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RESUMEN

Elictus es una de las principales causas de mortalidad en Espafia (la primera en mujeres),
la segunda causa de demencia y la primera de discapacidad adquirida en el adulto. El
prondstico de los pacientes con un ictus isquémico ha mejorado sustancialmente en las
ultimas décadas, especialmente con la introducciéon de tratamientos en fase aguda
como la fibrinolisis intravenosa (National Institute of Neurological Disorders and Stroke
rt-PA Stroke Study Group, 1995; Hacke et al., 2008) o la trombectomia mecanica (Goyal
et al.,, 2016). Sin embargo, dichos tratamientos tienen importantes limitaciones que
restringen su uso a casos seleccionados y algunos pacientes, pese a recibirlos, no
presentan ninguna mejoria clinica. Por ello, es fundamental encontrar nuevas dianas
terapéuticas relacionadas con la cerebroproteccion que mejoren el prondstico de los
pacientes.

El ictus isquémico es una enfermedad compleja con importante variabilidad
interindividual por la diversidad en la sintomatologia y en las etiologias. Se produce por
una obstruccion a nivel arterial que disminuye el flujo sanguineo cerebral, lo cual
provoca un conjunto de eventos asociados a un fallo energético celular (cascada
isquémica), que finalmente dan lugar a un dafio en el parénquima cerebral (Campbell et
al., 2019a). La respuesta inmune asociada a un ictus isquémico es un factor crucial en la
fisiopatologia y en la resolucion del mismo (Shichita et al., 2023). Dentro de los distintos
tipos celulares implicados, el neutroéfilo estd involucrado en la respuesta inflamatoria los
primeros dias tras el ictus. Aunque inicialmente se le atribuyeron Unicamente efectos

deletéreos, también se ha observado que hay neutréfilos con funciones
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cerebroprotectoras asociados a una resolucién de la inflamacion cerebral (Cuartero et
al., 2013; Garcia-Culebras et al., 2019).

En los ultimos afios, se ha descrito que los neutréfilos circulantes presentan una
variacion en su fenotipo en un proceso denominado envejecimiento o “aging”. El aging
del neutrdfilo tiene un patrdén circadiano y puede condicionar cambios en la respuesta
ante lesiones inflamatorias, infecciosas o vasculares. Los neutréfilos que salen a la
circulacidn se denominan jovenes (fresh) y presentan marcadores en membrana que los
identifican, principalmente niveles altos de CXCR2 (CXCR2") y CD62L (CD62L"") y bajos
de CXCR4 (CXCR4'°), en contraposicion con los neutréfilos envejecidos que tienen un
nucleo hipersegmentado y presentan niveles altos de CXCR4 (CXCR4"') y bajos de CD62L

Ill

(CD62L'°) (Adrover et al., 2016). Entre los mecanismos implicados en el “aging” del
neutrdfilo, se ha descrito un proceso regulado por el gen Bmall, que a su vez controla
la expresidn del gen Cxcl2. La proteina resultante, CXCL2, actia como agonista del
receptor CXCR2 de forma autocrina promoviendo el envejecimiento del neutrofilo. Por
el contrario, la citocina CXCL12, la cual es un agonista de CXCR4, inhibe este proceso
(Adrover et al., 2019). En estudios preclinicos de infarto de miocardio, se ha observado
gue los ratones con neutrofilos jévenes presentan un menor dafio miocardico (Adrover
et al., 2019), por lo que se plantea que el fenotipo de los neutrdfilos pudiera influir en la
gravedad de las enfermedades vasculares en humanos.

Con estos antecedentes, en la presente Tesis Doctoral propusimos como hipétesis que
la concentraciéon de CXCL12 plasmatica estaria relacionada con el fenotipo de los
neutrdfilos circulantes, inhibiendo el proceso de envejecimiento y, por ello, confiriendo

un mejor prondstico en pacientes con ictus isquémico agudo. En este sentido, los

objetivos principales planteados han sido correlacionar la concentracién plasmatica de
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CXCL12 con el volumen de infarto cerebral, gravedad del ictus y prondstico de los
pacientes a los 3 meses, asi como con el fenotipo de los neutréfilos. De forma adicional,
se ha planteado un analisis para determinar si la concentracidon de CXCL12 esta influida
por variables demograficas o por las principales patologias del paciente. Asimismo, se
ha realizado un estudio exploratorio para valorar la relacidn entre la concentracién de
CXCL12 vy los principales marcadores plasmaticos de las trampas extracelulares de
neutroéfilos (NETs, por sus siglas en inglés).

Para contrastar esta hipdtesis, se ha realizado un estudio prospectivo en el que se han
reclutado en un Centro de Ictus un total de 134 pacientes con diagndstico de ictus
isquémico de menos de 6 horas de evolucidon o “del despertar”, excluyendo aquellos
pacientes con ictus lacunares o con patologias o tratamientos previos que pudieran
modificar la respuesta inmune (infeccion reciente, enfermedades oncoldgicas o
reumatoldgicas activas). Para ello, en cada paciente se ha realizado una extraccién
sanguinea al ingreso, a las 24 horas y, en caso de ser posible, a los tres meses, asi como
un estudio de neuroimagen al ingreso y a las 24-72h para determinar el volumen de
infarto y las principales complicaciones. Con respecto a las muestras sanguineas, se han
procesado para disponer de frotis sanguineos que permitan valorar el fenotipo de los
neutrdfilos y obtener plasma pobre en plaquetas para determinar los niveles
plasmaticos de CXCL12 mediante ELISA.

Para el analisis de los datos, se ha realizado un estudio descriptivo de la cohorte, un
analisis univariante para establecer la correlacién de CXCL12 con las distintas variables
relacionadas con la gravedad clinica y radioldgica, asi como un estudio predictivo
mediante el método de regresion paso a paso con exclusion secuencial (backwards

stepwise) de las variables mas relevantes.
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Como principales resultados, cabe destacar:

1) Se observa una correlacidn positiva entre los niveles de CXCL12 y la edad, asi como
una menor concentracién de CXCL12 en los pacientes que presentan diabetes mellitus
(p<0,01alingresoy p=0,03alas 24 horas en ambos casos). No se han objetivado otras
asociaciones relevantes con otras patologias.

2) En relacién con la afectacion neuroldgica, en primer lugar, una concentracién de
CXLC12 mds elevada al ingreso se ha asociado a una menor gravedad clinica medida por
la escala NIHSS (p = 0,08) y radiolégica medida por la escala ASPECTS (p = 0,06), sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, si se ha observado
una correlacién negativa estadisticamente significativa entre los niveles plasmaticos de
CXCL12 alas 24 horas del ictus y el volumen de infarto, tanto al analizar directamente el
area isquémica (p = 0,03) como si se categoriza en terciles (p = 0,01). En este ultimo caso,
la concentracion de CXCL12 a las 24 horas es una de las variables incluidas en el modelo
predictivo. En la misma linea, se ha objetivado una correlacién significativa entre la
posibilidad de presentar una transformacién hemorragica y una menor concentracion
de CXCL12 a las 24 horas (p = 0,04). Pese a lo descrito anteriormente, no se ha
confirmado una asociacién entre los niveles de CXCL12 y el prondstico funcional a los
tres meses medido por la escala de Rankin modificada (ERm).

3) No se han demostrado variaciones en los niveles de CXCL12 en relacién con el
momento de inicio de los sintomas. Con respecto a la evolucidn de la concentracién a lo
largo del tiempo, se ha observado una menor concentracidon de CXCL12 a las 24 horas
con respecto a las determinaciones al ingreso y a los tres meses. No se han objetivado
diferencias del numero de leucocitos o neutroéfilos circulantes en funcién de los niveles

de CXCL12.
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4) En el estudio para valorar el fenotipo del aging de los neutréfilos mediante el grado
de segmentacién del nucleo, no se han observado diferencias significativas del fenotipo
en funcidn de la hora en la que se ha producido el ictus isquémico ni de la concentracién
plasmatica de CXCL12.

5) Por ultimo, se ha observado una correlacion positiva débil entre los niveles
plasmaticos de CXCL12 y los marcadores plasmaticos de NETs, por lo que deberan
realizarse estudios adicionales para establecer los mecanismos subyacentes.

En conclusidn, los resultados presentados en esta tesis doctoral sugieren un efecto
protector de CXCL12 en pacientes con ictus isquémico agudo, especialmente
relacionado con un menor volumen del infarto cerebral, lo cual podria ser una futura
diana terapéutica. Sin embargo, no se ha confirmado una asociacién con el fenotipo de
los neutrdfilos, por lo que deberan realizarse estudios futuros para corroborar esta

hipotesis.
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ABSTRACT

Stroke is one of the leading causes of mortality in Spain (first among women), the second
cause of dementia and the main cause of acquired disability in adults. The prognosis of
patients with ischemic stroke has improved significantly in recent decades, especially
after the introduction of acute-phase treatments such as intravenous thrombolysis
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995;
Hacke et al., 2008) or mechanical thrombectomy (Goyal et al., 2016). However, these
treatments have important limitations that restrict their use to selected cases, and some
patients do not show clinical improvement despite receiving them. Therefore, it is
essential to identify new therapeutic targets in the field of neuroprotection to improve
the prognosis of stroke patients.

Ischemic stroke is a complex disease with significant inter-individual variability due to
the diversity of symptoms and etiologies. It is caused by an arterial occlusion that
reduces cerebral blood flow, leading to a series of events associated with cellular energy
failure (ischemic cascade), which ultimately results in damage to the brain parenchyma
(Campbell et al., 2019a). The immune response associated with ischemic stroke is a
critical factor in the pathophysiology and resolution of stroke (Shichita et al., 2023).
Among the different cell types involved, the neutrophil is a key player in the
inflammatory response in the first days after stroke. Although initially only deleterious
effects were attributed to neutrophils, it has been shown that there are also neutrophils
with neuroprotective functions associated with the resolution of brain inflammation

(Cuartero et al., 2013; Garcia-Culebras et al., 2019).
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Recently, it has been described that circulating neutrophils change their phenotype in a
process called aging. Neutrophil aging has a circadian pattern and may influence the
response to inflammatory, infectious, or vascular injury. Neutrophils released into the
circulation are known as "fresh" neutrophils and have characteristic membrane markers,
mainly high levels of CXCR2 (CXCR2"') and CD62L (CD62L"") and low levels of CXCR4
(CXCR4Y). In contrast, aged neutrophils have a hypersegmented nucleus and high levels
of CXCR4 (CXCR4"") and low levels of CD62L (CD62L°) (Adrover et al., 2016). Among the
mechanisms involved in neutrophil aging, a pathway regulated by the Bmall gene,
which controls the expression of Cxcl2, has been identified. The resulting protein, CXCL2,
acts as an agonist of the CXCR2 receptor in an autocrine manner to promote neutrophil
aging. In contrast, the cytokine CXCL12, which is a CXCR4 agonist, inhibits this process
(Adrover et al., 2019). In preclinical studies of myocardial infarction, mice with young
neutrophils have less myocardial damage (Adrover et al., 2019), suggesting that the
neutrophil phenotype may influence the severity of vascular diseases in humans.

