQR 2.13-4.78) vs. 1.70 ng/mL (IQR 1.23-2.38)] (p <0.001). The diagnostic performance of H-FABP, assessed using
the area under the curve operating characteristic curve (AUC) was 0. 83 (95% CI=0.76-0.90) for the final model, indicating
good discriminative ability. The PanelomiX determined that a combined cutoff of > 1.85 ng/ml for H-FABP, age >42.5 years,
and baseline NIHSS > 3.5 had a 100% of sensitivity and 23.30% of specificity. The study suggests that H-FABP has potential
as a TIA diagnostic biomarker. The rapid application of POCT’s for H-FABP measurement supports its potential use in
emergency departments and primary care settings.

Keywords TIA - H-FABP - POCT - Diagnostic - MIMIC - Biomarker - Ischemia

Abbreviations Introduction

TIA Transient ischemic attack

H-FABP Heart fatty-acid binding protein The incidence of stroke and transient ischemic attack (TIA)
CT Computed tomography is expected to increase due to the progressive aging of the
LRT Likelihood ratio test population and the increase in vascular risk factors [1]. In
ROC Receiver operating characteristic terms of mortality, stroke ranks as the second leading cause
AUC Area under the curve of death in many European countries and is the primary

cause of death among women [2].

Transient ischemic attack continues to be a significant
public health problem, as there is up to a 10% risk of
recurrent stroke after TIA within 90 days and 20% within
the first 3 months; approximately half of all recurrent
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strokes after a TIA occur within the first 24 h. Prevention
strategies could reduce up to 80% of strokes occurring
after a TIA, emphasizing the critical importance of accu-
rate diagnosis and early treatment [3, 4].

One challenge with accurate diagnosis stems from the
fact that the established definition of TIA predates the
era of advanced imaging techniques. Initially, the diag-
nosis was established based on time, with a limit of 24 h.
However, it was later discovered that brain lesions could
be associated with prolonged symptoms [5]. Neverthe-
less, even today, the gold standard for the diagnosis of
TIA still largely relies on clinical manifestations, which
usually persist for less than an hour. The most frequent
symptoms are motor weakness, loss of sensation, visual
field defects, and speech disorders, including aphasia and
dysarthria [6, 7].

Despite progress in the definition of TIA, the diagnosis
of this disease remains a challenge for physicians, and in
this regard, blood biomarkers are emerging as important
tools for the diagnosis, risk stratification, and individual
treatment of minor strokes and TTAs [8].

This challenge largely arises from the high incidence
of TIA mimics, cases with similar symptoms but lacking
a vascular origin, such as tumors or epilepsy or cases with
nonfocal symptoms such as unexplained medical condi-
tions, syncope/presyncope, or acute confusional states
[9, 10]. According to this framework, some studies have
suggested that almost 40% of patients with suspected TIA
have mimics; hence, careful assessment of the clinical
history and specialized clinical evaluations are important
[6, 11].

Several blood biomarkers have been studied for stroke
diagnosis, with heart fatty acid binding protein (H-FABP)
emerging as a promising candidate due to its presence
and role in the intracellular transport of long-chain fatty
acids after ischemic injury [12—14]. Investigations into
its potential diagnostic and prognostic value for stroke
and TIA have been undertaken [15-17].While FABP pri-
marily indicates myocardial injury, other biomarkers such
as BNP, NT-proBNP, S100B, GFAP, and D-dimer are
closely tied to stroke pathology, reflecting brain injury,
inflammation, or thrombotic processes. Recent studies
have also implicated HFABP in acute stroke [18], prompt-
ing an examination of its associations TIA, potentially
broadening its diagnostic utility beyond acute stroke
scenarios.

A biomarker guide is a promising strategy to aid in
diagnosis and improve early treatment. Therefore, this
paper aimed to analyze the usefulness of H-FABP as a bio-
marker for differentiating TIA from mimics. In addition,
we briefly explored the value of this protein in discriminat-
ing between vascular brain damage and nonbrain damage
in TIA patients (Table 1 supplementary data).

@ Springer

Methods
Patients and Protocol

Patients with neurological transient symptoms and suspected
TIA were selected from the multicentric StrokeChip study,
which recruited patients with suspected TIA, among others
[19]. Blood samples were drawn within < 6 h after symptom
onset and before the administration of acute-phase therapies.
The only exclusion criterion was the impossibility of obtain-
ing blood samples and the absence of informed consent.

The diagnostic criteria to classify TIA patients was
based on the WHO-recommended criteria; focused on:
time (< 24 h), brain computed tomography (CT) findings
(absence of acute ischemic or hemorrhagic lesion), and
symptomatology. Finally, TIA diagnosis was performed by
trained neurologist at each center, and was confirmed by an
independent neurologist through the review of clinical data
and complementary examinations. All pathologies that were
initially treated as a TIA and those that did not meet the
diagnostic criteria were considered mimics. Additionally,
the mimic diagnosis was supported by ancillary testing as
deemed necessary in each case (i.e., EEG, lumbar puncture,
etc.).

This cohort was considered due to the availability of sam-
ples and approval of the study by the hospital ethics com-
mittee. The study was approved by the ethics committees of
the participating centers, and all patients or their relatives
provided written informed consent.

Biomarker Measurement

Blood sample was collected in serum tubes at the time of
inclusion and centrifuged at 1,500 x g at 4 °C for 15 min,
after which aliquots of serum were frozen at -80 °C until
biomarker determination. H-FABP serum levels were
determined using a rapid test (TBICheck™, ABCDx SA,
Switzerland). This is an immunochromatographic test for
the quantitative determination of H-FABP in whole blood,
serum, or plasma that lasts 15 min and yields an H-FABP
concentration in ng/ml. First, 25 pl of serum and a drop
of diluent (from the same kit) were added to the test strip,
after which the mixture was introduced into a cube reader
according to the manufacturer's instructions. After waiting
for 15 min, the Cube Reader was used to measure the protein
concentration.

Statistical Analysis

All statistical and graphical analyses were performed with
R version 3.6.1 (R Foundation for Statistical Computing,
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Vienne, Austria). According to the distribution of the data,
the data are expressed herein as numbers (percentages) for
categorical variables and as medians (interquartile ranges)
or means and standard deviations for continuous variables.
For univariate analysis, the Mann—Whitney U test or t test
was used for continuous variables, and the X2 test was used
for categorical variables.

A binary logistic regression analysis that variables associ-
ated with TIA was performed. For clinical model the con-
founders were selected base on bibliography. The biomarker
was subsequently added to this clinical model, yielding a
final model (clinical + biomarker). The biomarker value was
log-transformed (log,) for multivariable models. These two
models were compared with the likelihood ratio test (LRT)
to determine the added value of the molecule to the clinical
model. Receiver operating characteristic (ROC) curves were
generated to calculate the area under the curve (AUC) for the
two models (clinical model and clinical model + biomarker).
DeLong’s test was applied to compare the area under the
curve (AUC) of both models. Finally, the PanelomiX algo-
rithm was used to select the cutoff values, including only
for the biomarker and age (variables included in the final
model), optimizing the sensitivity for predicting TIA.

Results
Sample Characterization

A total of 266 samples were included in the present study.
Eleven samples were hemolyzed and were not included
in the analysis (considered missing data). Therefore, one
hundred seventy-five patients were included; of these, 131
had TIA, and 44 had mimics (Fig. | —supplementary data).
The clinical and demographic characteristics of the patients
included are listed in Table 1. On the other hand, the most
frequent disorders in the mimic group were conversion disor-
der (31.7%), vasovagal syncope (22.0%), migraine (17.7%),
epilepsy (7.3%), peripheral nerve pathology (4.9%), drug
intoxication (4.9%), alcohol intoxication (4.9%), tumors
(2.4%), acute confusional state (2.4%), and hyperglycemia
(2.4%).

TIA vs. MIMIC

The level of H-FABP was greater in individuals with TIA
than in those without TIA [3.10 ng/mL (IQR 2.13-4.78)
versus 1.70 ng/mL (IQR 1.23-2.38)] (p <0.001) (Fig. la).
The discrimination ability (area under the ROC curve) of
the clinical model was 0.82 (95% CI, 0.76-0.90), and for the
final model was 0.83 (95% CI, 0.76-0.90) (Fig. 1b).

The clinical model was developed based on the bibli-
ography. Therefore, the clinical model included age, dys-
lipidemia, sex and baseline NIHSS. The results of the final

Table 1 Clinical characteristics

N Mimic (N=44) TIA (N=131) p value

of the StrokeChip cohort and

comparisons according to the Age 55.00[42.00, 67.00] 73.00[62.00, 81.00] <0.001*

TIA diagnosis Sex (Female) 25 (55.6%) 42 (49.4%) 0.505
Smoking 13 (28.9%) 19 (22.4%) 0.410
Alcohol 3(6.7%) 15 (17.6%) 0.085
Hypertension 21 (46.7%) 60 (70.6%) 0.007*
Diabetes mellitus 7 (15.6%) 18 (21.2%) 0.439
Dyslipidemia 12 (26.7%) 47 (55.3%) 0.002*
SBP, mm Hg 145.74 (22.69) 156.86 (31.76) 0.031%
DBP, mm Hg 82.10 (13.08) 83.51 (18.23) 0.631
Glycemia, mg/dL 110.50 [100.75-125.50] 108.00 [97.00-125.00] 0.607
NIHSS 1.00 [1.00, 2.00] 2.00 [1.00, 3.25] <0.001*
AF 4 (8.9%) 14 (16.5%) 0.243
Previous Stroke 10 (22.2%) 20 (23.5%) 0.866
Heart disease 2 (4.4%) 12 (14.0%) 0.094
Prestroke mRS score 0.000 [0.000, 0.000] 0.000 [0.000, 1.000] 0.552
OTB time 2:46 [5:59-0:30] 2:42 [5:40-0:40] 0.907

“P value<0.001; * P value <0.05. SBP Systolic blood pressure; DBP Diastolic blood pressure; NIHSS
National Institute of Health Stroke Scale, calculated at onset of the symptoms; AF Atrial fibrillation; OTB
time Symptoms onset to blood collection time
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Fig.1 a FABP serum level distribution according to the presence of
clinical diagnosis. Boxplot distributions of the TIA and mimic groups
are shown. b Discrimination power of TIA diagnosis for the clinical

model suggest that the selected biomarker (H-FABP) is
associated with the final diagnosis after adjusting for the
selected clinical variables (age, dyslipidemia, sex and base-
line NIHSS). The results of the likelihood ratio test (LRT)
indicated that the final model (clinical model + biomarker)
described the data better than the clinical model alone
(p=0.015). The addition of the biomarker to the clinical
model increased the AUC of the model from 0.82 (95%
CI=0.76-0.90) to 0.83 (95% CI=0.76-0.90), which accord-
ing to DeLong’s test, this minor improvement was not sta-
tistically significant (p=0.497) (Table 2). Additionally, data
from the imaging results were analyzed and can be found in
the supplementary data (Table 1 and Fig. 2 — supplementary
data).