With this background, in this Doctoral Thesis we hypothesized that plasma CXCL12
concentration would be related to the phenotype of circulating neutrophils, inhibiting
the aging process and, therefore, conferring a better prognosis in patients with acute
ischemic stroke. The main objectives were to correlate the plasma concentration of
CXCL12 with cerebral infarct volume, stroke severity and patient prognosis at 3 months,
and also with the phenotype of neutrophils. In addition, an analysis was performed to
determine whether CXCL12 concentration was influenced by demographic variables or
by the patients' main pathologies. An exploratory study was also performed to assess
the relationship between CXCL12 levels and the main plasma markers of neutrophil

extracellular traps (NETSs).
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To prove this hypothesis, a prospective study was conducted. 134 patients with a
diagnosis of ischemic stroke up to 6 hours' duration or "wake-up" stroke were recruited
at a single stroke center. Patients with lacunar stroke or with previous pathologies or
treatments that could modify the immune response (recent infection, oncologic or
active rheumatologic diseases) were excluded. Blood samples were obtained at
admission, after 24 hours and, if possible, after three months. Neuroimaging was also
performed on arrival and at 24-72 hours to determine infarct volume and major
complications. Blood samples were processed to obtain blood smears to assess
neutrophil phenotype and platelet-poor plasma to determine plasma CXCL12 levels by
ELISA.

We performed a descriptive study of the cohort, a univariate analysis to determine the
correlation between CXCL12 and different variables related to clinical and radiologic
severity, and a predictive study using backward stepwise regression for the most
relevant variables.

The main results of our study were the following:

1) A positive correlation between CXCL12 levels and age was observed, and diabetic
patients had lower CXCL12 levels (p < 0.01 at admission and p = 0.03 at 24 hours in both
cases). No other relevant associations with other pathologies were observed.

2) Regarding neurological involvement, a higher CXCL12 concentration on admission
was associated with less clinical severity as measured by the NIHSS scale (p = 0.08) and
less radiological severity as measured by the ASPECTS scale (p = 0.06), but no statistically
significant differences were found. A statistically significant negative correlation was
observed between plasma CXCL12 levels 24 hours after stroke and infarct volume, both

when we analyzed the ischemic area directly (p = 0.03) and when it was categorized into
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tertiles (p = 0.01). In the latter case, the concentration of CXCL12 at 24 hours is one of
the variables included in the predictive model. Furthermore, a significant correlation
was found between the likelihood of hemorrhagic transformation and a lower CXCL12
concentration at 24 hours (p = 0.04). However, an association between CXCL12 levels
and functional prognosis at 3 months measured by the modified Rankin Scale (mRS) was
not confirmed.

3) CXCL12 levels were not shown to vary according to the time of symptom onset.
Regarding the evolution of the concentration across time, a lower CXCL12 concentration
was observed at 24 hours compared to the levels measured at admission and at three
months. Circulating leukocyte and neutrophil counts did not differ based on CXCL12
levels.

4) No significant differences in neutrophil phenotype were observed according to the
time of ischemic stroke onset or the plasma concentration of CXCL12 when assessing
the aging phenotype of neutrophils by their nuclear segmentation.

5) Finally, a weak positive correlation was observed between plasma CXCL12 levels and
plasma NETs markers. Further studies should be performed to establish the underlying
mechanisms.

In conclusion, the results of this Doctoral Thesis suggest a protective effect of CXCL12 in
patients with acute ischemic stroke, particularly in relation to smaller cerebral infarct
volume, which may be a future therapeutic target. However, an association with the
neutrophil phenotype was not confirmed, so further studies should be performed to

confirm this hypothesis.
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1. INTRODUCCION

1.1. El ictus isquémico

1.1.1 Definicion

El ictus se define como un déficit neurolégico atribuible a una lesidn aguda y focal en el
sistema nervioso central (SNC) de causa vascular (Sacco et al., 2013). Puede clasificarse
en dos grupos principales: el ictus isquémico y el ictus hemorragico; este ultimo incluye
la hemorragia intracerebral y la hemorragia subaracnoidea.

Un ictus isquémico se define como un episodio de disfuncién neuroldgica originado por
un infarto focal cerebral, espinal o retiniano. A su vez, un infarto del SNC se define como
un dafio celular ocasionado por isquemia, basado en hallazgos patolégicos o de
neuroimagen, o por sintomas neuroldgicos focales persistentes (>24h de duracién o
hasta el fallecimiento) compatibles con dicho diagndéstico y del que se han excluido otras
posibles etiologias (Sacco et al., 2013).

Por otra parte, los accidentes isquémicos transitorios (AlT) son episodios de afectacion
neuroldgica focal del SNC de duracion breve (tipicamente menos de una hora) sin
evidencia de una lesién isquémica aguda en las pruebas de neuroimagen (Albers et al.,
2002). Se producen por una interrupcion transitoria del flujo sanguineo que se resuelve
antes de producir una lesiéon permanente. Su patogenia y estudio etioldgico es igual a la
del ictus isquémico. Es de especial importancia la adecuada valoracion de estos
pacientes ya que presentan un riesgo aumentado de tener un ictus isquémico posterior,
que puede disminuir con un estudio y tratamiento dirigido adecuado (Amarenco et al.,

2016).
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Esta revisidn tratard principalmente del ictus isquémico, aunque algunos aspectos

pueden ser aplicables a la hemorragia cerebral y a los AIT.

Ictus isquémico Ictus hemorragico

Figura 1: Representacion esquematica de un ictus isquémico y hemorragico. En el ictus
isquémico, un trombo bloquea el flujo sanguineo a un area cerebral, provocando una lesidn
isquémica secundaria. Por el contrario, un ictus hemorragico se produce por una coleccién de
sangre en el parénquima cerebral o en el sistema ventricular.

1.1.2. Epidemiologia

A nivel mundial, se estima que una de cada cuatro personas sufrird un ictus a lo largo de
su vida, siendo un 71% de ellos ictus isquémicos (The GBD 2016 Lifetime Risk of Stroke
Collaborators, 2018). En conjunto, afecta anualmente a 13,7 millones de personas en el
mundo, siendo la segunda causa de fallecimiento, con 5,5 millones de muertes al afio
(Johnson et al., 2019). La incidencia y mortalidad ajustada por edad ha descendido
progresivamente en los paises con mayores recursos econdémicos gracias a una mejor
prevencidon primaria, pero no en paises con un nivel econédmico intermedio o bajo
(Krishnamurthi et al., 2013), de modo que, a nivel global, la probabilidad de tener un
ictus a lo largo de la vida ha aumentado de un 22,8% en 1990 a un 24,9% en 2016 (The
GBD 2016 Lifetime Risk of Stroke Collaborators, 2018). Ademas, la frecuencia de
patologia cerebrovascular en la poblacién probablemente sea mayor, ya que en un

estudio poblacional realizado en Paises Bajos en personas asintomaticas mayores de 55

30



Introduccioén

afios se identificaron lesiones isquémicas silentes en resonancia magnética (RM) craneal
en el 7,2% de los sujetos estudiados (Vernooij, 2007). Asimismo, la incidencia de ictus
entre personas jévenes ha aumentado en los ultimos afios (Ekker et al., 2019), lo que
puede atribuirse, al menos en parte, al aumento de los factores de riesgo vascular en
este grupo de poblacion (Bhatt et al., 2018).

En Espafa, se estima que la incidencia anual de ictus es de 187 casos por cada 100000
habitantes al afo (Diaz-Guzman et al.,, 2012), por lo que se calcula que
aproximadamente 71000 personas sufren un ictus anualmente. Aproximadamente
27000 personas fallecieron por este motivo durante 2017, siendo esta la segunda causa
de muerte en Espaiay la primera en mujeres (datos del Instituto Nacional de Estadistica,
2017). El aumento de prevalencia de las enfermedades cerebrovasculares se relaciona
con un envejecimiento de la poblacién, pero desde los afios 80 se ha observado un
descenso progresivo de la mortalidad ajustada por edad gracias al mejor control de
factores de riesgo vascular y a los avances en el tratamiento de los pacientes con ictus
(Cayuela et al., 2016). Esta tendencia se esta frenando, en parte porque hay un mayor
reconocimiento en la poblacién general de los sintomas y por la mejora en el estudio
diagndstico que, en conjunto, condicionan un aumento del numero de pacientes
diagnosticados (Cayuela et al., 2022).

Elictus no solo es relevante en términos de incidencia y mortalidad, ya que en los paises
occidentales las enfermedades cerebrovasculares suponen la segunda causa de
demencia después de la enfermedad de Alzheimer y la primera causa de discapacidad
adquirida (Johnson et al., 2019). De los pacientes que sobreviven a un ictus, dos tercios
presentaran algun tipo de secuela, un 30% requerira ayuda en sus actividades diarias,

un 20% precisaran asistencia para poder desplazarse y un 16% necesitaran ingresar en

31



Introduccioén

una residencia o en un centro de continuidad de cuidados, siendo la edad uno de los
principales factores para presentar secuelas graves a largo plazo (Kelly-Hayes et al.,
2003). Por otra parte, los pacientes en edad laboral que sufren un ictus tienen una mayor
probabilidad de estar en situacién de desempleo que la poblacién general (Maaijwee et
al., 2014).

Considerando todo lo anterior, las enfermedades cerebrovasculares suponen un
importante impacto socioeconémico a nivel mundial. En Espafia, el coste medio de un
paciente ingresado con un ictus es de aproximadamente 6000€ y se estima un gasto
medio durante el primer afio de aproximadamente 27000€ (datos de 2013) (Alvarez-

Sabin et al., 2017).

1.1.3. Factores de riesgo
Existen multiples factores de riesgo asociados al ictus isquémico, que se dividen en

aquellos que son modificables, no modificables y genéticos.

1.1.3.1. Factores de riesgo no modificables

La edad es el principal factor de riesgo. A partir de los 55 afios se dobla la posibilidad de
presentar un ictus isquémico y la mitad de casos ocurren en pacientes con mas de 75
afios (Chen et al., 2010). Ademas, los pacientes de mayor edad presentan mayor
mortalidad, déficits neuroldgicos y tienen una recuperacidon mas lenta.

Con respecto al sexo, las diferencias en la incidencia dependen de la edad. Los hombres
tienen una mayor incidencia de ictus entre los 45 y los 75 afos y a nivel global presentan
una incidencia mas alta: 133 casos por 100000/personas-afio vs. 99 casos por
100000/personas-afio en las mujeres (Krishnamurthi et al., 2013). Sin embargo, a partir

de los 75 afios las mujeres tienen una mayor probabilidad de padecer un ictus por lo
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gue, en paises con mayor esperanza de vida, las mujeres tienen en conjunto una mayor
posibilidad de tener un ictus a lo largo de su vida (Benjamin et al., 2019).

Por otra parte, se ha observado una mayor incidencia y mortalidad en pacientes de raza
negra, que se relaciona en parte con un mayor riesgo de presentar factores
predisponentes como la hipertension arterial y por un peor acceso a la sanidad en

determinadas regiones (Cruz-Flores et al., 2011).

1.1.3.2. Factores de riesgo modificables

La identificaciéon de factores de riesgo modificables en la poblaciéon es uno de los
principales objetivos para iniciar terapias de prevencién primaria que permitan
disminuir la probabilidad de padecer un ictus en el futuro (Boehme et al., 2017; Tsao et
al., 2023). En el estudio internacional INTERSTROKE, se identificaron 10 factores de
riesgo modificables que predicen el 90% de posibilidad de tener un ictus, que se

identifican en la Figura 2 (O’Donnell et al., 2010):

Sedentarismo

Obesidad @' Dieta
Factores
Causas [ & de riesgo Factores
cardiacas & - k. % psicosociales

Hipertension
arterial

Tabaquismo
Alcohol

Hipercolesterolemia

jabet
(ratio ApoB/ApoA1) Diabetes

Figura 2: Factores de riesgo relacionados con el ictus en el estudio INTERSTROKE: hipertension
arterial, tabaquismo, cociente entre cintura y cadera, dieta, sedentarismo, consumo importante
de alcohol, factores psicosociales (estrés y depresién), causas cardiacas y relacion entre
apolipoproteina By Al.
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La hipertensidon arterial es el factor de riesgo modificable mas importante,
especialmente si la presién arterial es superior a 160/90mmHg (O’Donnell et al., 2010).
De forma general, se recomienda que debe tratarse con medidas farmacolégicas y
cambios en el estilo de vida para conseguir una tension arterial inferior a 140/90mmHg
(Meschia et al., 2014). En los ultimos afios se propone un objetivo mas estricto
(<130/80mmHg), especialmente en pacientes con enfermedad isquémica de pequefio
vaso o diabetes mellitus (Furie, 2020).

La diabetes mellitus es otro factor de riesgo independiente, que aumenta el riesgo de
sufrir un ictus especialmente en pacientes menores de 65 afios y en mujeres (Furie,
2020). Se recomienda conseguir un control glucémico con un valor de hemoglobina
glucosilada menor del 7% para prevenir complicaciones microvasculares, sin haberse
demostrado que un control mas intensivo de la glucemia disminuya la posibilidad de
tener un ictus isquémico (Fang et al., 2016).

El papel del colesterol y sus subfracciones como factor de riesgo para sufrir un primer
ictus isquémico ha presentado resultados contradictorios en los distintos estudios
realizados. En general, valores aumentados de colesterol total entre los 40 y 59 afios de
edad se relacionan con un aumento de riesgo de padecer un ictus isquémico; por el
contrario, algunos estudios asocian valores mas elevados de colesterol total con tener
una menor posibilidad de desarrollar un ictus hemorragico (Tsao et al.,, 2023). En
cualquier caso, se deben indicar cambios en el estilo de vida en pacientes con
hipercolesterolemia y alto riesgo vascular y considerar el inicio de estatinas para
prevenir la posibilidad de desarrollar enfermedades vasculares.

La fibrilacion auricular (FA) es otro de los principales factores de riesgo para presentar

un ictus isquémico, especialmente en personas de edad avanzada y en mujeres. Para
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prevenir embolias cerebrales o sistémicas asociadas a la FA, se indica iniciar tratamiento
anticoagulante con antagonistas de la vitamina K (AVK) o anticoagulantes de accién

directa (ACOD) en pacientes con una puntuacion de la escala CHA,DS,-VASc 21 (January

et al., 2019).
ESCALA CHA,DS,-VASc

Disfuncidn ventricular/ Insuficiencia cardiaca congestiva 1 punto
Hipertension arterial 1 punto
Edad mayor o igual de 75 afios 2 puntos
Diabetes mellitus 1 punto
Ictus/ AIT/ Tromboembolismo 2 puntos
Enfermedad vascular: infarto previo, enfermedad adrtica periférica, 1 punto
afectacion adrtica...

Edad 65-74 1 punto
Sexo femenino 1 punto

Tabla 1: Escala CHA;DS,-VASc. Valora el riesgo de tener un ictus en pacientes con fibrilacién
auricular. Puntuacidn maxima: 9 puntos. Riesgo bajo: 0 puntos. Riesgo moderado: 1 punto.
Riesgo alto = 2 puntos.

El consumo de téxicos se relaciona con un aumento de la probabilidad de presentar
enfermedades cerebrovasculares. El tabaquismo incrementa el riesgo de sufrir un ictus,
siendo este mas alto a mayor nimero de cigarrillos consumidos al dia (Bhat et al., 2008).
Se estima que el tabaquismo estd relacionado con un 15% de la mortalidad (Thun et al.,
2000) y el abandono del habito tabaquico se asocia con una disminucién del riesgo de
padecer un ictus (Song and Cho, 2008). El consumo de alcohol a dosis altas se asocia con
una mayor posibilidad de presentar un ictus isquémico y, de forma mas directa, con
desarrollar una hemorragia intracraneal. Su consumo conlleva un peor control de la
tension arterial y una mayor posibilidad de presentar cardiopatias emboligenas como la
fibrilacion auricular o la miocardiopatia dilatada por alcohol (Hillbom et al., 2011). El uso

de otros tdxicos ilegales como la cocaina, la heroina, anfetaminas y MDMA estan
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relacionados con un aumento importante del riesgo de presentar un ictus isquémico o
hemorragico (Boehme et al., 2017).

En relacién con los habitos de vida, las personas fisicamente activas tienen un riesgo
inferior de sufrir un ictus isquémico (Tsao et al., 2023). Con respecto a la nutricidn, la
dieta mediterranea y un bajo consumo de sal se relacionan con una menor probabilidad
de desarrollar enfermedades cerebrovasculares (Strazzullo et al., 2009; Estruch et al.,
2018). Entre los distintos mecanismos propuestos, la actividad fisica y la dieta estan
relacionadas una disminucion de la presidn arterial, del peso corporal y de la posibilidad
de padecer diabetes mellitus.

Otros factores reconocidos son la apnea obstructiva del suefio, la enfermedad renal
cronica o trastornos psiquiatricos como el estrés o la depresion (Bang et al., 2015).
Asimismo, se ha relacionado un incremento de la incidencia de ictus con una mayor
exposicién a contaminantes atmosféricos (Shah et al., 2015).

Algunos procesos inflamatorios crénicos también se han relacionado con una mayor
probabilidad de tener un ictus. Se ha observado que niveles de proteina C reactiva mas
elevados en plasma, que es un marcador inespecifico de inflamacién, se relacionan de
forma modesta con una mayor incidencia de ictus (Emerging Risk Factors Collaboration
et al., 2010). Asimismo, la exposicidn previa a infecciones bacterianas y virales se ha
asociado a un mayor riesgo de presentar un ictus (Elkind et al.,, 2010), asi como la
enfermedad periodontal crénica (Lafon et al., 2014). Las infecciones agudas también
suponen un desencadenante para presentar un ictus agudo; de hecho, se ha observado
una menor incidencia de ictus en personas que han sido vacunadas de la gripe

(Holodinsky et al., 2022) y del SARS-CoV-2 (Kim et al., 2022).
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1.1.3.3. Factores de riesgo genéticos

La identificacién de variantes genéticas que puedan relacionarse con un aumento de la
probabilidad de tener ictus es compleja ya que se trata de una enfermedad muy
heterogénea, en la que existe una importante variabilidad entre poblaciones, de
etiologias y de factores de riesgo. La variantes genéticas pueden contribuir a presentar
un ictus de distintas formas (Boehme et al., 2017; Dichgans et al., 2019):

1. Trastornos genéticos monogénicos en los que el ictus es su manifestacion Unica o
principal. Entre ellos destacan el CADASIL (de las siglas en inglés “cerebral autosomal
dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy”), secundario
a una mutacién del gen NOTCH3, la angiopatia amiloide familiar (siendo el principal gen
implicado el precursor de la proteina APP/B-amiloide) o las variantes patogénicas del
gen Colageno 4 (COL4A1).

2. Trastornos genéticos que pueden presentarse con ictus como una de sus
manifestaciones. En esta categoria, las patologias mads relevantes son la enfermedad de
Fabry (mutacién de la galactosidasa A), el MELAS (de las siglas en inglés “mitochondrial
encephalopathy with lactic acid and stroke-like episodes”), por mutacion en el ADN
mitocondrial, y la anemia falciforme.

3. Variantes genéticas relacionadas con tener una mayor probabilidad de tener un ictus
o factores de riesgo vascular cldsicos (estos a su vez incrementan la posibilidad de
presentar enfermedades neurovasculares). Existen distintos genes conocidos, como
variantes de los genes HDAC9 o TSPAN2, que se asocian a ictus aterotrombéticos, o

variantes de PITX2 o ZFHX3, con los ictus cardioembdlicos (Dichgans et al., 2019).
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1.1.3.4. Prevencion primaria

Considerando los factores de riesgo previamente mencionados, se han disefado
distintas estrategias para prevenir el desarrollo de ictus. Como se ha reflejado
previamente, es preciso conseguir un adecuado control de la tensién arterial, glucémico
y lipidico. A nivel poblacional, no se ha observado un beneficio del tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS) en la prevencién de enfermedades cerebrovasculares en pacientes
sin patologia vascular conocida y si un leve incremento de la posibilidad de presentar
complicaciones hemorrdgicas (McNeil et al., 2018), por lo que actualmente no se
recomienda su toma como prevencidn primaria en la poblacién general.

La identificacion de fibrilacién auricular y su adecuado tratamiento con fdrmacos
anticoagulantes disminuye la probabilidad de presentar un ictus, aunque de momento
no estd establecido un screening poblacional (Hindricks et al., 2021). El aumento de
impuestos al tabaco y bebidas azucaradas se ha identificado como una medida util para
disminuir el consumo de dichos productos (Colchero et al., 2017), asi como medidas de
salud publica orientadas al desarrollo de actividad fisica o a promover una dieta

saludable.