T T T T
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0
Sensitivity

model and the final model. ROC curve: ability to distinguish between
TIA and mimics

The PanelomiX algorithm selected a cutoff of > 1.85 ng/
ml for H-FABP, age > 42.5 years, and baseline
NIHSS >3.5. A positive case was considered when more
than one of these criteria were met. The sensitivity and
specificity were 100.00% and 23.30%, respectively.

In addition, the levels of this protein analyzed in
the comorbidities of the complete sample indicate ele-
vated values (statistically significant) in nonsmokers
(p=0.0007), hypertensive patients (p=0.002), and those
with atrial fibrillation (p =0.004) (Fig. 3—supplemen-
tary data). No statistical difference was observed between
the different diseases in the control group (mimic group)
regarding the level of H-FABP (Fig. 4 -supplementary
data).

Table 2 Binary logistic

X Variable Clinical Clinical + Biomarker
regression
OR [95% CI1] p value OR [95% CI] p value
Age 1.05 (1.02;1.09) <0.001 1.04 (1.00;1.07) 0.021
Dyslipidemia 2.38 (0.96;6.10) 0.058 2.37 (0.95;5.41) 0.073
Sex 0.35 (1.13;0.88) 0.043 0.39 (0.14;0.99) 0.055
Baseline NIHSS 1.61 (1.14;2.46) 0.022 1.54 (1.11;2.34) 0.024
Log, (H-FABP) - - - 247 (1.17:5.71) 0.023
LRT 0.015
AUC [95% CI] AUC [95% CI]
AUC 0.82 (0.76;0.90) 0.83 (0.76;0.90)
[95% CI] [95% CI] p value
DeLong's test (0.76;0.90) (0.76;0.90) 0.497
OR odds ratio, LRT likelihood ratio test, AUC Area under the curve
@ Springer
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Discussion

The main finding of this study was that the serum con-
centration of H-FABP was elevated in patients with TIA
compared to that in mimic patients.

H-FABP, a small cytoplasmic protein involved in
intracellular fatty acid transport, is released from injured
endothelial cells and neuronal cell bodies. It is expressed
in several tissues, especially in the heart and brain and has
been extensively studied in myocardial infarction, where
it is a recognized biomarker for this condition [14, 20].
Although not stroke specific, increased levels of this pro-
tein have been observed in stroke patients, particularly
in the first hours after onset [13, 15]. Therefore, it was
hypothesized that this marker might be elevated in patients
with TIA.

Our finding is consistent with the hypothesis that
H-FABP levels might be elevated in patients with transient
ischemic attacks due to similar mechanisms of endothe-
lial and neuronal injury observed in more severe ischemic
events. While previous studies have shown elevated
H-FABP levels in stroke patients, our research contributes
to the understanding of its role in TIA, a less severe but
clinically significant ischemic event.

Prior studies have measured H-FABP levels in the
plasma and serum of ischemic stroke patients, and many
have shown elevated H-FABP levels. One study reported
elevated H-FABP levels in 80% of stroke patients [21].
Furthermore, compared with the baseline clinical model,
the combination of H-FABP with interleukin-6 improved
stroke prediction and discrimination between patients with
high and low recurrence risk [22]. Notably, TTAs typically
exhibit lower H-FABP levels than established strokes [16].

Our results partially support previous findings. While
we did not measure the protein level in ischemic stroke
patients, we observed elevated levels in TIA patients
compared to those without vascular diseases (mimics).
However, we cannot make certain conclusions because
statistical analysis was not performed due to a lack of
data collection. Similarly, the comorbidities results could
indicate a correlation between risk factors and TIA, as the
highest levels are observed in patients with hypertension
and atrial fibrillation. However, the elevated levels in non-
smoking patients are counterintuitive and require further
exploration.

The H-FABP biomarker has already been studied in
the field of cerebral ischemia, focusing on stroke. How-
ever, to our knowledge, only one study has tested it in TIA
patients. Similarly, in the study carried out by Dolmans
et al. [23], from the panel of biomarkers that they meas-
ured, the only biomarker elevated in TIA was H-FABP.
However, this biomarker was not predictive according to

logistic regression analysis, while the significant results
in our binary logistic regression and LRT analysis sug-
gest that H-FABP is a relevant biomarker for differentiat-
ing between TIA and mimic conditions. This supports the
potential clinical utility of H-FABP in early diagnosis and
risk stratification. However, the modest improvement in
the AUC when adding H-FABP to the clinical model, as
indicated by DeLong’s test, suggests that while H-FABP is
a valuable biomarker, its predictive power might be limited
when used alone. This finding underscores the importance
of combining H-FABP with other clinical variables and a
large sample to enhance diagnostic accuracy.

Notably, we quantified this biomarker with the help of a
POCT, which was unlike the protocol a previous study that
used sandwich ELISA procedures. We also used Panelomix
to select the cutoff points with the greatest sensitivity for the
variables in the final model, aiming to improve the selection
of positive cases.

Although TIA is considered a transient event that does
not cause brain injury, some studies have shown ischemic
changes even in patients with brief symptoms when sub-
jected to DWI studies [24, 25]. However, such studies are
not always available in all hospitals, making POCT a valu-
able tool due to its accessibility and potential use in various
healthcare settings. Our secondary results shown in the sup-
plementary data suggest that the highest levels of FABP are
found in those patients with lesions in DWI -MRI sequences
in the hyperacute phase of TIA- [5]. Several relevant studies
have focused on the value of H-FABP combined with other
biomarkers for differentiating between CT-positive and CT-
negative patients with mild traumatic brain injury [26, 27].
In this regard, we hypothesized that we would obtain similar
results. Nonetheless, our results in the comparison group
indicated only a trend (Fig. 2a—supplementary data) that
was not significant, and the AUC prediction was moderate
(Fig. 2b—supplementary data). Despite this it is essential
to validate these results in a larger sample size to ensure
robust results.

Our primary findings align with existing research on the
role of H-FABP in ischemic injury, reinforcing its potential
as a valuable biomarker for TIA. However, further studies
with larger sample sizes and more comprehensive data col-
lection are necessary to fully elucidate the diagnostic and
prognostic value of H-FABP in TIA and other cerebrovas-
cular conditions.

We chose a POCT to measure the H-FABP marker
because such testing plays a crucial role in primary health
care, emergency departments, and prehospital services. In
addition, it provides valuable information to support deci-
sions about treatment and referral to secondary care [28].

In the case of the emergency department and primary
care, overcrowding results in long waiting times and delays
in treatment, which leads to increased mortality rates and
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thus should be considered a severe public health problem
[29]. The use of POCTs could substantially reduce this wait-
ing time, prevent unnecessary referrals to specialized or
secondary care, and improve outcomes. In this case, POCT
analysis has been shown to be faster than ELISA and other
laboratory tests. All of these factors lead to improved quality
of prehospital and hospital emergency care, initiating and
guiding early diagnostic and treatment decisions [30, 31].

Specifically, studies carried out by Lahr et at. Moreover,
Weber et al. demonstrated the relevance and efficacy of the
use of POCTs in the treatment of stroke and in decision-
making with respect to the administration of thrombolysis
therapy. This is of utmost importance, as delays in extra test
results are one of the main obstacles to the early initiation
of thrombolysis therapy [32, 33].

The results obtained in the present study suggest that
patients with low H-FABP levels may not need to be referred
to specialized/secondary care. This could lead to cost sav-
ings in the health care system, especially for cases mim-
icking a TIA. Therefore, the application of the H-FABP
biomarker in emergency departments and primary care not
only could facilitate the discrimination between cases and
the correct diagnosis of patients but may also help guide
treatment decisions.

Overall, our study suggested that H-FABP may serve as a
useful biomarker for diagnosing TIA, especially when com-
bined with other clinical indicators. Its use in emergency
departments and primary care settings could expedite diag-
nosis and treatment decisions, potentially reducing mortal-
ity rates and health care costs. Further research with larger
cohorts is warranted to validate our findings and explore the
full diagnostic potential of these markers.

Limitations

This study has several limitations. First, a small sample
was used. Second, the minor amount of information gath-
ered per patient and the missing information on myocardial
infarction and acute coronary ischemia could have greatly
influenced the results we obtained since this biomarker is
closely related to CHD. Third, the results obtained by using
PanelomiX should be interpreted carefully for extrapolation
to a different sample. Fourth, the present study was not ini-
tially designed for the evaluation of TIA. Therefore, some
important data, such as symptom duration, were not avail-
able. Fifth, no imaging study was performed after including
patients on the StrokeChip to confirm that the TIA group so
might contain minor strokes. Finally, although all the sam-
ples had the same storage period at the time of H-FABP
measurement, some of the biobanked material had long stor-
age periods that might have affected the FABP values, but

@ Springer

this is something that we have not properly studied. These
limitations might be resolved in subsequent studies.

Conclusion

In the present study, we showed that the serum concentra-
tion of H-FABP was higher in patients with TIA than in
patients with mimic cases. Similarly, in the final model, we
were able to observe an association between the protein level
and final diagnosis after adjusting for age, dyslipidemia, sex
and baseline NIHSS (confounding variables). These results
could indicate the potential diagnostic value of this bio-
marker and overcome the present limitations.