1.1.4. Etiologia

1.1.4.1. Causas arteriales

Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es una de las principales etiologias del ictus. Los trombos arteriales se
originan cuando el nucleo lipidico de la placa de ateroma se expone a la luz arterial,
principalmente por fendmenos inflamatorios locales o por ulceracion. Las placas de

ateroma se localizan en poblacion occidental principalmente a nivel carotideo o adrtico
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y, por el contrario, las placas de ateroma en arterias intracraneales son mas frecuentes
en poblaciéon asiatica o en pacientes con diabetes mellitus o tabaquismo importante
(Kim et al., 2018).

Existen varios mecanismos por los cuales a partir una placa de ateroma complicada se
puede dar lugar a un ictus. El mecanismo principal es un embolismo arterio-arterial, que
se produce por una migracién del trombo a arterias distales, pero también puede ser
secundario a una trombosis arterial in situ o por un mecanismo hemodindamico

(hipoperfusion distal) en estenosis de alto grado u oclusiones arteriales.

Enfermedad de pequefio vaso

La afectacidn de arterias de pequeiio tamafio o de las arteriolas cerebrales da lugar a
distintas manifestaciones, tanto isquémicas (infartos lacunares, leucoaraiosis) como
hemorragicas (microhemorragias o hemorragia intracerebral). La afectaciéon de las
arterias de pequefio calibre se presenta preferentemente a nivel subcortical de los
hemisferios cerebrales o a nivel troncoencefdlico, ya que en estas localizaciones se
originan directamente desde arterias de mayor calibre y por ello se exponen a una
presién arterial mas elevada, que a su vez predispone a un dafo vascular por
lipohialinosis. También pueden verse afectadas estas arterias por arterioesclerosis o en
casos mas infrecuentes pueden asociarse a enfermedades genéticas como el CADASIL

(Campbell et al., 2019a).

Otras causas vasculares
Existen otras patologias arteriales que pueden provocar un ictus isquémico. Dentro de
ellas, las disecciones arteriales son las mas frecuentes; se producen por una separacion

entre la capa intima y la capa media arterial, que puede ocasionar una lesién isquémica
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por un mecanismo hemodinamico o por embolismos arterio-arteriales. Pueden
presentarse de forma espontanea, ser secundarias a traumatismos o relacionarse con
enfermedades del tejido conectivo.

Otras causas mas raras son las vasculitis autoinmunes del SNC (primaria o secundaria a
otras enfermedades reumatoldgicas), vasculitis infecciosas (entre ellas por virus
Varicela-Zoster, sifilis...) u otras arteriopatias como la displasia fibromuscular, la

enfermedad de moya-moya, el sindrome de vasoconstriccidn cerebral reversible, etc.

1.1.4.2. Causas cardiacas

Fibrilacion auricular vy flutter auricular

La fibrilacion auricular es una de las arritmias mas frecuentes en la poblacion general.
Se origina cuando se generan estimulos eléctricos en distintos puntos de la auricula
condicionando una alteraciéon del ritmo cardiaco y contracciones auriculares irregulares
(Brundel et al., 2022). Por distintos mecanismos aumenta la probabilidad de que se
originen trombos auriculares, que pueden provocar embolismos arteriales a nivel del
sistema nervioso central o a nivel sistémico. En conjunto, las personas que presentan
una fibrilacién auricular tienen un riesgo cinco veces mayor de presentar un ictus
isquémico, si bien el riesgo individual se ve modificado por la edad y los factores de

riesgo especificos (Pisters et al., 2012).

Otras causas cardiacas

Otras fuentes cardioembdlicas relacionadas con los ictus isquémicos son:

e Las valvulas metalicas.
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La hipocinesia o dilatacion del ventriculo izquierdo por cardiopatia isquémica
aguda o cronica o en miocardiopatias dilatadas, que favorecen el desarrollo de
trombos murales.

Las endocarditis infecciosas o las endocarditis trombdticas no bacterianas.

e Tumores cardiacos como los mixomas o fibroelastomas, entre otros.

En los ultimos afios han cobrado especial interés los ictus asociados a foramen oval
permeable (FOP) a partir de ensayos clinicos que han demostrado una reduccion
del riesgo de ictus isquémico recurrente tras el cierre endovascular del FOP (Mas

et al., 2017; Saver et al., 2017).

1.1.4.3. Otras etiologias

Trombofilias y estados de hipercoagulabilidad

Algunos trastornos hematoldgicos aumentan la posibilidad de presentar eventos
tromboembdlicos que, si bien son mas frecuentes en la circulacién venosa, pueden
provocar eventos isquémicos arteriales como los ictus isquémicos. Entre los mas
comunes encontramos la mutacidn del factor V de Leyden (resistencia a la proteina C
activada), la mutacion del gen de la protrombina 20210A, el déficit de proteinaCy Sy el
déficit de antitrombina.

Las enfermedades oncoldgicas también pueden suponer un aumento de la probabilidad
de presentar eventos isquémicos por diversos mecanismos, siendo el principal una
coagulopatia intravascular por aumento de factores procoagulantes sintetizados por las
células tumorales o como parte de la respuesta inmune, por produccién de NETs
(neutrophil extracellular traps; trampas extracelulares de neutrofilos), por aumento de

la actividad plaquetaria o por disfuncidon endotelial (Bang et al., 2020; Navi et al., 2021).
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Algunas enfermedades autoinmunes se asocian a un riesgo aumentado de ictus
isquémico, siendo de especial interés el sindrome antifosfolipido primario o secundario
(asociado a otras enfermedades autoinmunes) (Naranjo et al., 2021).

Otras enfermedades sistémicas también pueden provocar un estado de
hipercoagulabilidad, como pueden ser la enfermedad renal crénica, especialmente si se
asocia a un sindrome nefrético, o las hepatopatias graves. Algunos farmacos también se
han asociado a un estado procoagulante, como pueden ser los anticonceptivos orales o

el tratamiento hormonal sustitutivo.

Enfermedades genéticas
Como se ha recogido previamente, algunas enfermedades genéticas pueden aumentar
el riesgo de presentar ictus isquémico, destacando el CADASIL, la enfermedad de Fabry

o la anemia falciforme.

Otras causas
Mudltiples enfermedades pueden asociarse a ictus isquémicos, como el sindrome de
vasoconstriccién cerebral reversible, el uso de drogas recreativas como la cocaina,

embolismos grasos en contexto de fracturas dseas, etc.

1.1.4.4. Causa desconocida

En torno al 20% de los pacientes no presentan una causa determinada. Esto puede
deberse a la coexistencia de dos o0 mas causas conocidas (por ejemplo, que presenten
una estenosis carotidea mayor del 70% y una fibrilacién auricular) o a que no se haya
podido completar el estudio etioldgico.

Uninfarto cerebral se considera criptogénico cuando no se llega al diagndstico etioldgico

pese a haber realizado un estudio completo. Dentro de ellos, se ha desarrollado el
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término ESUS (de las siglas en inglés “embolic stroke of undetermined source”), que
engloba a los ictus de mecanismo embélico criptogénicos. Los ESUS pueden deberse a
fibrilacidn auricular paroxisitica no detectada, otras cardiopatias (enfermedad valvular,
cardiopatia atrial), placas ateroesclerdticas o a cancer oculto, entre otros. En este grupo,
se han desarrollado varios ensayos clinicos valorando la eficacia de la anticoagulacidn
frente a la antiagregacion, sin evidenciarse una disminucién de riesgo de padecer un

ictus en pacientes con tratamiento anticoagulante (Kotadia et al., 2021).

Enf. pequefio vaso
(lipohialinosis) Otras etiologias

Diseccion arterial
Hipercoagulabilidad y otros
trastornos hematolégicos
Neoplasias
Vasculitis
Enfermedades genéticas
Téxicos

Fibrilacion
auricular
r< | -] | J‘

i 'v.“"‘-f.J P ,J LAMJ ‘/\ y,l")/\,\ /\,HHV,A,H' [~

°® cardiaco

Criptogénicos , B - ' Trombo

Figura 3: Principales etiologias de los ictus isquémicos. Se destacan causas arteriales
(ateromatosis, diseccidén, vasculitis), cardiacas (fibrilacion auricular, trombo cardiaco),
enfermedad de pequefio vaso, causas inhabituales (hipercoagulabilidad, neoplasias,
enfermedades genéticas, tdxicos) y los ictus criptogénicos.
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1.1.4.5. Clasificaciones
Se han propuesto distintas clasificaciones para englobar las etiologias de los ictus
isquémicos recogidas previamente. Dentro de ellas, la mas utilizada es la clasificacién

TOAST, que divide los ictus en 5 tipos principales (Adams et al., 1993):

Infarto aterotrombético. Arterioesclerosis de arteria grande.

Infarto cardioembdlico.

Enfermedad isquémica de pequefio vaso. Infarto lacunar.

Infarto cerebral de causa rara o inhabitual.

Infarto cerebral de origen indeterminado.

Otras clasificaciones destacadas son la de Laussane y la escala ASCO (A:
aterotrombético; S: small vessel (pequefio vaso); C: cardioembdlico; O: otras causas), en
la que se aporta una valoracién en funcidn de la probabilidad de cada etiologia, que
aumenta la complejidad de la valoracién pero disminuye el nimero de ictus clasificados

como indeterminados por coexistencia de causas (Sobrino Garcia et al., 2013).

1.1.5. Fisiopatologia

1.1.5.1. Circulacion colateral

El cerebro humano es muy susceptible a la isquemia. Tiene un alto consumo energético
y, a diferencia de otros drganos, utiliza de forma casi exclusiva la glucosa para obtener
energia y tiene escasas reservas (Markus, 2004). Recibe en torno al 20% del gasto
cardiaco, aunque supone Unicamente un 2% del peso total del cuerpo. Para mantener
un flujo de sangre constante, las arterias cerebrales mantienen una autorregulacion del

flujo cerebral para mantener una presion arterial con valores entre 60 y 150mmHg,
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aungue existen variaciones interpersonales. Valores inferiores pueden conllevar el
desarrollo de isquemia y, cifras superiores, de edema cerebral.

Cuando una arteria cerebral se ocluye, otras arterias pueden aportar flujo sanguineo a
la regién cerebral afectada que, en su conjunto, se denominan circulacién colateral. La
circulacién colateral puede depender tanto de otras arterias del poligono de Willis
(primarias) o de anastomosis por via leptomeningea (secundarias). Varia entre
individuos en funcidn de distintos determinantes genéticos y ambientales (Zhang et al.,
2010), asi como en un mismo paciente a lo largo del tiempo (Agarwal et al., 2018).

Tras producirse la oclusion arterial, el area isquémica puede tener dos zonas en funcién
del aporte sanguineo que reciban (Figura 4). Una es el core o nuicleo isquémico, que es
donde hay una disminucién mas importante del flujo sanguineo y en la que se produce
una lesién isquémica en un tiempo reducido de tiempo (incluso minutos). A su alrededor
hay una zona denominada penumbra isquémica, cuyo aporte sanguineo es insuficiente
para conservar una funcién normal pero si para mantener la viabilidad celular durante
un tiempo variable, que puede recuperarse si vuelve a recibir un flujo sanguineo normal.
Por ello, uno de los principales objetivos del tratamiento de los pacientes con un ictus
isquémico serd conseguir una reperfusién en el menor tiempo posible para intentar
recuperar el territorio de penumbra y evitar la progresion del core (Ermine et al., 2021),
gue se resume en la frase “tiempo es cerebro”. Los pacientes con mejor circulacién
colateral presentan un crecimiento mas lento del area de infarto, lo que condiciona un
mejor prondstico con el tratamiento de reperfusion incluso en ventana temporal

extendida (Rocha and Jovin, 2017).
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Ntcleo o core
isquémico

Penumbra isquémica

Figura 4: Imagen representativa del area de isquemia, incluyendo el nucleo o core isquémico
que recibe un menor aporte sanguineo y en el que se puede desarrollar una lesién isquémica en
poco tiempo, y un area circundante de penumbra isquémica.

1.1.5.2. Cascada isquémica

La disminucién del flujo sanguineo conlleva una disminucién de nutrientes y glucosa al
parénquima cerebral irrigado por la arteria afectada. Esto inicia un conjunto de eventos
asociados a un fallo energético celular, con afectacién de la funcidon neuronal y vascular,
gue en conjunto se denominan cascada isquémica (Figura 5).

La actividad neuronal depende de tener una disponibilidad energética continua para
producir ATP principalmente a través de la glucolisis aerdbica. Gracias a ello se mantiene
la homeostasis idnica de la membrana a través de distintos mecanismos, destacando las
bombas dependientes de ATP como la Na*/K* ATPasa. La pérdida de este gradiente
transmembrana por una disminucién del ATP conlleva una despolarizacién que provoca
la activacion de canales dependientes de calcio (Ca?*), ocasionando una entrada masiva
de Ca?* al citoplasma neuronal. Este hecho incrementa ain mas la despolarizacion de la

membrana y produce una liberacidon excesiva de neurotransmisores excitatorios como
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el glutamato que se acumula en el espacio extracelular y estdn implicados en un nivel
excesivo de activacién denominado excitotoxicidad (Obrenovitch et al., 1993; Martin et
al., 1994).

La alteracién del gradiente transmembrana y la excesiva activacion mencionada
conllevan un aumento de la concentracién de Ca?* citoplasmatico por liberacion de
depdsitos intracelulares y por la activacién de receptores de glutamato, y esto a su vez
inicia una serie de procesos que conducen a un dafio neuronal irreversible. Entre ellos,
cabe destacar la activacion de la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS) que aumenta
la produccion de radicales libres (Love, 2006) lo que, junto al aumento excesivo de la
concentracién de Ca?*, favorece un dafio mitocondrial. Esto provoca en ultima instancia
la activacion de la cascada apoptotica (liberacion de citocromo C, activacidn de caspasas,
fragmentacion de ADN) o, si la disminucién del ATP es muy importante, se produce una
necrosis neuronal (Campbell et al., 2019a).

Estos procesos no solo generan una afectacién neuronal, sino que afectan a otras
estirpes celulares del SNC incluyendo astrocitos, oligodendrocitos y pericitos. Los
astrocitos presentan igualmente un incremento de las concentraciones de calcio
citoplasmatico y una reduccién de la expresién de transportadores de glutamato, que
favorece un aumento de la concentracidon extracelular de éste (Rao et al., 2001). Los
oligodendrocitos también se ven afectados por la isquemia y la excitotoxicidad, lo cual
puede derivar en una desmielinizacidon de los axones neuronales, que se asocia a una
mayor afectacién de la sustancia blanca cerebral y a un aumento de la degeneracién
Walleriana (George and Steinberg, 2015). Por ultimo, la lesién de los pericitos puede
afectar la circulacién a nivel capilar y contribuir a un dafio de la barrera

hematoencefalica (Hall et al., 2014).
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Figura 5: Representacidon esquematica de la cascada isquémica. La disminucion de oxigeno y
glucosa provoca una cascada de eventos que en ultimo lugar provoca la muerte celular y una
respuesta del sistema inmune. Adaptado de (George and Steinberg, 2015).

Todo este proceso se acompana de una respuesta del sistema inmune que se tratard en

un apartado especifico (seccién 1.2)

1.1.5.3 Transformacidon hemorrdgica

Tras producirse el ictus isquémico, no se produce Unicamente un dafio del parénquima
cerebral, sino que pueden afectarse distintos elementos de la uniéon neurovascular. La
afectacidén de la barrera hematoencefalica puede favorecer el edema cerebral y, si es de
suficiente gravedad, producir una extravasacion de sangre en el tejido cerebral en un
proceso denominado transformacién hemorragica (Spronk et al., 2021). La frecuencia
de este evento es variable en las distintas series publicadas, oscilando entre el 3-40% en
funcion de la definicidn y de las caracteristicas de la poblacién estudiada (Spronk et al.,

2021).
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Dentro de los distintos tipos de transformacidon hemorragica, cabe diferenciar aquellas
que son asintomaticas, es decir, que no ocasionan un deterioro neuroldgico significativo,
y aquellas que son sintomaticas. Estas ultimas suelen ser secundarias a un hematoma
de gran tamafio con efecto de masa (hemorragias parenquimatosas tipo 2) o a una
hemorragia subaracnoidea difusa, y en conjunto se asocian a un deterioro neuroldgico
precoz y a un aumento de la mortalidad a los tres meses (Fiorelli et al., 1999).

Existen distintos factores de riesgo que pueden favorecer el desarrollo de una
transformacién hemorragica, entre los que se incluyen la edad avanzada, la gravedad
inicial del ictus, la hipertension, la diabetes, tener una mala circulacién colateral y el
tratamiento con fibrinolisis intravenosa o trombectomia mecdnica (Whiteley et al.,
2012). Ademas de estos factores mencionados, la respuesta inflamatoria local generada
por el sistema inmune puede contribuir a la lesién de la barrera hematoencefilica, ya
qgue la activacién de los leucocitos produce la liberacién al espacio extracelular de
distintas enzimas como las metaloproteasas de matriz (MMP por sus siglas en inglés,
destacando en el ictus isquémico la MMP-9), y de ROS, que en conjunto aumentan el

dafio de la unién neurovascular.

1.1.6. Tratamiento

1.1.6.1. Estabilizacion clinica

En la atencién a los pacientes con un ictus isquémico agudo, es preciso asegurar en
primer lugar una estabilizacion clinica tanto de la via aérea como de la situacidon

hemodinamica.
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1.1.6.2. Cuidados en Unidad de Ictus

Los pacientes con un ictus isquémico agudo presentan un mejor prondstico cuando son
evaluados y tratados en Unidades de Ictus, por lo que se recomienda su ingreso en
unidades con telemetria con neurdlogos y enfermeria especializados en patologia
neurovascular (Candelise et al., 2007; Langhorne et al., 2020).

Es recomendable un control de la presién arterial, que depende del tratamiento
realizado en fase aguda. En aquellos pacientes candidatos a recibir fibrinolisis
intravenosa o trombectomia mecdnica se recomienda disminuir la presién a cifras
inferiores a 180/105mmHg, y en aquellos que no reciban tratamiento recanalizador, la
tension no debe ser superior a 220/110mmHg en las primeras horas. Asimismo, se debe
realizar un control de la temperatura, de la glucemia y de la saturacién de oxigeno
(Powers et al., 2019).

También es especialmente relevante el abordaje integral de los pacientes en las
Unidades de Ictus para prevenir la aparicion de complicaciones asociadas a esta
enfermedad. Entre ellas destaca la prevencién de neumonias o infecciones respiratorias
asociadas a broncoaspiracion mediante la evaluacion de la deglucidn, o la prevencién de
enfermedades tromboembdlicas venosas (trombosis venosa profunda vy
tromboembolismo pulmonar) mediante profilaxis con heparina de bajo peso molecular
o con medias de compresidn neumatica (Sherman et al., 2007; CLOTS (Clots in Legs Or

sTockings after Stroke) Trials Collaboration et al., 2013).

1.1.6.3. Fibrinolisis intravenosa
La fibrinolisis intravenosa es un tratamiento de primera linea en pacientes seleccionados
con ictus isquémico en fase aguda. Existen dos principales farmacos fibrinoliticos

disponibles para el tratamiento: la alteplasa y la tenecteplasa.
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Alteplasa (t-PA)

La alteplasa (activador tisular del plasminégeno o t-PA) promueve el paso del
plasminégeno a plasmina, la cual estd implicada en la degradacién de la fibrina,
provocando en ultima instancia la lisis de un trombo. Dado que la plasmina se inactiva
rapidamente, es preciso que el tratamiento con t-PA se administre con un bolo inicial
(10% de la dosis) y el 90% restante en una perfusion continua durante una hora. La dosis
total habitual es de 0,9mg/kg (maximo 90mg) aunque se ha demostrado que una dosis
menor (0,6mg/kg) es “no inferior” en poblacién asiatica (Anderson et al., 2016).

El t-PA supuso una revolucidn en el tratamiento del ictus isquémico tras los resultados
favorables de los ensayos clinicos iniciales (NINDS 1 y 2) que demostraron un mejor
prondstico de los pacientes tratados en las primeras 3 horas (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Posteriormente, en
el ensayo ECASS Il se mostré igualmente beneficio en una ventana de tratamiento de
hasta 4,5 horas después del inicio del ictus, aunque su eficacia es mayor cuanto antes se
administre (Hacke et al., 2008; Lees and Bluhmki, 2010; Emberson et al., 2014).

El tratamiento en pacientes con un ictus de mds de 4,5 horas de evolucién o con inicio
desconocido solo esta indicado en la practica clinica habitual con estudios de
neuroimagen avanzada favorables. Por una parte, el estudio WAKE-UP objetivé un
mejor prondstico de los pacientes con ictus de inicio desconocido que presentan en la
RM craneal un “mismatch” (diferencia o desproporcién) entre la lesién isquémica
objetivada en la secuencia de difusién (DWI) y la secuencia FLAIR (recuperacién de la
inversion atenuada de fluido) (Thomalla et al., 2018). Por otra parte, el estudio EXTEND

y un metaandlisis posterior mostraron beneficio del tratamiento con t-PA hasta 9 horas
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desde el inicio de los sintomas si presentaban un TC perfusién favorable (Campbell et
al., 2019b; Ma et al., 2019).