Finally, the availability of a rapid test will allow the test-
ing of its clinical value in real life at emergency departments
or general practitioner (GP) offices using rapid fingerpick
testing.
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Supplementary Information

Table 1. Clinical characteristics of the MRI cohort and comparison according to DWI results
negative DWI (N=73) positive DWI (N=18) p value

Age 0.601
Median 66.00 [60.00, 75.00]  71.50[59.75, 77.00]
Sex (Female) 36 (49.3%) 5 (27.8%) 0.100
Smoking 13 (18.3%) 3 (16.7%) 0.871
Alcohol 3(4.2%) 1(5.6%) 0.808
Hypertension 36 (50.7%) 9 (50.0%) 0.957
Diabetes mellitus 16 (22.5%) 4 (22.2%) 0.977
Dyslipidemia 20 (28.2%) 4 (22.2%) 0.612

StrokeChip study ]

TIA patients:
103 patient

—+  TiA patients

TIA-mimics:

44 patients.
- Excluded:
Final patient T Stoke-mimic: 62
included in the n * Score greater
iai Csiz: than 4 points
original study - Hemorhagic stroke: 174 onthe
1.308 patients * Ischemic stroke : 838 pete
NIHSS
(consdered
&5 Stroke
'::’;':ﬂ Stroka-mimics mimie no TIA-
941 patients 193 patients mimic)

Hemorrhagic
stroke
174 paatients

Fig. 1. Diagram of the patients selected from the original StrokeChip study for this substudy.
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Fig. 2. 2a. FABP serum level distribution according to the presence of brain ischemic lesions
in the DWI-MRI sequences. Boxplot distributions of the DWI1 positive and DWI negative
groups are shown. Figure 2b. H-FABP discrimination power for ischemic lesions in TIA
patients. ROC curve: ability to distinguish between DWI positive and DWI negative patients
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Fig 3. Distribution of serum HFABP levels according to different comorbidities.
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4.2 A panel of blood biomarkers for the diagnosis of transient ischemic attacks
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A panel of blood biomarkers for the diagnosis of transient ischemic
attacks

Daisy Guaman-Pilco !, Elena Pala !, Marcel Lamana-Vallverdd!, Anna Penalba !, Paula
Garcia-Rodriguez!, Marta Rubiera 2, Alejandro Bustamante 3, Soledad Pérez-Sanchez 4,
Joan Montaner 4.

Abstract

Accurate diagnosis of transient ischemic attacks (TIAs) is challenging. This
study aimed to analyze blood biomarkers to distinguish TIAs from mimics.
The levels of eight candidate biomarkers, were measured in 234 patients
suspected of having TIA of these 103 TIA and 131 mimic. The study compared
TIA vs mimic, examined the impact of the biomarkers via logistic regression,
compared models with likelihood ratio tests, assessed predictive accuracy with
receiver operating characteristic (ROC) analysis, and optimized cutoff values
using the PanelomiX algorithm. Results showed that ApoC-lIl, IL-6, and VWF
were the most effective in discriminating TIAs from mimics after adjustment
for clinical variables. The area under the ROC curve (AUC) was 0.76 for
ApoC-I1ll; 0.77 for IL-6; 0.76 for VWF; and 0.75 for the clinical model.
Likelihood ratio test indicated that these biomarkers had better fits than the
clinical model: Apo-CIII (p <0.031), IL-6 (p < 0.030), and vWF (p < 0.040).
Using the PanelomiX algorithm, a model incorporating biomarker thresholds
(Apo-Clll >132.29 ng/mL, 1L-6 >5.45 pg/mL, VWF <280.09%, NIHSS score
>4.5, and age >41.5 years) achieved a sensitivity of 100% and a specificity of
28% for distinguishing TIAs from mimics. These findings suggest that

combining blood biomarkers with clinical data could enhance TIA diagnosis.

Key words: TIA; Mimics; Biomarkers; Apo-ClllI; IL-6; VWF; Blood.
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Introduction

Cerebrovascular diseases (CVDs)
constitute a significant global
burden and are the second most
common cause of death [1] [2]. In
Europe, CVDs are the leading
cause of disability, affecting more
than one million people annually
and imposing substantial health
care expenditures [3] [4]; this
figure is expected to increase with

population aging [1].

Stroke is broadly categorized into
hemorrhagic and ischemic types,
predominantly manifesting as the

latter [5]. Transient ischemic attack

(TIA), a prevalent neurological
emergency, deserves attention due
to its association with subsequent
CVD development [6] [7] [8]-

The current definition of TIA,
endorsed by the American Heart
Association, is "a transient episode
of neurological dysfunction caused
by focal cerebral, spinal, or retinal
ischemia without acute infarction”
[9,10].

Variations in this definition over
time have complicated TIA

diagnosis. Additionally, the high
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prevalence of disorders that
simulate TIA makes diagnosis even
more challenging. These disorders
are known as mimics [11] since
they usually present similar
symptoms that are easily confused
with a TIA, and they typically
disappear during or even before

evaluation.

Accurate TIA diagnosis hinges on
early clinical evaluation,
emphasizing risk factors such as
age, sex, obesity, hypertension,
diabetes mellitus, and smoking
[12]. Additional

indicators include

diagnostic
symptom
duration, imaging findings, and
personal/family vascular history
[13].

Despite advances, diagnosis relies
heavily = on  expert clinical
interpretation, which IS
occasionally  supplemented by
advanced imaging techniques due
to the limitations of clinical history

interpretation.

Resultados

Several investigations have
demonstrated the added clinical
value of several biomarkers in the
neurovascular context; therefore,
studying these proteins has
emerged as one of the most
promising alternatives for
diagnosing stroke and determining

the prognosis.

Therefore, we aimed to evaluate the
role of eight candidate proteins
previously assessed in the field of
ischemic stroke in discriminating
between TIA- and TIA-mimicking
conditions [14], including D-dimer
[15], endostatin [16],
apolipoprotein  ClIl  (Apo-ClIII)
[17], growth-related oncogene-a
(GROA) [14], interleukin (IL-6)
[18], N-terminal  pro-B-type
natriuretic peptide (NTproBNP)
[19], vascular adhesion protein-1
(VAP-1) [20], and von Willebrand
factor (VWF) [21]. The selection of
these proteins was based on
available data and a literature

review, focusing on proteins with
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optimal coefficients of variation in

experimental settings

Methods

Patients and protocol

From the prospectively enrolled
patient cohort of the multicenter
StrokeChip study, we specifically
selected individuals with a
conclusive diagnosis of TIA, which
was validated through CT studies
and confirmed by a neurologist. For
the mimic group, all patients with
an initial NIHSS score less than 4
points were selected. This study
(PR(AG)80/2012) was approved by
the Ethics Committees of Vall
d'Hebron  University  Hospital,
Tries i Pujol University Hospital,
Bellvitge  University  Hospital,
Josep Trueta University Hospital,
Joan XXIII University Hospital,
and Verge de la Cinta University
Hospital, and all patients or their

relatives provided written informed

Resultados

consent. The only exclusion
criterion was the impossibility to
obtaining blood samples [14].

Sample selection and collection

Samples were drawn <6 hours after
symptom onset and prior to the
administration  of  acute-phase
therapies; samples were collected
in EDTA tubes at the time of
inclusion. The samples were
centrifuged at 1,500 x g and 4 °C
for 15 min, after which the plasma
samples were frozen at -80 °C until

biomarker measurement.

Biomarker measurement

A total of eight protein biomarkers
were selected for measurement:
apolipoprotein ClII (Apo-CllIl), D-

dimer, endostatin, growth-related
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oncogene-o (GROA), interleukin-6
(IL-6), N-terminal pro-B-type
natriuretic peptide (NT-proBNP),
vascular adhesion protein-1 (VAP-
1), and von W.illebrand factor
(VWF).

The different immunoassays that
were performed are listed in
Supplemental Method 1. All the
assays were performed according
to the manufacturer's instructions.
The samples were tested in
duplicate, and the mean intra-assay
coefficient of variation was <20%.
Interassay variation was
determined by testing acommercial
internal control two times on each
plate (human serum type AB, male,
coagulation, Sigma—Aldrich, cat.
no. H6914). All the measured
proteins had an interassay

coefficient of variation <20%.

Statistical analysis

All the statistical analyses were

performed with R  version

Resultados

2022.7.1.554 R Foundation for
Statistical Computing, Vienne,
Austria. The data are expressed as
counts (percentages) for categorical
variables and as  medians
(interquartile ranges) for
continuous variables. Categorical
variables were compared between
two groups using the chi-square
test, and continuous variables were
compared between two groups
using the Mann—Whitney—
Wilcoxon test. Correlations
between variables were evaluated

with Spearman’s rank correlation.

Binary logistic regression analysis
was used to determine the
associations of biomarker levels
with TIA after adjustment for
confounders. A clinical model was
constructed based on the literature
search. Subsequently, values of the
eight markers were log transformed
(loge), and the markers were
evaluated after adjustment for the

covariates.
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The models including the
biomarker were compared against
the clinical with the likelihood ratio
test (LRT) to determine the value
added by the biomarkers. An
individual significance level o of
0.05 (a = significance level) was
used for each test; given the
explorative nature of this work, no
multiplicity correction of the p
values was performed. Receiver

Results

Characteristics of the sample

A total of 234 patients (131 with
mimics and 103 with TIAs) were
included in the present study. The
clinical and demographic
characteristics of the patients in the
cohort are listed in Table 1. The
Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment (TOAST) classification
was used to classify patients with
TIAs as follows: undetermined
etiology (46%), cardioembolic
etiology (27%), atherosclerosis

(16%), and lacunar etiology (11%).

Resultados

operating characteristic (ROC)
analysis was performed to
determine the area under the curve
(AUC) for the models. Finally, the
PanelomiX algorithm [22] was
used to produce panels of
continuous variable cutoffs that
maximized the accuracy and

sensitivity of the data.

On the other hand, the most
frequent disorders in the mimic

group were functional neurological

disorders  (26.2%),  migraine
(12.3%), vasovagal  syncope
(11.5%), epilepsy (11.5%),

peripheral nerve pathology (7.4%),
delirium (6.6%), tumors (6.6%),
drug intoxication (5.7%), alcohol
intoxication (4.1%), encephalitis
(2.5%), traumatic brain injury
(1.6%), urinary tract infection
(1.6%), hyperglycemia (1.6%) and
hypoglycemia (0.8%).
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Resultados

[Table 1.] Clinical characteristics of the cohort and comparisons according to TIA diagnosis

Mimic (N=131) TIA (N=103) p value
Sex 0.654
Female 70 (53.4%) 52 (50.5%)
Age 60 [46.50-73.00] 74 [65.00-80.50] | <0.001*
Smoking status 32 (24.4%) 21 (20.4%) 0.464
Arterial 69 (52.7%) 77 (74.8%) <0.001*
Hypertension
Diabetes Mellitus | 30 (22.9%) 29 (28.2%) 0.358
PS* 25 (19.1%) 24 (23.3%) 0.431
Prestroke ~ mRS | 0.47 (0.94%) 0.68 (1.23%) 0.613
score
Glycemia, mg/dL | 112.50 [99.00- | 108.00  [97.00- | 0.131
138.75] 128.75]
Dyslipidemia 45 (34.4%) 55 (53.4%) 0.003+
AF* 19 (14.5%) 21 (20.4%) 0.235
Coronary disease | 11 (8.4%) 14 (13.6%) 0.202
NIHSS* 1.00 [1.00-2.00] 2.00[1.00-4.00] | <0.001*
OTB time, hh:mm | 3:15 (6.75-1.29) 3:18 (6.42-1.29) | 0.815

The data are presented as n (%) for categorical variables and as medians (interquartile ranges)
for continuous variables. *PS indicates previous stroke. *AF indicates atrial fibrillation.
*NIHSS National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) score was calculated at the onset
of the symptoms. OTB time, onset to blood collection time. *P value <0.001. *P value <0.05.

Biomarker analysis

Table 2 shows the median values of
all  biomarkers analyzed in
TIA/mimic patients. Of the eight
proposed biomarkers, only 4 had
significantly higher levels in the
comparison groups (mimic vs. TIA

patients):

D-dimer [415.71 (ng/mL) (IQR
281.46-929.84) vs. 651.97 (ng/mL)
(IQR 354.32-1158.65), p < 0.026];
endostatin [139.77 (ng/mL) (IQR
109.40-182.18) vs. 175.91 (ng/mL)
(IQR 138.38-222.51), p < 0.001];
NTproBNP [110.08 (pg/mL) (IQR
41.89-370.04) vs. 282.87 (pg/mL)
(IQR 102.79-636.08), p < 0.001];
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and VAP-1 [308661.35 (ng/mL)
(IQR 240385.70-392385.47) vs.

358613.32

(ng/mL)

Resultados

(IQR

284944.58-438011.30) p < 0.001].

[Table 2.] Blood biomarkers and comparisons according to TIA and mimic status
The median (interquartile range) values of the biomarkers within the different groups of

Mimic (N=131) TIA (N=103) p value
Apo-CIlII 149.15 [111.05- | 181.27 [120.60-277.28] | 0.164
(ng/mL) 263.21]
D-Dimer 415.71 [281.46- | 651.97 [354.32- | 0.026*
(ng/mL) 929.84] 1158.65]
Endostatin | 139.77 [109.40- <0.001*
(ng/mL) 182.18] 175.91 [138.38-222.51]
GroA 38.69 [20.18-62.49] 29.07 [21.22-57.44] 0.470
(pg/mL)
IL-6 0.103
10.17 [5.33-20.81 11.35[8.24-18.26
(pg/mL) [ ] [ ]
NTproBNP | 110.08 [41.89-370.04] | 282.87[102.79-636.08] | <0.001*
(pg/mL)
VAP1 308661.35 358613.32 [284944.58- | 0.001*
(ng/mL) [240385.70- 438011.30]
392385.47]
VWF (%) 123.96 [65.36-221.40] | 106.69 [67.70-202.36] | 0.440

patients (mimic and TIA) are shown. Apo-CllIl, apolipoprotein CIlI; GroA, growth-related
oncogene-a; IL, interleukin; NTproBNP, N-terminal pro-B-type natriuretic peptide; VAP-1,
vascular adhesion protein-1; vVWF, von Willebrand factor. *P value <0.05.

Correlations

variables and biomarker

between clinical

levels

were observed, especially among
D-dimer levels (p < 0.001), NT-

proBNP levels and age (p < 0.001)

[Supplemental Figure 1].
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Regarding the binary logistic
regression analysis results, we
constructed the first model (clinical
model), which included sex, age,
hypertension status, dyslipidemia
status, and NIHSS score at
admission [Supplemental Table 2].
Then, each biomarker (even if it
was not statistically significant
according to the univariate
analysis) was assessed individually
and adjusted for the clinical model.
Three biomarkers, Apo-CIlIlI, IL-6,
and VWF levels, showed statistical
significance in discriminating TIA
patients from mimic patients after
adjustment for clinical variables.
The LRT indicated that adding the
following biomarkers to the clinical

Resultados

model significantly improved the
model fit: Apo-ClIlII [p <0.031], IL-
6 [p < 0.030], and VWF [p < 0.040].

ROC analysis

The discrimination ability (area
under the ROC curve) of the model
including ApoC-II1l levels was
0.76; that of the model including
IL-6 levels was 0.77; that of the
model including VWF levels was
0.76; and that of the clinical model
without biomarkers was 0.75. The
improvement in terms of the ROC
curve was modest when the model
with the biomarker and the clinical
model without the biomarker were
compared [Figure 1].
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Figure 1. The ability of Apo-ClIl, vWF and IL-6 to discriminate clinical models ROC curve:

ability to distinguish between TIA and mimics.

In fact, the results of the DelLong
test, which compares models, were
not significantly different for the
models that included ApoC-Ill and
VWEF levels. However, the model
IL-6
statistically significant (Table 3-

including levels  was
Figure 2). The PanelomiX results

(forcing sensitivity) indicated a

cutoff point of >132.29 ng/mL for
ApoC-lIl, >132.29% for VWF, >
5.45 pg/mL for IL-6, > 4.5 points
for the baseline NIHSS score and >
41.5 years of age. The sensitivity
was 100%, and the specificity was
28%,
prediction of TIA when two or

considering the positive

more of these criteria were present.

[Table 3.] De Long test results for the comparison of the AUC of the clinical model vs. clinical

model + biomarker levels.

Model AUC Cl P value
Clinical model 0.75 0.69, 0.82 -
Clinical model + ApoC-I111 | 0.76 0.70, 0.82 0.81
Clinical model + IL-6 0.77 0.71, 0.83 0.01*
Clinical model + vVWF 0.76 0.70, 0.83 0.39

The AUC of the models, the CI of each model and the p value of the comparison of the AUC
of the models with those of the DeLong test were calculated. *P value <0.05.
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Figure 2. The results of the binary logistic regression analysis; the odds ratios, confidence
intervals and p values for the clinical model + each biomarker. In addition, *LRT indicates the
likelihood ratio test, and *AUC indicates the area under the curve.

Discussion

This study’s main finding was the
identification of Apo-ClIll, IL-6,
and VWF as potential markers for
clinical use in the differential
diagnosis of TIAs versus mimics.
Although we found proteins, such
as NTproBNP and D-dimer, that
were significantly elevated among
the TIA patients in the comparison
of groups, the levels of these
proteins were correlated with age.
Our results are supported by the

work of Muscari et al. [23], which

suggested an association between
the NTproBNP
concentration and age. Similary,

protein

Tita-Nwa et al. found a correlation
between D-dimer levels and age
[24]. Given that the TIA patients
were older than the mimic patients
in our cohort, the bivariate results
regarding NTpoBNP and D-dimer
levels could be confounded by age.
The results of the multivariable
that  the

model indicated

aforementioned markers were not
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statistically significant in
predicting diagnosis. In contrast,
Apo-Clll, IL-6 and VWF levels
exhibited more discriminative
effects after adjustment for clinical
variables. This implies that,
regardless of sex, age, hypertension
status, dyslipidemia status and
NIHSS score, these proteins
contribute  to  differentiation
between TIAs and mimics, thereby

enhancing the prediction of TIAs.

Several blood biomarkers have
been explored in the field of TIA,
showing promising results. For
example, elevated levels of FABP,
Parkinson 7, nucleoside
diphosphate  kinase A, and
ubiquitin ~ fusion  degradation
protein-1 were found in TIA
patients [25] [26] [27]. While
markers such as Apo-Clll, IL-6 and
VWF have not been explored
exclusively in TIA patients, they
share pathways with the previously
mentioned

markers,  yielding

statistically favorable results in

Resultados

patients with this transient event. A
study focused on atherogenic
dyslipidemia in diabetes patients, a
significant risk factor for stroke,
revealed a strong correlation
between increased levels of FABP4
and Apo-CllIl, indicating a potential
relationship between these two
markers and  their  possible
application in the clinical diagnosis
[28]. Additionally, FABP and IL-6
proteins has been identified as part

of the inflammation process [18].

The markers selected for this study
were previously evaluated in the
context of stroke. For example,
Apo-ClII, which plays a role in
lipid metabolism, and has been
implicated in  promoting the
formation  of  atherosclerotic
plaques in blood vessels a critical
factor in many strokes, especially
ischemic strokes. This suggests a
connection between Apo-ClIl and
the risk factors associated with the
diagnosis of TIA [29] [30] [31]. In

fact, the study carried out by
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Olivieri et al. found that an elevated
basal plasma concentration of Apo-
CIIl is associated with a greater
incidence of ischemic
cerebrovascular events in
cardiovascular patients, leading to
the conclusion that the protein may
be involved in the prediction of
ischemic  stroke or transient
ischemic attack (TIA) [17]. Our
LRT results also indicated the
importance of incorporating this

protein into the diagnosis of TIA.

On the other hand, IL-6 is naturally
produced as part of the body's
inflammatory response to various
triggers, such as infections and
tissue injuries. This inflammatory
mechanism may also play a role in
TIA as a response to vascular
dysfunction and other underlying
factors [32]. Additionally, elevated
IL-6 levels have been associated
with specific vascular risk factors,
such as hypertension, diabetes, and

atherosclerosis, all of which are

Resultados

recognized contributors to TIA and

other cerebrovascular events [33].

Furthermore, it is important to
highlight in that the initial study,
IL-6 showed a trend in the group
comparison (stroke vs. mimics),
with marked significance in the
differentiation between ischemic
and hemorrhagic stroke.
Nonetheless, research on IL-6, a
potential prognostic marker of
stroke outcomes, has revealed
associations  with  unfavorable
outcomes and an increased risk of

recurrent events [34] [35].

The results of this study align with
previous research, as model
comparison tests for predictions
(LRT) and the AUC (De Long test)
showed statistical significance,
indicating a close and potential
relationship of IL6 with TIA
diagnosis. However, a
comprehensive meta-analysis
revealed that it is essential to
evaluate

thoroughly existing
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studies on IL-6 and better translate
their findings into clinical practice,
especially in the context of stroke

prognosis [36].

Although notable results for vWF
were not obtained in any of the
analyses proposed in the original
study, different studies have
reported a positive relationship
between VWF and  stroke
prediction; the higher the level of
this molecule is, the worse the
outcome [37] [38]. Similarly,
Tobin et al. suggested that elevated
levels of this protein in stroke and
TIA patients are related to the
incidence of wvascular events.
However, compared to that in the
stroke sample, the VWF level in
TIA patients did not show
statistical ~ significance in the

statistical analysis [39].