La alteplasa, por lo tanto, supone un tratamiento accesible para mejorar el prondstico
de los pacientes con ictus isquémico, y actualmente estd incluida en la lista de
medicamentos esenciales de la Organizacién Mundial de la Salud
(https://www.who.int/publications/i/item/WHO-MHP-HPS-EML-2021.02). Sin
embargo, presenta importantes limitaciones que condicionan su administracion,
incluyendo la estrecha ventana terapéutica previamente mencionada y que no puede
administrarse en situaciones en las que pueda haber un alto riesgo hemorragico.
Ademas, hay pacientes en los que no se consigue una recanalizacion arterial pese al
tratamiento t-PA, especialmente si el trombo es de predominio plaquetario (Pefia-
Martinez et al., 2019). Las contraindicaciones mas relevantes son las que pueden
aumentar el riesgo de sangrado intracraneal o sistémico, por ejemplo, el diagndstico
previo de hemorragia intracraneal, la presencia de coagulopatia (por enfermedades
sistémicas o por uso de farmacos anticoagulantes), hipertension arterial no controlada,
tener antecedente de sangrado digestivo o urinario en las semanas previas, asi como

haber sido sometido a una cirugia reciente (Demaerschalk et al., 2016).

Tenecteplasa (TNK)

La tenecteplasa (TNK) es un farmaco fibrinolitico derivado del t-PA que tiene una mayor
especificidad sobre la fibrina, mayor resistencia a inhibidores y una semivida mas larga,
lo que permite su administracidon en un Unico bolo (Logallo et al., 2015). Es el farmaco
fibrinolitico de eleccién en pacientes con infarto de miocardio en los que no existe

disponibilidad de realizar un cateterismo coronario, por asociarse a un riesgo de
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hemorragia sistémica inferior que la alteplasa (Van de Werf, 1999; Neumann et al.,
2019).

En estudios realizados en pacientes con ictus isquémico, se ha observado una mayor
tasa de recanalizacidn arterial con tenecteplasa que con alteplasa (Coutts et al., 2018).
Ademas, su facilidad de administracién puede disminuir el tiempo puerta-aguja y
facilitar el traslado intra e interhospitalario en pacientes candidatos a trombectomia
mecdanica (Warach et al., 2022). Este aspecto puede ser de especial relevancia en
situaciones en las que se encuentren saturados los sistemas sanitarios, como sucedio
con el inicio de la pandemia por SARS-CoV-2 (Ostos et al., 2023).

En los ultimos afos se han publicado varios ensayos clinicos comparando la eficacia de
la tenecteplasa, entre los que destacan los estudios EXTEND-IA TNK, AcT y TASTE-A, con
resultados positivos en pacientes con ictus isquémico de menos de 4,5 horas de
duracion (Campbell et al., 2018; Bivard et al., 2022; Menon et al., 2022), por lo que
actualmente la European Stroke Organisation (ESO) recomienda su uso en pacientes en
los que esta indicado un tratamiento combinado con trombectomia mecanica y la
considera una alternativa segura a la alteplasa en el resto de pacientes (Alamowitch et
al., 2023). Se han valorado varias dosis, principalmente entre 0,1mgkg y 0,4mg/kg,
siendo la dosis recomendada actualmente 0,25mg/kg (Campbell et al., 2020; Kvistad et

al., 2022). Sus contraindicaciones son iguales a las mencionadas con la alteplasa.

1.1.6.4. Trombectomia mecdnica

En 2015 se publicaron 5 ensayos clinicos que demostraron el beneficio de la
trombectomia mecdnica en pacientes con ictus isquémico con oclusion de gran vaso
(MR-CLEAN, ESCAPE, REVASCAT, SWIFT PRIME y EXTEND-IA; resultados recogidos en el

metaanalisis publicado por Goyal y colaboradores), lo que ha supuesto un cambio en el
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manejo y prondstico de estos pacientes, que representan el grupo con mayor
morbimortalidad (Goyal et al., 2016). Este tratamiento se basa en la extracciéon del
trombo por via intraarterial, utilizando dispositivos stent retriever, dispositivos de
aspiracion o una combinacion de ambos (Figura 6). A diferencia del infarto de miocardio,
es menos frecuente la colocacidon de un stent en las arterias intracraneales para
conseguir una apertura arterial, si bien esta aumentando su uso en pacientes en los que

no se consigue una recanalizacion efectiva o si se evidencia una reoclusién inmediata

por patologia arterial local (Chang et al., 2018).

Figura 6: Trombectomia mecanica. Se muestra a la izquierda una arteriografia cerebral en la
que se visualiza una oclusion de la arteria cerebral media derecha; a la izquierda se observa una
circulacion cerebral normal tras conseguir una recanalizacion arterial.

Con este procedimiento se consigue una recanalizacidn arterial mayor del 50% del area
afectada en mas del 70% de los casos (Goyal et al., 2016), aunque este porcentaje se ha
incrementado en estudios y series mas recientes. El grado de recanalizacidn arterial se
relaciona con el prondstico funcional, siendo mas favorable en aquellos pacientes en los

que se consigue una mejor recanalizacidn arterial (Ghozy et al., 2022).
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Basandose en la informacién de los ensayos clinicos recogidos, la trombectomia
mecanica es el tratamiento de eleccion para pacientes con ictus isquémico de menos de
6 horas de evolucion desde el inicio de los sintomas en ictus con oclusién de gran vaso
de circulacién anterior (Turc et al., 2019). Ensayos mas recientes (DAWN, DEFUSE-3)
probaron un beneficio de la trombectomia mecanica con pacientes tratados en ventana
temporal extendida (hasta 24 horas después del inicio de los sintomas) si presentaban
un estudio de neuroimagen que confirmase la existencia de tejido en penumbra (Figura
7) (Albers et al., 2018; Nogueira et al., 2018). Igualmente, se estdn ampliando las
indicaciones de tratamiento tras los resultados de ensayos clinicos posteriores, que han
mostrado el beneficio de este tratamiento en pacientes con ictus con una lesidn
isquémica de gran tamafio (ASPECTS 3-5) (Yoshimura et al., 2022; Sarraj et al., 2023), y

también en pacientes con oclusion de la arteria basilar (Tao et al., 2022).

Figura 7: Imagen que representa el area de core isquémico y de penumbra isquémica obtenida
con el software RAPID. En la imagen se observa un area de penumbra extensa (160 ml)
comparada con el volumen de core isquémico (26 ml), que permitiria tratar al paciente en
ventana temporal extendida.
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En general, la trombectomia mecdnica presenta escasas contraindicaciones, entre las
que destacan padecer una plaquetopenia grave (<40000) o una coagulopatia grave, y en
el caso de que el paciente tenga alergia a contrastes yodados puede utilizarse contraste
con gadolinio. Una de sus principales ventajas es que puede emplearse en pacientes con
riesgo hemorragico elevado, como en pacientes con anticoagulacién activa o con riesgo
de sangrado sistémico (hemorragia digestiva, urinaria, cirugia reciente...). En el caso de
que un paciente sea candidato a tratamiento fibrinolitico intravenoso y trombectomia
mecadnica, se recomienda el tratamiento combinado, preferiblemente con tenecteplasa,
en lugar de la trombectomia mecanica de forma aislada (Alamowitch et al., 2023).
Incluso se ha valorado la posibilidad de administrar alteplasa por via intraarterial tras
conseguir una recanalizacion adecuada, con resultados favorables de eficacia y

seguridad en un estudio preliminar (Renu et al., 2022).

1.1.6.5. Cerebroproteccion

Como se ha reflejado previamente, los tratamientos orientados a conseguir una
recanalizacion arterial suponen la principal terapia en fase aguda para mejorar el
pronéstico funcional. Sin embargo, muchos de los pacientes no pueden recibirlos por
presentar alguna contraindicacién: en el caso de la fibrinolisis IV destaca la estrecha
ventana temporal y en la trombectomia mecdnica que estd restringida a pacientes con
oclusién de gran o mediano vaso y que tiene importantes limitaciones técnicas. Ademas,
hay pacientes que no experimentan ninguna mejoria pese a administrarse los
tratamientos mencionados.

En este sentido, no es de extranar que desde hace décadas se investiguen farmacos o
intervenciones que puedan disminuir los efectos nocivos de la cascada isquémica o de

la respuesta inmune, que en su conjunto se denominan cerebroprotectores (Chamorro
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et al., 2021). Se ha propuesto también el término citoprotectores, ya que pueden ir
dirigidos a cualquier célula de la unidad neurovascular (neuronas, astrocitos, microglia,
pericitos y células endoteliales), si bien las neuronas son el tipo celular mas vulnerable
a la isquemia (Fisher and Savitz, 2022).

Durante afios se han desarrollado numerosos estudios de investigacion preclinicos que
han determinado la eficacia de distintos agentes cerebroprotectores en modelos
animales, pero hasta el momento la inmensa mayoria han presentado resultados
negativos en humanos y ninguno forma parte de la practica clinica habitual (Haupt et
al., 2023). Se han planteado distintas hipdtesis que hayan podido contribuir a este fallo

sistematico, que se resumen en la Tabla 2.

Modelos animales (preclinico) Estudios humanos (ensayos clinicos)

) S Uso de farmacos en pacientes con escaso
Ausencia de aleatorizacion ] L
potencial de mejoria

) ) Estudios realizados en un numero escaso
Ausencia de ciego . . .
de pacientes (baja potencia)

o ] L Efectos secundarios inducidos por los
No monitorizar variables fisioldgicas ]
farmacos

. o Inclusidn de pacientes con infartos
Estimacién incorrecta del volumen ] ]
lacunares en farmacos sin efecto en esta
muestral . ,
etiologia

Estudios en animales jévenes sin o . i i
- Administracion tardia del farmaco
comorbilidad

Ausencia de estudios de dosis-respuesta ] ) )
o No realizar estudios de neuroimagen
y falta de reproducibilidad entre
) avanzada
laboratorios

Conocimiento incompleto de la via Excesiva heterogeneidad de los pacientes
Sesgo de publicaciéon

Tabla 2: Motivos que pueden asociarse a un fallo en la traslacion de farmacos
cerebroprotectores del modelo animal al humano. Modificado de (Fisher and Savitz, 2022) y
(Chamorro et al., 2021).
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Con el fin de mejorar los estudios traslacionales de los agentes cerebroprotectores se
establecieron las recomendaciones STAIR (del inglés “Stroke Therapy Academic Industry
Roundtable”) de cara a optimar la metodologia (Albers et al., 2011). Entre los
tratamientos cerebroprotectores con mayor relevancia en los ultimos afios cabe
destacar la nerinetida y el acido Urico, que no demostraron eficacia en el objetivo
primario pero se observé un efecto favorable en algunos subgrupos: en pacientes sin
tratamiento con t-PA en el caso de la nerinetida (Hill et al., 2020) y en mujeres, pacientes
con hiperglucemia o en aquellos tratados con trombectomia mecanica en el ensayo
URICO-ICTUS (Chamorro et al., 2014, 2021). Por ello, se estadn realizando nuevos ensayos
clinicos para valorar la eficacia estas circunstancias.