While VWF has gained interest in
stroke research due to its
involvement in the vascular system,

primarily its role in blood

Resultados

coagulation and hemostasis, its
precise suitability as a biomarker
for diagnosing stroke remains

uncertain.

It is important to highlight that
prior studies have consistently
reported that elevated levels of
VWF correlate with unfavorable
outcomes in stroke recovery and
prognosis. However, our study,
which uniquely focused on TIA
patients, revealed lower VWF levels
in TIA patients than in mimic
patients. This discrepancy can be
attributed to the specific diagnostic
focus of our investigation, which
differed from that of broader stroke
population studies. Furthermore,
the collection of blood samples
during the acute phase of ischemic
events in our study may have
yielded different results than
studies in which samples were
collected during later stages.
Additionally, the diverse
underlying disorders in the mimic

group may account for the observed
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lower protein levels, potentially
masking the expected elevations in
TIA patients.  Similarly, the
decreased levels in TIA patients
may be associated with the brief
duration of thrombus in TIA
patients, possibly linked to a
negative correlation with
ADAMTS13 [40] [41]. This
underscores the complexity of
interpreting protein levels in the
context of stroke and highlights the
need for further research to unravel

these intricate relationships.

Finally, regarding the Panelomix
results, it should first be noted that
this algorithm works only with
continuous variables. Therefore,
only continuous variables were
included in the determination of the
cutoff points. Likewise, the cutoff
point with the highest sensitivity
was selected because the aim of the
study was to predict as many TIAs
as possible. However, caution
should  be

interpreting these cutoff points, as

exercised  when

Resultados

they were selected specifically for

the cohort included in this study.

In conclusion, our study suggested
the diagnostic potential of Apo-
Cii,  IL-6, and VWF for
distinguishing TIAs from mimics,
with  promising initial results.
However, the preliminary nature of
our findings emphasizes the need
for validation of these proteins in
different cohorts of TIA patients
due to the inherent study
limitations. ~ Nonetheless,  our
findings provide a valuable
foundation for further
investigations of the role of these
proteins in TIA diagnosis. In
addition, our research challenges
the conventional view that logistic
regression should include only
statistically significant variables,
highlighting the importance of
considering correlations with other
factors, such as age, which can
influence diagnostic predictions.
This nuanced approach reflects the

complexity of TIA diagnosis and
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underscores the importance of
ongoing research to advance

clinical practice and patient care.

Limitations

This study has several limitations.
First, the sample size was small.
Second, the results obtained by
using the PanelomiX algorithm
should be interpreted carefully
since the results obtained with this
algorithm are specific to the sample
used for this study. Finally, the
present study was initially not
designed for TIA

Therefore, the TIA diagnosis was

patients.

made following each center’s
clinical standard. Retrospective
analysis was performed with the
available data and the markers
chosen for the original StrokeChip
study. One of the main limitations
of this study is that the gold
standard for diagnosis was the
neurologist’s diagnosis at each
participating center, and acute MRI

analysis was not performed.

Resultados
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Supplemental data

Methods |

Resultados

Table 1 Methods of biomarker measurement, material, dilution and units

Biomarker | Manufacturer| Reference Dilution| LLOQ | Units
ApoCIII Abnova KA0465 1/2500 | 0.002 pg/mL
D-Dimer Stago 947 1/42 10 ng/mL
Endostatin | R&D RYD-DNSTO| 1/50 0.023 ng/mL
GroA Aushon 3-plex | 85,723 12 0.39 pg/mL
IL6 Aushon 3-plex | 85,723 1/2 0.20 pg/mL
NTPROBNP| Roche 4,842,464 11 5 pg/mL
VAP1 eBioscience BMS259TEN| 1/1000 | 0.019 ng/mL
VWF Stago 942 1/102 1 %

LLOQ: lower limit of quantification;

ApoClIl: apolipoprotein CllII; GroA: growth-related
oncogen alpha; IL-6: interleukin-6; NTproBNP: N-terminal pro B-type natriuretic peptide;
VAP-1: vascular adhesion protein-1; vWF: Von Willebrand factor.
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Resultados

Table 2 Results of the binary logistic regression analysis that evaluated the diagnostic value of

clinical variables.

Variable Clinical Model

OR [95% ClI] p value
Sex 0.585 (0.30;1.10) 0.103
Age 1.032 (1.00;1.05) 0.011*
Hypertension 1.059 (1.47;2.35) 0.886
Dyslipidemia 1.618 (0.83;3.16) 0.156
NIHSS at admission 1.368 (1.12;1.72) 0.003*
ROC curve AUC [95% CI]

0.72 (0.65;0.79)

The table shows the results of the clinical model as well as the odd ratios, the confidence
interval and the p value for variables. *LRT indicates likelihood- ratio test *AUC indicates
area under the curve. *P value <0.05.
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Figure 1. Correlation between clinical variables (age, tas) and biomarkers. ApoClIl:
apolipoprotein CllI; GroA: growth-related oncogen alpha; IL-6: interleukin-6; NTproBNP: N-
terminal pro B-type natriuretic peptide; VAP-1: vascular adhesion protein-1; vVWF: Von
Willebrand factor. Tas: Blood presure
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Discusion

A lo largo de esta tesis se han abordado las dificultades inherentes al
diagndstico de un AIT. Sin duda una de las principales complicaciones radica
en la propia definicién, que oscila entre una perspectiva temporal y otra
perspectiva que, aunque considera el tiempo, esta centrada en la ausencia del
dafio tisular. La naturaleza transitoria de los sintomas, que suelen desaparecer
en cuestion de minutos, obstaculiza considerablemente el diagndstico y hace
que, en muchos casos, esta dependa en gran medida de la evaluacion clinica

del facultativo que atiende al paciente.

La imposibilidad de realizar rutinariamente estudios de neuroimagen sensible,
sumada a la alta prevalencia de las condiciones que imitan sintomas del AIT
(conocidas como “mimics”), complica aun mas el proceso diagnostico. El
elevado coste de las pruebas de neuroimagen de alta resolucion para detectar
pequefios cambios en el cerebro hace inviable su uso sistematico y rutinario en
la evaluacion y el diagnostico del AIT. No obstante, en varios estudios se ha

sugerido su utilidad para descartar ictus isquémicos.

A pesar de las dificultades diagnosticas, la deteccion temprana del AIT
representa una oportunidad crucial para prevenir futuros ictus, ya que este
evento vascular, aunque es transitorio, se considera una sefial de alerta. Esta
tesis tiene como objetivo mejorar el diagndstico temprano y preciso del AIT
con la ayuda de biomarcadores, con la intencidén de optimizar las estrategias

futuras de prevencion primaria y secundaria del ictus.

Como se ha mencionado previamente, uno de los problemas en el diagnéstico

de AIT es que muchas veces los sintomas desaparecen durante la evaluacion
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médica. Por ello, gran parte de la investigacion de biomarcadores vasculares
se ha centrado en los procesos tardios de la cascada isquémica (fase aguda del
ictus), ya que las muestras del paciente se obtienen después de que los sintomas
hayan pasado [71]. Otra de las razones por las que los biomarcadores se miden
en esta fase se debe a que algunos estudios han sugerido que los marcadores
tienden a estabilizarse en la fase aguda, por lo que son detectables con mayor
fiabilidad en comparacién con la fase hiperaguda. Ademas en esta primera
fase, los biomarcadores pueden cambiar rapidamente o no llegan a expresarse

en su totalidad, lo que conduciria potencialmente a resultados falsos [79] [80].

En los ultimos afios, la proteina de union a acidos grasos cardiacos (HFABP,
por sus siglas en inglés - Heart fatty-Acid Binding Protein) se ha perfilado
como un nuevo biomarcador prometedor para el diagnostico precoz del ictus.
Esto se debe a su elevacién rapiday sostenida tras la aparicion de los sintomas,

ademas de su capacidad para diferenciar entre lesiones cerebrales [81].

Por otro lado, a lo largo del tiempo se ha propuesto el estudio de marcadores
proteicos de origen tanto cerebral como no cerebral por su posible utilidad en
el diagndstico de ictus y/o AIT. Varias proteinas de origen no cerebral han
demostrado su valor potencial para mejorar el diagndstico del ictus. A partir
de esto se evalu6 un panel de ocho proteinas que estdn estrechamente
relacionadas con AIT, las cuales fueron las siguientes: dimero D, endostatina,
apolipoproteina ClIl (ApoC-Ill), oncogén-o. relacionado con el crecimiento
(GROA), interleucina (IL6), N -péptido natriurético pro-terminal tipo B
(NTproBNP), proteina de adhesion vascular-1 (VAP-1) y von Willebrand
factor (VWF).
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En este contexto, el objetivo de la investigacion en la presente tesis ha sido
estudiar si los biomarcadores antes expuestos podrian ayudar a mejorar el
diagnostico del AlT, con vistas a mejorar las estrategias de prevencién tanto
primaria como secundaria. En esta seccion se desglosaran los resultados antes

expuestos para mejor comprension del lector.

La proteina de union a &cidos grasos de tipo cardiaco (H-FABP), también
conocida como FABP3, es una proteina relativamente pequefia presente en el
citoplasma de los miocitos cardiacos en concentraciones mas altas que en las
células del musculo esquelético. Esta proteina participa en el transporte
intracelular de acidos grasos de células endoteliales lesionadas y cuerpos
celulares neuronales, y se expresa en varios tejidos, especialmente el corazén
y el cerebro. A lo largo del tiempo, H-FABP ha sido ampliamente estudiada en
el infarto de miocardio y, en la actualidad, es un biomarcador reconocido para
esta afeccion [82] [83].

Por otro lado, se ha establecido que H-FABP, junto con otros subtipos de
FABP como FABP4, FABP5 y FABP7, son funcionales en diferentes tipos de
celulas de la unidad neurovascular del cerebro. Estas proteinas responden
activamente a la cascada isquémica y pueden agravar colectivamente el dafio
isquemico del tejido cerebral. Ademas, se ha postulado que, debido a que esta
molécula aumenta a las pocas horas del inicio de un episodio isquémico, podria
permitir una deteccion mas precoz del ictus isquémico en comparacion con

otros biomarcadores [84].

pag. 90



Discusion

En esta linea encontramos el estudio realizado por Wunderlich et al., en el cual
se informa que las concentraciones séricas de H-FABP alcanzan su punto
maximo 2 a 3 horas después del inicio del ictus y permanecen elevadas hasta
120 horas después del evento. Los resultados indicaron que las concentraciones
tempranas de esta proteina se asocian con la gravedad de los déficits
neuroldgicos y los resultados funcionales. Ademas, se plantea que la liberacion
elevada de la molécula se asocia con el tamafio del infarto en la TC.
Considerando que esta proteina juega un rol trascendente en el proceso de

isquemia [85].

El estudio realizado por Laggebert obtuvo resultados que indican que el papel
de esta proteina en la diferenciacién entre pacientes con traumatismo
craneoencefalico leve y presencia o ausencia de lesion cerebral (TAC positivos
y negativos) puede ser de gran importancia. En este estudio, se midieron
diferentes proteinas y los resultados mostraron que, de todos los marcadores
estudiados, H-FABP obtuvo los mejores resultados estadisticos. Ademas, se
encontro que los niveles mas altos de esta proteina estaban relacionados con el
grupo que presentaba dafio cerebral (TC-positivo) con una sensibilidad del
100% [81] [86]. De este modo, nuestra hipotesis fue que podriamos obtener

resultados similares en pacientes con AlT.

Aunque el AIT se considera un evento transitorio que no causa dafio cerebral,
algunos estudios han demostrado que existen cambios isquémicos incluso en
pacientes con sintomas breves. Las cifras oscila entre el 30% de los pacientes
con sintomas de menos de una hora y el 51,1% de los pacientes con mas de 6

horas presentan cambios isquémicos en estudios de DWI [87] [88]. Por tanto,
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los estudios de neuroimagen en pacientes con AIT son de gran importancia.
Sin embargo, este tipo de estudios no estan disponibles en todos los hospitales
debido a su alto costo, por lo que contar con una alternativa mas econémica

seria muy beneficioso.

Bajo esta perspectiva se propuso el uso del POCT, que es mas accesible y
economico. Ademas, su implementacion no se limita estrictamente a un
hospital, sino que también se puede extrapolar a centros de salud y/o
ambulancias. A pesar de que el uso del POCT claramente representa ventajas,
Su uso no es muy comun y las razones de esta baja implementacion no estan

completamente claras.

Considerando lo anterior, uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar si el
POCT es lo suficientemente sensible para distinguir dafio tisular (DW1 positivo
frente a DWI negativo) entre pacientes inicialmente diagnosticados como AIT
(bajo el criterio temporal), y su posible implementacion en la clinica. Sin
embargo, nuestros resultados no alcanzaron significancia estadistica en
ninguno de los analisis propuestos. Aunque en la comparacion de grupos se
observo una tendencia (niveles elevados de H-FABP en pacientes con dafio
tisular), esta no fue significativa. Finalmente, la prediccion del AUC fue
moderada, lo que sugiere que podria ser necesario un tamafio de muestra mayor

para obtener resultados sélidos.

Las investigaciones centradas en indagar el valor de HFABP en los eventos
vasculares se han enfocado casi exclusivamente en el ictus isquémico. Los

resultados en este campo indican que esta proteina medida en plasma no son
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lo suficientemente sensibles para discriminar entre el grupo ictus y el control.
Sin embargo, la combinacién de H-FABP e IL-6 mejora significativamente la

prediccién de la recurrencia de un ictus [89] [90].

Por otro lado, los resultados séricos indican que se pueden encontrar niveles
elevados de H-FABP hasta 24 h después del evento vascular en la mayoria de
los casos (80% de los casos de ictus). Y hasta 5 dias después del inicio del ictus
y cabe destacar que los niveles mas altos se encuentran sélo en las primeras
horas. Asimismo, se indica que los niveles de esta proteina en AIT son menores
en comparacion con un ictus establecido. Curiosamente, los pacientes con
valores més altos de H-FABP mostraron un mayor volumen de dafio cerebral
[72] [91].

Sélo se ha encontrado un estudio focalizado en AIT. En este estudio llevado a
cabo por Dolmans et al.; [92], encontraron que dentro del panel de
biomarcadores que midieron, el Unico marcador que obtuvo un valor
significativo para diferenciar entre AIT versus ictus menor fue H-FABP (p =
0,05). Sin embargo, no obtuvieron resultados sustanciales en la regresién

logistica ni en el anélisis multivariado.

Pese a esto, tenemos resultados diferentes en nuestra investigacion. Segin
nuestros resultados, la proteina podria diferenciar entre el AIT vs el evento no
vascular (Mimic). Asimismo, los resultados de la regresion logistica sefialan la
significancia estadistica en la asociacion del marcador con el diagnostico final.
Ademas, cuando comparamos el modelo, los resultados de la prueba de razén
de verosimilitud (LRT) indican que la inclusién de la proteina en el modelo es

relevante para la prediccion final (TIA vs Mimic). Sin embargo, una
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comparacion mas restrictiva entre el AUC de los modelos (prueba de DeLong)

no arrojo resultados significativos.

Las diferencias encontradas entre nuestro estudio y el realizado por Dolmas et
al; son béasicamente dos: la primera discrepancia esta en los grupos de
comparacion utilizados y el segundo en el método de medicion del
biomarcador. Al comprar eventos vasculares vs no vasculares, nuestro estudio
parece detectar asociaciones que el otro estudio no detectd. Ademas, el uso del
POCT puede influir en la sensibilidad y la especificidad de los resultados. En
este escenario, es importante subrayar la importancia de considerar el contexto
especifico de cada estudio a la hora de interpretar los datos obtenidos y tener
en cuenta que estos resultados son preliminares y necesitan ser validados en

investigaciones futuras con un tamafio muestral mas amplio.

El uso de POCT para medir marcadores juega un papel crucial en la atencion
primaria, los departamentos de emergencia y los servicios prehospitalarios.
Ademas, proporciona informacién valiosa para respaldar las decisiones sobre

el tratamiento y la derivacion a atencion secundaria [93].

En el caso de los servicios de urgencias y de atencion primaria, la
sobrepoblacion de pacientes provoca largos tiempos de espera, retrasos en el
tratamiento y, en consecuencia, un aumento en las tasas de mortalidad [94]. La
implementacion del POCT podria reducir sustancialmente este tiempo de
espera al obtener resultados confiables y répidos, evitar derivaciones
innecesarias a atencion especializada o secundaria y mejorar los resultados del

tratamiento. Por otro lado, los resultados del POCT se obtienen de manera mas
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rapida en comparacion con los ELISA y otras pruebas de laboratorio. Todo
esto mejora la calidad de la atencion de emergencia prehospitalaria y
hospitalaria, iniciando y guiando las decisiones tempranas de diagndstico y
tratamiento [95] [96]. Se estan incluso desarrollando pruebas rapidas de POCT
para algunas de las moléculas de interés de esta tesis (como FABP) que pueden

ser medidos cuantitativamente usando la camara del smartphone como lector.

En concreto, los estudios de Lahr et al. y Weber et al. han demostrado la
relevancia y la eficacia del uso de POCT en el tratamiento del ictus y en la
toma de decisiones sobre la administracion en la terapia de trombdlisis. Esto
es de suma importancia ya que los retrasos en los resultados de laboratorio son
uno de los principales obstaculos para el inicio temprano de la terapia
trombolitica [97] [98].

El presente estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, se utiliz6 una
muestra pequefia, especialmente en la medicién de la cohorte de DWI. En
segundo lugar, la poca informacién recopilada por paciente y la informacion
faltante sobre infarto de miocardio e isquemia coronaria aguda podrian jugar
un papel importante en los resultados que obtuvimos, ya que este biomarcador
esta estrechamente relacionado con la enfermedad coronaria. En tercer lugar,
los resultados obtenidos mediante el uso de PanelomiX deben interpretarse
cuidadosamente para extrapolarlos a una muestra diferente. Cuarto, el presente
estudio no fue disefiado inicialmente para la evaluacién de AIT. Por lo tanto,
algunos de los datos importantes, como el tiempo de duracion de los sintomas,
no estan disponibles. Finalmente, aunque todas las muestras tuvieron el mismo

periodo de almacenamiento al momento de la medicion de la molécula parte
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del material tuvo largos periodos de almacenamiento, que de alguna manera
podrian afectar los valores de FABP, pero esto es algo que no hemos estudiado

adecuadamente.

Finalmente, disponer de un biomarcador preciso y sencillo que permita el
diagndstico de AIT nos ayudaria en el diagndstico diferencial. Ademas, el uso
de técnicas de POCT para medir el marcador mejoraria y optimizaria la
direccion adecuada del tratamiento. Desde nuestro punto de vista, estos
resultados abren una posibilidad para mejorar el manejo de esta patologia.
Niveles més altos de este marcador podrian ayudar a reducir las discrepancias
diagnosticas en pacientes con sospecha clinica de AIT en comparacion con los
imitadores, considerando que se ha comprobado que se encuentran niveles
elevados de H-FABP en este tipo de pacientes vasculares. Aunque nuestros
resultados son preliminares para trasladar su uso a la clinica, debido al
potencial que muestra este marcador valdria la pena explorarlo en una cohorte

mas amplia.

Para empezar, es necesario aclarar que el anélisis estadistico de este estudio
fue exploratorio. Por lo tanto, se considerd necesario realizar un analisis
exhaustivo de todas las proteinas, razén por la cual se incluyeron todas las
moléculas en una regresion logistica para evitar sesgos estadisticos de
correlacién con las variables clinicas. Esto lleva a que los resultados, a primera
vista, parezcan contradictorios, ya que las proteinas que alcanzan significancia
estadistica en el anélisis estadistico inicial (comparacion de grupos) finalmente

no son incluidas en el modelo final.
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Por otra parte, las proteinas ApoC-IIl, IL6 y VWF, que no alcanzaron
significancia estadistica en el analisis inicial, se perfilan como biomarcadores

prometedores para el diagnéstico del ictus.

Estos resultados se entienden mejor si observamos el grafico de correlaciones,
el cual indican que las proteinas que alcanzan significacion estadistica en el
analisis univariante estan estrechamente correlacionadas con la edad. Al
examinar los datos clinicos de nuestra muestra, queda claro que el grupo AIT
es de mayor edad en comparacion con el grupo Mimic, que es mas joven. Por
lo tanto, las proteinas que alcanzaron significancia estadistica en este primer
andlisis (univariante) parecen reflejar la edad de los pacientes y no tanto el

diagnostico final.