En relacion con los fdrmacos asociados a la modulacién de la respuesta del sistema
inmune en el ictus isquémico hay que destacar el ApTOLL, un aptamero que actia como
antagonista del receptor TLR4. En estudios preclinicos, los ratones que no expresan TLR4
presentan una menor volumen de isquemia tras un ictus (Caso et al., 2007), y el bloqueo
de TLR4 tras la infusion de ApTOLL ha mostrado igualmente disminuir el volumen de
infarto y mejorar la evolucién neurolégica (Fernandez et al., 2018). La administracion de
este aptdmero en humanos es segura (Hernandez-Jiménez et al., 2022), y un primer
ensayo clinico fase Ib/lla en pacientes con ictus de <6h de evolucién y tratados con
trombectomia mecdnica sugiere que puede disminuir la mortalidad (Hernandez-Jiménez
et al., 2023). Se estan desarrollando nuevos ensayos (fase Ilb/Ill) para confirmar estos
hallazgos.

En este sentido, y tras afios de pesimismo por los repetidos ensayos clinicos negativos,
actualmente la cerebroproteccién es un tema en auge. Ademas, el avance en el

tratamiento del ictus isquémico ofrece nuevas oportunidades, ya que en algunos casos

58



Introduccioén

estos farmacos pueden ser Utiles tras conseguir una adecuada reperfusion arterial tras
una trombectomia mecdnica. También se estd explorando su aplicacion en el entorno
prehospitalario (ambulancias o en unidades de ictus méviles) para disminuir el tiempo
hasta su administracién. Por ello, es de especial importancia encontrar nuevas dianas
terapéuticas encaminadas a mejorar el tratamiento de los pacientes con ictus

isquémico.

1.1.6.6. Tratamientos de prevencion secundaria

Tras completar el estudio etioldgico dirigido, se debe recomendar un tratamiento para
prevenir nuevos eventos isquémicos. Es preciso hacer cambios en el estilo de vida como
cesar el consumo de tabaco, realizar una actividad aerdbica habitual, adoptar la dieta
mediterrdnea y evitar el consumo excesivo de sal, que son estrategias comunes para
prevenir enfermedades vasculares. Es recomendable disminuir la tensién arterial,
siendo un presién inferior a 130/80mmHg el objetivo recomendado en las guias
europeas aunque este valor debe individualizarse en funcién de las caracteristicas y
comorbilidad de los pacientes (Dawson et al., 2022). Por norma general debe hacerse
un control lipidico estricto, siendo los farmacos de primera linea los inhibidores de la
HMGCoA reductasa (estatinas) (Amarenco et al., 2006) con objetivo de LDL <70mg/dI
aunque puede ser mas estricto en pacientes con ateromatosis (<55mg/dl). En caso de
gue no se alcance este objetivo o si existe intolerancia, se puede administrar ezetimiba
o inhibidores de PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-kexin type 9) (Sabatine et al.,
2017). Asimismo, se recomienda un control glucémico en pacientes diabéticos, con un

objetivo de hemoglobina glucosilada (HbAlc) < 7% (Dawson et al., 2022)
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El farmaco de prevencidn secundaria con un uso mas extendido por su escaso coste y su
facil acceso a nivel mundial es el AAS, con una dosis entre 81y 325mg al dia a largo plazo,
pero en caso de que exista alguna contraindicacidon puede utilizarse clopidogrel 75mg al
dia (CAPRIE Steering Committee, 1996). Actualmente se recomienda el uso de doble
antiagregacién con AAS y clopidogrel durante 21 dias o AAS y ticagrelor durante 30 dias
en pacientes con AIT de alto riesgo o ictus isquémico “minor” de etiologia no
cardioembdlica (Dawson et al., 2021). En el caso de que el ictus sea secundario a una
ateromatosis intracraneal con una estenosis significativa y sintomatica, se recomienda
ampliar el tratamiento con doble antiagregacién a 3 meses (Psychogios et al., 2022).

El uso de tratamientos anticoagulantes se reserva a pacientes seleccionados, como
pueden ser aquellos con cardiopatias emboligenas (fibrilacion auricular, valvula
metalica, trombo ventricular...) o con trastornos de hipercoagulabilidad. En el caso de la
fibrilacion auricular “no valvular” (sin estenosis mitral relevante) y sin otras
contraindicaciones, se recomienda el uso de anticoagulantes de accién directa frente a
antagonistas de la vitamina K por presentar menor riesgo de sangrado intracraneal (Klijn
et al.,, 2019).

El tratamiento de prevencién secundaria en situaciones concretas como pueden ser la
estenosis carotidea o los ictus asociados a un foramen oval permeable excede el objetivo

de esta revision.
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1.2. La respuesta inmune en el ictus

La respuesta del sistema inmune puede dividirse en dos grandes bloques: el sistema
inmune innato y el sistema inmune adaptativo:

- El sistema inmune innato es el encargado de la respuesta inicial ante procesos
infecciosos a través de una respuesta inflamatoria celular y humoral indiscriminada. Se
desencadena por la activacién de receptores con baja afinidad, como los receptores TLR
(Toll-like receptors), ante una amplia variedad de moléculas de origen microbiano
denominadas en conjunto PAMPs (del inglés “pathogen-associated molecular patterns”)
o por moléculas liberadas tras un dafio tisular que son interpretadas como
potencialmente dafiinas (DAMPs, del inglés “damage-associated molecular patterns”)
(Chen et al., 2010). La respuesta celular depende principalmente de neutrdfilos,
monocitos, macrdfagos y algunos tipos de linfocitos como los linfocitos NKy Tyé y la
humoral de proteinas circulantes como el sistema del complemento.

- El sistema inmune adaptativo, por el contrario, presenta una actividad dirigida al
estimulo causante pero su respuesta necesita varios dias hasta ser efectiva. Se basa en
receptores de alta afinidad, como el receptor T de los linfocitos T, y en la sintesis de
inmunoglobulinas especificas por parte de los linfocitos B / células plasmaticas. Ademas,
el sistema inmune adaptativo es capaz de generar una “memoria inmunoldgica” para
responder ante un estimulo similar de forma rdpida y eficaz (Jain and Pasare, 2017).
Ambos sistemas interactuan entre ellos, siendo el ejemplo mds representativo la
presentacidn de antigenos entre las células dendriticas y los linfocitos.

El sistema inmune, tanto innato como adaptativo, presenta un papel fundamental en la
fisiopatologia del ictus isquémico desde su fase aguda hasta la crénica (Shichita et al.,
2023). Comienza rapidamente después de producirse la oclusion arterial, bien a través
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de la infiltracién de células del sistema inmune presentes en la sangre o por activacién
de células residentes en el SNC como la microglia (Planas, 2018; ladecola et al., 2020).
Asimismo, en los ultimos afos ha sido objeto de estudio la participacidn de las meninges
(Brioschi et al., 2021) y de la médula dsea del craneo como nicho hematopoyético
especifico en distintas patologias cerebrales (Cugurra et al., 2021). Dicha respuesta
inmune puede provocar un dafio adicional o, por el contrario, estar relacionada con una
resolucién de la inflamacidén y con la reparacidn tisular (Shichita et al., 2023). Entre los
tipos celulares implicados, destacan la microglia, los monocitos, los neutréfilos y los

linfocitos (Figura 8).
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Figura 8: Dindmica de reclutamiento de células inflamatorias al cerebro de raton tras un ictus
isquémico. La grafica muestra la infiltracion de las principales células inflamatorias tras la
isquemia. Modificado de (Gelderblom et al., 2009).
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1.2.1. Inflamacion intravascular

La respuesta inflamatoria intravascular se inicia inmediatamente después de la oclusion
arterial (ladecola and Anrather, 2011). La hipoxia resultante produce una activacién del
endotelio y de las plaquetas, que aumentan la expresion de moléculas de adhesion como
la P-selectina. Esto favorece la interaccion entre los leucocitos y el endotelio,
promoviendo a su vez una respuesta inflamatoria intravascular. Los fendmenos
inflamatorios locales, asi como la produccién de proteasas por los leucocitos y las células
endoteliales, provocan un dafio de la barrera hemato-encefélica y un aumento de la
permeabilidad vascular, que a su vez se relaciona con un aumento del edema cerebral y
de la infiltracién de leucocitos al parénquima cerebral (Konsman et al., 2007; Shichita et

al., 2023)

1.2.2. Activacién de la microglia

Tras el inicio de la isquemia y la inflamacidn intravascular, en el area circundante las
células del sistema inmune residentes en el SNC, es decir, la microglia, se activan incluso
antes de producirse un dafio neuronal (Rupalla et al., 1998).

La microglia activada modifica su morfologia (Morrison and Filosa, 2013) e inicialmente
favorece la amplificacidn de la respuesta inflamatoria a través de la secrecién de ATP y
UTP, que moviliza la microglia de regiones proximas (Verma et al., 2017). Estd implicada
en los procesos de fagocitosis en los primeros dias tras el ictus isquémico, antes de la
infiltracion de monocitos y macréfagos procedentes de la circulacién sanguinea
(Schilling et al., 2003). Fagocitan las neuronas que se han visto lesionadas, e incluso
neuronas todavia viables, en un proceso denominado fagoptosis, que aumenta la

inflamacidn estéril y produce dafio neuronal adicional (Brown and Neher, 2014).
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Pese a que la microglia se asocia a una actividad proinflamatoria inicial, se considera que
es el primer tipo celular que promueve la reparacidn tisular. Algunos de los mecanismos
propuestos son la liberacién del factor neurotroéfico IGF-1 (del inglés insulin-like growth
factor 1), la fagocitosis de células muertas y neutrofilos y la supresion de la actividad
inflamatoria de los astrocitos (Ballesteros et al., 2014; ladecola et al., 2020). De hecho,
y a diferencia de otros tipos celulares, la deplecién de la microglia en modelos animales
antes de generar la lesién isquémica empeora el prondstico neuroldgico (Lalancette-

Hébert et al., 2007; Jin et al., 2017).

1.2.3. Infiltracién de monocitos

Como se ha indicado previamente, tras el inicio de la cascada isquémica la microglia
cambia su morfologia, lo que dificulta diferenciarla de los monocitos/macréfagos que
provienen de la circulacion sanguinea mediante métodos de estudio
inmunohistoquimicos clasicos (Planas, 2018). Sin embargo, el desarrollo de mejores
técnicas y el reconocimiento de marcadores de membrana especificos de cada tipo
celular han mejorado la identificacion de los macréfagos derivados de los monocitos
circulantes.