En consecuencia, es 16gico que en la regresion logistica estos marcadores no
alcancen significacion estadistica porque compiten con la edad, que es un
mejor predictor de AIT. Asi, se puede asumir que las proteinas que presentan
significacion estadistica en la regresion logistica tienen cierta independencia
con las variables clinicas incluidas en el modelo y por tanto aportan nueva
informacion al diagndstico final de AIT, como es el caso de la molécula ApoC-
.

Este biomarcador (ApoC-I11) es una proteina que desempefia un rol crucial en
el metabolismo de los lipidos y se ha ve implicada en la promocion de la
formacidn de placas ateroscleroticas en los vasos sanguineos, el cual es un
factor subyacente critico en muchos ictus, por lo que se ha relacionado con un
mayor riesgo de ictus isquémico y AIT [99] [100] [101]. En este sentido, los
resultados obtenidos en el estudio llevado a cabo por Olivieri et al. sugirieron

que una concentracion plasmatica basal elevada de esta molécula esta
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relacionada con la prediccién de ictus isquémico o AIT [102]. Los resultados
obtenidos en nuestro estudio se relacionan con lo mencionado hasta aqui, ya
que el p-valor del LRT indica la importancia de incorporar esta proteina en el

diagndstico clinico del AIT.

Aunque no se comprenden completamente los mecanismos exactos por los
cuales ApoC-I111 contribuye a este mayor riesgo, la evidencia actual sugiere que
su papel en el metabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL) es
un factor clave [103] [104]. Ademas, participa en la acumulacion de lipidos en
el torrente sanguineo y promueve la formacion de placas ateroscleréticas [105].
Esta asociacion indica la importancia de esta molécula como predictor de ictus
y subraya su potencial como diana terapéutica. En este contexto, nuestros
resultados muestran que la capacidad para predecir un AIT, representada por
el valor de AUC, es modesta, con un valor de 0,76 (IC: 0,70-0,82). Esto
significa que, aunque la proteina tiene cierta capacidad predictiva, esta no es

extremadamente alta.

Ademas, cuando se incluye esta proteina en el modelo clinico, que por si solo
tiene un AUC de 0,75 (IC: 0,69-0,82), observamos una ligera mejora en la
discriminacion de casos. Lo que es congruente con los resultados obtenidos en
el test de comparacién de AUC, ya que los valores de la prueba De Long
indican que esta mejora en la capacidad predictiva no es suficientemente

significativa desde un punto de vista estadistico.
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Las proteinas IL6 y VWF desempefian un papel importante en las
complicaciones trombdticas y tromboembolicas, que se asocian con el ictus

isquémico agudo y el AIT.

Por un lado, la IL6 es una citocina proinflamatoria que contribuye
significativamente a la trombosis, mediante la induccion del factor tisular (FT).
En este sentido, se han reportado niveles elevados de IL6, TF y VWF, en
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda, particularmente en aquellos con
mal pronostico; lo que siguiere un mayor riesgo a largo plazo de un ictus
isquémico asi como con la prediccion de peores resultados [106] [107] [108]
[109].

Por ejemplo, un estudio de interés sobre ictus indica que los niveles de IL6
fueron significativamente mas altos en pacientes con recurrencia que en
aquellos sin recurrencia, con un una correlacién positiva estadisticamente
significativa entre esta proteina con la mortalidad, NIHSS y mRS después de
3 meses y un AUC de 0,9. Esto sugiere que la IL6 es un biomarcador que
contribuye a determinar el resultado clinico del ictus isquémico y predecir la

recurrencia [109].

Aunque existen algunos estudios que abordan el papel de esta molécula en los
resultados prondsticos del ictus isquémico, hay pocos estudios recientes que
evallen esta proteina en el diagnostico. Los resultados de los estudios
enfocados en el diagndstico generalmente indican niveles elevados de IL6 en
todos los pacientes con ictus en comparacion con el grupo control. Sin
embargo, analisis mas complejos sugieren que esta proteina puede no ser un

biomarcador potencial para el diagndstico de un ictus establecido [110] [77].
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Por el contrario, nuestros resultados indican lo que esta proteina es
potencialmente un marcador que puede ayudar a mejorar el diagnostico, al
menos en pacientes AIT. Aungue en el anélisis univariante que la diferencia
entre los niveles, de esta proteina, no son estadisticamente significativos, se
puede observar valores mas altos en el grupo de AIT en comparacion con el
imitador. Asimismo, los resultados de nuestros analisis mas complejos indican
que esta proteina puede ser un marcador potencial para el diagnostico
diferencial de AIT. Resultados que se ven respaldados con los obtenidos en el
LRT que indican que el modelo que incluye esta proteina predice mejor el

diagndstico que el modelo clinico por si solo.

Del mismo modo, los resultados de la prueba de DelLong indican una mejora
significativa del AUC cuando se incluye IL6. Pese a esto, es necesario recordar
que nuestros hallazgos son preliminares y deberian ser estudiados de forma
mas exhaustiva y validados en futuras investigaciones con una muestra mas

amplia.

Por otro lado, el VWF es un mediador de la inflamacién vascular, activando
varias vias inflamatorias, incluida la cascada del complemento y la NETosis.
[111]. En la actualidad se sabe que la interaccion de esta proteina con las
plaquetas y la respuesta inflamatoria es crucial en la progresion del ictus
isquémico. Por otra parte, se ha demostrado que los niveles elevados de esta
molécula estan asociados con una mayor infiltracién de neutrofilos, expresion
de citocinas inflamatorias y empeoramiento de los resultados neuroldgicos en

los modelos animales de ictus isquémico [112].

Al igual que las proteinas expuestas hasta hora, el VWF no mostro diferencias

significancias en el analisis inicial. Sin embargo, es llamativo que los niveles
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mas altos de esta molécula se encuentren en el grupo control (Mimic). Ya que
estudios anteriores han informado consistentemente que los niveles elevados
de VWEF se correlacionan con resultados desfavorables en la recuperacion y el
pronostico del ictus. No obstante, nuestro estudio, centrado en pacientes con
AIT, reveld un patrén opuesto: niveles mas bajos de VWF en pacientes con

AIT que en mimics.

Esta discrepancia podria explicarse por varias razones. En primer lugar,
nuestro enfoque diagnostico se centrd especificamente en pacientes con AlT,
lo cual difiere de estudios mas amplios de incluyen pacientes con ictus agudos.
Por otro lado, la presencia de diversas patologias en el grupo control
(intoxicacion, tumores, etc.) podria explicar los niveles mas altos de VWF en
este grupo. En contraste, los valores reducidos en el grupo AIT podrian estar
relacionados con la corta duracion de la oclusion por un trombo, posiblemente
debido a la correlacion negativa con ADAMTS13 [113] [114]. Por ultimo,
aunque los analisis estadisticos sugieren que incluir el VWF en el modelo
podria mejorar el diagndstico de AIT, el aumento en la capacidad de

discriminacion del modelo no resulté estadisticamente significativo.

La respuesta celular del sistema nervioso central (SNC) al ictus conduce a la
liberacion de marcadores neuronales especificos en el liquido cefalorraquideo
(LCR) y el torrente sanguineo, lo que indica dafio cerebral. De este modo, los
biomarcadores propuestos para evaluar AIT se han centrado en su aplicacién
diagnostica y pronostica. Muchos de estos biomarcadores propuestos no son
especificos del cerebro, sino que estan relacionados con el proceso de

isquemia, la coagulacion o la inflamacion, como es el caso del dimero D, la
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endostatina, el oncogén a relacionado con el crecimiento (GROA), el péptido
natriurético pro-tipo B N-terminal (NTproBNP), la proteina de adhesion
vascular-1 (VAP-1), entre otros. Se ha argumentado que estos marcadores,
estrechamente relacionados con el evento vascular, proporcionan informacion
valiosa sobre los mecanismos de lesion cerebral, incluyendo el papel de la

inflamacion en el ndcleo y las areas circundantes del infarto.

Por ejemplo, la endostatina es conocida por su capacidad para inhibir la
angiogénesis e inducir la apoptosis. Niveles mas elevados de esta proteina se
han asociado con dafio vascular, peor prondstico y mayor mortalidad en

pacientes con eventos cardiovasculares [115].

Por otro lado, el caso del dimero D es un claro ejemplo de marcador no
especifico del cerebro considerado muy potente para la degradacion de
proteinas intravasculares [116]. En la practica clinica, los niveles plasmaticos
anormales de dimero D son indicadores esenciales de coagulacion
intravascular diseminada, y los niveles bajos a menudo ayudan a descartar
eventos criticos como embolia pulmonar y trombosis venosa profunda [117].
Sin embargo, es necesario realizar mas estudios que evalten el papel del
dimero D en el riesgo de resultados clinicos adversos después de un ictus. En
resumen, el dimero D es valioso en el diagnéstico del ictus, con evidencia
sOlida en esa éarea, aunque la evidencia sobre su pronéstico ha sido

inconsistente hasta ahora.
Del mismo modo, se ha registrado que el papel de la molécula NT-poBNP

puede ser determinante en la prediccion del riesgo de un ictus tras un AlT. Se

ha propuesto que los niveles de este marcador, determinado durante las
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primeras horas, se asocia de forma independiente con un mayor riesgo de ictus
posterior (OR:6,65) [118].

En resumen, la identificacion y evaluacion de estos y otros biomarcadores
ofrecen perspectivas valiosas sobre los mecanismos subyacentes de la lesién
cerebral y la inflamacion asociada, destacando su relevancia tanto en el
diagnostico como en el prondstico de los pacientes con AIT. La inclusion de
estos marcadores en protocolos clinicos podria mejorar significativamente la
atencion y los resultados en estos pacientes, subrayando la necesidad de

continuar la investigacion en esta area.

Si bien se han logrado avances significativos en la identificacion de
biomarcadores como ApoClIll, IL-6 y VWF para AIT, existen varias
limitaciones en la investigacion actual que deben abordarse. En primer lugar,
el pequefio tamafio muestral. En segundo lugar, los resultados obtenidos
mediante el algoritmo PanelomiX deben interpretarse cuidadosamente ya que
los resultados obtenidos con este algoritmo son especificos de la muestra
utilizada para este estudio. Finalmente, el presente estudio no fue disefiado
inicialmente para pacientes con AIT. Por tanto, el diagndstico de AIT se realizé
siguiendo el estandar clinico de cada centro. Por lo que una de las principales
limitaciones de este estudio es que el estandar de oro para el diagnostico de
AIT fue el criterio clinico del neurélogo en cada centro participante y no se
contrastd el diagnostico con un analisis de resonancia magnética aguda.
Finalmente, para llevar a cabo este subestudio se realiz6 un analisis
retrospectivo con los datos disponibles y los marcadores elegidos para el

estudio original (StrokeChip).
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Las investigaciones futuras deberian centrarse en fortalecer nuestras
limitaciones en estudios longitudinales y con una muestra méas grande. Una
mayor validacion de ApoC-lIl, IL-6 y VWF como biomarcadores de AIT a
través de estudios a gran escala podria solidificar su valor diagndstico y

prondstico.

Finalmente, concluimos que el desarrollo de paneles integrales de
biomarcadores que incluyan proteinas tanto especificas del cerebro como
aquellas relacionados con la isquemia puede proporcionar una comprension

mas profunda de este evento vascular y mejorar los resultados clinicos.
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Las conclusiones de esta tesis doctoral son las siguientes:

Se han encontrado mayores niveles de H-FABP en pacientes con dafio
tisular al realizarles una resonancia cerebral (DWI positiva) que en
pacientes sin dafio tisular (DWI negativa). El poder de prediccion de
esta proteina fue moderado ya que los resultados son alentadores, el

tamafio muestral es muy pequefio.

Se ha encontrado mayor concentracion sérica de H-FABP en pacientes
con AIT que en pacientes imitadores (Mimics). Asimismo, en el
modelo final se observd una asociacion entre la proteina y el
diagndstico final después de ajustar el modelo por edad e hipertension
(variables confusoras). Estos resultados podrian sefialar el potencial del
biomarcador en el diagnostico clinico. Finalmente, la existencia de
pruebas rapidas para este biomarcador permitira probar el valor clinico
de esta molécula en la vida real, implementandolo en el departamento

de emergencias o en el consultorio del médico de cabecera.

El estudio del panel de biomarcadores de la presente tesis indica que
los biomarcadores sanguineos Apo-CllIl, IL-6 y VWF pueden mejorar
significativamente el diagnostico precoz del AIT, diferenciandolo de
otras afecciones que imitan sus sintomas. Pese a esto, es necesario
validar estos resultados en futuras investigaciones superando las

limitaciones del propio estudio.
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ANEXO 1

Neutrophil-lymphocyte ratio in the differentiation of Transient Ischemic Attack

and Stroke Mimics
Despite the advance in
neuroimaging studies and
diagnostic criteria, the accurate
diagnosis of transient ischemic
attack (TIA) is still unclear. For this
reason, there are different new
approaches in order to improve the
accuracy of this diagnosis. One
example is to use the complete
blood count information, in
particular ~ the  neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR). Since,
several  studies report the
usefulness of this ratio (1) (2) (3).

To evaluate this approach, we
conducted a retrospective study in
which we took into account all the
complete blood count (CBC)
parameters, focusing on NLR, in
order to differentiate TIA and
stroke mimics. However, unlike
previous studies, here we have

considered a variety of disorders

that simulated a TIA, considered in
the clinic as mimics, in order to
mirror the population, we would
find in an emergency department,
and provide greater value to the

diagnostic differentiation.

For this purpose, 121 patients (47
AIT vs 74 mimics) from a previous
cohort were included in the present
study. These patients were admitted
into the emergency department of
Vall d’Hebrén or Germans Trias i
Pujol Hospitals. CBC parameters
evaluated within 24 hours of
symptom onset were taken into

account (4).

Comparisons between groups (TIA
vs Mimic) were performed using
the Mann-Whitney test or the t-test,
depending on the distribution of the
variable. Data were expressed as

number (%) for categorical
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variables, and as median and
interquartile range for continuous
variables, depending on the
distribution of the variables. A
graphical representation of the
NLR distribution in each mimic
group was shown. However, no
statistical test was applied due to
limited number of the patients in
each  pathology. A logistic
regression analysis was performed
for two models: the first model,
considered as the clinical model,
was formed by age and sex, and the
final model was formed by the
clinical model, and the NLR. Only
NLR was included because it was
the most repeated parameter in

previous studies. These two models

were compared with the likelihood
ratio test (LRT), in order to
compare goodness-of-fit (how well
the data fit the final prediction).
Receiver operating characteristic
(ROC) analysis was performed to
determine the area under the curve
(AUC) for both models. Finally, the
AUC of both models were

compared with the De Long test.

The results of the group
comparison suggest statistically
significant differences in age,
neutrophil count, white blood cells
count (WBC) and platelets. The
other parameters did not reach

statistical significance [Table 1].
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Table 1 Baseline characteristics of sample and complete blood count parameter

TIA (N=47) Mimic (N=74) p value

Age 77.00 [65.50-80.50] | 59.00 [47.25-73.75] | <0.001
*

Sex (Female) 40 (54.1) 23 (48.9) 0.583
Neutrophil x10%L | 5.10 [3.80-6.27] 6.40 [4.52-8.17] 0.001"
Lymphocytes 1.85[1.22-2.37] 1.75[1.20-.47] 0.998
x10°/L
WBC* x10°%/L 9.20[7.10-11.20] 7.90 [6.55-9.07] 0.008"
NRL* 2.86 [2.03-4.32] 3.00 [1.86-5.83] 0.25
MCV* fL 90.70[88.47-93.40] | 90.35 [88.05-94.17] | 0.97
MCH* pg 30.40[29.20-31.95] | 30.65 [29.75-31.90] | 0.66
MCHC* g/dL 33.49 (0.94) 33.65 (0.85) 0.34
RDW* % 14.25[13.30-14.87] | 13.80[13.40-14.70] | 0.38
Platelets x10MN9/L | 213.73 (71.05) 241.96 (75.86) 0.04*
MPV* fL 9.15 (1.05) 9.01 (1.03) 0.48

*NRL indicates neutrophile ratio lymphocyte. *MCV mean red volume. *MCH mean
corpuscular Haemoglobin. *MCHV mean corpuscular Haemoglobin Concentration. *\RDW
Red blood cell Distribution Width. * MPV mean platelet volume. *P value <0.01. *P <0.05

Binary logistic regression results
pointed to an association between
NLR and age with final diagnosis
(T1A or mimic). On the other hand,
the result of the likelihood ratio test
suggested that the final model is
better than the clinical model alone
(p =0.002). However, the results of
the AUC comparison of both

models, using the De Long test, did
not reach statistical significance
(Table 2) suggesting that there is no
significant improvement in the
AUC of the final model (0.74
[0.65-0.83]), when compared to the
AUC of the clinical model (0.78
[0.70-0.86]).
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Table 2 Results of the binary logistic regression analysis and the evaluation of both models

Clinical Model

Clinical + NRL (Final Model)

Logistic OR [95% CI] pvalue OR [95% CI] p value
regression
Age 094 (0.91;,0.97) < 0.93 (0.90;0.96) <0.001*
0.001*
Sex 1.85 (0.82;4.34) 0.142 1.89 (0.80;4.62) 0.151
NLR* - - - 1.27 (1.08;1.58) 0.014*
p value
LRT* 0.002*
AU  [95% ClI] AU  [95% ClI]
C C
AUC* 0.74 (0.65;0.83) 0.78 (0.70;0.86)
[95% CI] [95% ClI] p value
De Long (0.64;0.83) (0.69;0.86) 0.127

test

NLR means neutrophil-to-lymphocyte ratios. LTR likelihood ratio test. AUC area under the

curve. *P value <0.01. *P <0.05

The distribution graph of NLR
levels indicated that the pathologies
with low levels compared to the
median of TIA were: epilepsy,
acute confusional syndrome, and

alcohol intoxication. On the other

hand, the median of peripheral

nerve pathology is positioned at a

level equivalent to the median of

the TIA. The remaining pathologies

are above TIA median [Figure 1].
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Figure 1 Distribution graph. This graph shows the distribution of NLR levels in the different
pathologies within the mimics group (blue color) and in the TIA group. The gray line crosses
all the pathologies of the mimic group is the reference point of the median of the NLR level of
the TIA group (in this way it is possible to better identify pathologies that present higher or

lower levels than a TIA).

The complete blood count or
hemogram is a routine and easy test
to perform. Due to the ease and low
cost, these tests are emerging as one
of the most accepted for diagnostic
differentiation, not only in stroke
butalso in TIA (5) (6). In this study,
we saw that neutrophils, platelets,
and WBC

reached statistical

significance when comparing TIA

and mimics, while the distribution
of the NRL did not show significant
differences. However, in the
logistic regression NRL obtains a
statistically significant value. This
is due to the fact that the NLR
levels alone cannot differentiate
between TIA and mimic (group
comparison) but if confounding

variables such as age and sex are
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taking into account, NLR could
differentiate the diagnosis (logistic

regression).

Specifically, the results of the
logistic regression analysis showed
that the NLR obtained a p-value of
less than 0.05, as did the age
variable.  This  suggests an
association between NLR, age and
TIA diagnosis. Likewise, the result
of the LRT indicates that the final
model describes the data better than
the clinical model alone, which in
some way could support the result
obtained in the previous studies
(1)(2)(7). Despite what has been
mentioned so far, the De Long test,
indicates that the predictions of the
final model do not represent an
improvement compared to the
clinical model, which leads us to
think that the final model is not
good enough, when making a
differential diagnosis between TIA

and mimic.

It should be emphasized that our
results, are in the opposite way to
those obtained in previous studies,
a plausive explanation for this is the
variety of mimics that we
considered here. This diversity is a
strong point of our research,
because this simulated a real
situation in  the emergency
department, making the study more
translational. Moreover, to our
knowledge, this is the first study
that has considered different
pathologies to evaluate the
potential of NLR, in the diagnostic
of the TIA.

In this sense, the pathologies within
the mimics that obtained higher
levels of NLR compared to TIA
were: tumor, vasovagal syncope,
hypoglycemia, traumatic brain
injury, urinary infection and
hyperglycemia. Most of these
pathologies are related to an
elevated WBC, especially in
inflammatory ~ and  infectious

processes (8)(9).
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In conclusion, in the sample with
which we worked, mimics patients
presented disorders related to
inflammatory or infection
processes. Therefore, higher NLR
levels were more frequent in this
type of patients that in TIA patients.
On another hand, NLR seem to be
associated with the prediction of
the final diagnosis (TIA vs mimic),
when adjusted for age and sex.

Finally, it is necessary to clarify
that our study presents important
limitations. First, we worked with a
limited sample size. Second,
patients in some mimic pathologies
were underrepresented. Hence,
working with limited data from
patients in a retrospective cohort
could add some selection bias.
Therefore, we suggest that our
results should be validated in a
different cohort that covers our

limitations.
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