Los monocitos son, junto a los neutréfilos, las primeras células en infiltrar el parénquima
cerebral en las enfermedades cerebrovasculares. Este proceso estda estrechamente
vinculado al receptor CCR2 (Gliem et al., 2012), que es un receptor presente en
aproximadamente el 10% de los monocitos circulantes. El papel de monocitos y su
posterior diferenciacién a macrofagos en el prondstico neurolédgico tras un ictus
isqguémico presenta resultados contrapuestos en los estudios realizados, lo cual puede
explicarse por la heterogeneidad de fenotipos de esta poblacion celular. Por una parte,

ratones sin expresién de CCR2 o en los que se inhibe su actividad presentan un menor
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volumen de lesién isquémica (Dimitrijevic et al., 2007) y, en humanos, se ha observado
que un mayor numero de monocitos circulantes cldsicos CD14"CD16~ se relaciona con
un peor prondstico a los tres meses (Urra et al., 2009). Por el contrario, otros estudios
muestran que el bloqueo del receptor CCR2 con anticuerpos especificos se relaciona con
un peor prondstico neuroldgico (Wattananit et al., 2016) y puede favorecer la
transformacién hemorrégica (Gliem et al., 2012).

Para poder explicar esta distinta funcidn de los macréfagos se ha propuesto su divisién
en dos fenotipos principales de microglia/macréfagos: M1 y M2. Por una parte, los
macréfagos con un fenotipo clasico o M1 se considera que son beneficiosos en la
respuesta inmune frente a patégenos, pero pueden aumentar el dafio tisular en la
isquemia cerebral. Posteriormente, los macréfagos cambiarian este fenotipo
proinflamatorio M1 a un fenotipo alternativo o M2 implicado en la reparacidn tisular
gue contribuiria a la recuperacion funcional (Chu et al., 2015; Wattananit et al., 2016).
Sin embargo, esta visidon dicotdmica limitada a unicamente dos fenotipos ha sido
rebatida en los ultimos afios, ya que en analisis con transcriptdmica de single-cell se ha
descrito un nimero mayor de subpoblaciones de microglia/macréfagos, siendo preciso
realizar estudios adicionales para poder determinar su funcidn proinflamatoria o de

cerebroproteccion (Li et al., 2022).

1.2.4. Infiltracién de neutrofilos

Los neutréfilos son las primeras células del sistema inmune que infiltran el SNC tras un
ictus isquémico y son uno de los principales responsables de la respuesta inflamatoria
asociada a la isquemia. Los neutréfilos activados expresan moléculas de adhesién como
PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1) e

integrinas, que favorecen la adhesidn a las células endoteliales lesionadas y su posterior
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paso al tejido cerebral. Su infiltracion es maxima en los tres primeros dias tras el ictus
(Gelderblom et al., 2009).

En general, se considera que la actividad de los neutréfilos es neurotdxica y aumenta el
dafio isquémico. Se realizara una revisidn pormenorizada en un apartado especifico (ver
seccién 1.3), pero este proceso puede estar mediado por la produccién de ROS, la
liberacion de granulos con proteinas como la elastasa, la mieloperoxidasa o la
metaloproteasa 9 y por la liberacion de NETs. Ademas, amplifican la actividad
inflamatoria y el reclutamiento de leucocitos a través de la liberacidon de TNFa (tumour
necrosis factor-a), interleucina 1B (IL1B) y la interleucina 6 (IL6) (Gelderblom et al.,
2009). El papel deletéreo de los neutrdéfilos esta apoyado por estudios experimentales
en los que se objetiva una disminucién del volumen de infarto tras la deplecién de
neutrdéfilos o la inhibicién de su paso al parénquima cerebral (Cuartero et al., 2013;
Sreeramkumar et al., 2014). Ademds, niveles circulantes mas elevados de neutréfilos se
asocian a un peor prondstico en pacientes con un ictus isquémico tratados con
trombectomia mecanica (Boisseau et al., 2019; Jickling and Dziedzic, 2019), y un mayor
cociente neutroéfilo-linfocito en sangre se asocia con un peor prondstico y mayor
posibilidad de presentar complicaciones infecciosas (Nam et al., 2018).

Sin embargo, estudios recientes muestran que los neutréfilos no son un tipo celular
homogéneo y su actividad no es Unicamente proinflamatoria, sino que pueden tener
también incluso un rol protector. Estos neutréfilos con propiedades antiinflamatorias
fueron descritos inicialmente en la respuesta inmune asociada a tumores y se
denominaron N2 a semejanza de los macréfagos M2 (Fridlender et al., 2009), y expresan
marcadores de membrana como YM1 (también denominado proteina Chil3). En

estudios en modelo murino de ictus isquémico se objetiva que la polarizacién de los
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neutréfilos hacia un fenotipo N2 puede producirse tras la administracion de
rosiglitazona (agonista de PPARy) o inhibiendo el receptor TLR4, y se relaciona con un
menor volumen de infarto (Cuartero et al., 2013; Garcia-Culebras et al., 2019). Entre los
posibles mecanismos implicados, se ha demostrado que neutréfilos N2 del tejido
isquémico facilitan su propia fagocitosis por los macréfagos/microglia, hecho que puede
promover la resolucidn de la inflamacién (Cuartero et al., 2013).

Esta dicotomia entre fenotipos de neutréfilos como los N1/N2 no es la Unica que ha sido
propuesta en la literatura cientifica. Otro abordaje ha consistido en la diferenciacién
entre neutroéfilos jovenes y envejecidos (non-aged o fresh vs. aged), que ha sido
desarrollada de forma distinta por Frenette y colaboradores (Zhang et al., 2015) y por
Hidalgo y colaboradores (Adrover et al., 2019), y que se expondra de forma detallada en
el apartado 1.4.4. Pese a que estas clasificaciones difieren entre si, los neutréfilos N2 se
asemejan al fenotipo “non-aged” descrito por Frenette et al. (Garcia-Culebras et al.,

2019).

1.2.5. Infiltracion de linfocitos

La infiltracidon de linfocitos es mas tardia, se produce a partir del tercer dia después de
la lesidon isquémica (Gelderblom et al., 2009). A semejanza de los otros tipos celulares,
la infiltracién de linfocitos se considera principalmente nociva, ya que en estudios
preclinicos se ha observado que la inhibicién del paso de linfocitos al tejido cerebral
disminuye el volumen de infarto y mejora el prondstico neurolégico (Becker et al., 2001).
El efecto nocivo inicial de los linfocitos T no parece estar relacionado por el
reconocimiento de antigenos a través del receptor T (Kleinschnitz et al., 2010), y su papel
patogénico se asocia a una amplificacidn de la respuesta del sistema inmune a través de

la liberacién de citocinas como el interferén y (IFNy) y las interleucinas 17 y 21 (IL17 e
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IL21) (Shichita et al., 2009; Clarkson et al., 2014). La produccion de IL17 se ha relacionado
con un aumento del dafio de la barrera hematoencefalica (Kebir et al., 2007) y favorece
la infiltracion de leucocitos; de hecho, la inhibicion de esta via en modelo animal
disminuye el volumen de isquemia (Gelderblom et al., 2018). En la fase subaguda-
crénica si que se produce una respuesta inmune especifica mediada por antigenos que
se ha relacionado con un peor prondstico neurolégico (Mracsko et al., 2014; Jin et al.,
2018)

Al igual que sucede con los neutrdfilos y monocitos, también se han descrito
subpoblaciones de linfocitos que pueden tener una funcién cerebroprotectora. Los
linfocitos T reguladores (Treg) se asocian con una modulacién de la actividad
autoinmune, y su deplecién se ha asociado en algunos estudios a un peor prondstico
(Liesz et al., 2009), pero en otros trabajos les atribuyen un efecto deletéreo al provocar
una disfuncién de la microcirculacién cerebral (Kleinschnitz et al., 2013).

Con respecto a los linfocitos B, su papel todavia no estd claramente definido. Un estudio
ha relacionado la infiltracidon de linfocitos B con una mayor posibilidad de presentar
demencia tras el ictus isquémico (Doyle et al., 2015), mientras que otra investigacion
asocia la presencia de linfocitos B en las dreas de infarto con un incremento de la

neurogénesis y una recuperaciéon cognitiva (Ortega et al., 2020).

68



Introduccioén

1.3. El neutrdfilo

1.3.1. Fisiologia

Los neutrdfilos o leucocitos polimorfonucleares son el tipo de leucocito mas frecuente
en la sangre, representando un 50-70% de los leucocitos en el humano y un 10-25% en
raton (Mestas and Hughes, 2004). Son la primera linea de defensa gracias a su gran
capacidad citotéxica. Poseen una gran cantidad de granulos citoplasmaticos que
almacenan compuestos de alta toxicidad y, por ello, su ciclo de vida estd estrechamente
regulado ya que la activacion de estas células en el lugar o el momento inadecuado
puede ocasionar dafio en los tejidos y en los vasos sanguineos.

Tradicionalmente se ha considerado que es una célula que participa en la fase inicial de
la respuesta inmune, Unicamente con actividad proinflamatoria. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha profundizado en el conocimiento del papel del neutréfilo como uno
de los principales participes de la respuesta del sistema inmune innato en enfermedades
infecciosas, inflamatorias y vasculares, con funciones de modulacion de la respuesta del
sistema inmune e incluso estando implicados en la resolucién del proceso inflamatorio.
Los neutréfilos se caracterizan por tener un nicleo segmentado, con un citoplasma con
granulos y vesiculas que pueden ser liberados como parte de su actividad
antimicrobiana. Los granulos pueden diferenciarse en los siguientes tipos (Kolaczkowska

and Kubes, 2013):

e Granulos azurdfilos o primarios: contienen principalmente mieloperoxidasa
(MPO) y elastasa, entre otras enzimas.
e Granulos especificos o secundarios: contienen, entre otras proteinas, lactoferrina,

fosfatasa alcalina, lisozima y NADPH.
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e Granulos terciarios: contienen fosfatasa y metaloproteinasa 9 (MMP9).

Los neutrofilos se producen en la médula ésea en un proceso denominado
granulopoyesis, en el que estas células maduran y adquieren los granulos precisos para
su funcion (Borregaard, 2010). Tras su maduracién, los neutréfilos pasan al torrente
sanguineo, manteniéndose un pool de neutréfilos listos para ser liberados ante distintos
estimulos inflamatorios. Por ello, debe existir una regulacién muy estrecha de este
proceso, estando implicados los receptores CXCR4 (receptor de quimiocina C-X-C tipo 4)
y CXCR2 (receptor de quimiocina C-X-C tipo 2) (Figura 9) (Nicolds-Avila et al., 2017).

CXCR4 y su ligando CXCL12 tienen un papel fundamental manteniendo los neutrdfilos
en la médula ésea. Una delecién de CXCR4 esta relacionada con un mayor liberacion de
neutrdfilos al torrente sanguineo y, por el contrario, variantes de CXCR4 que se asocian
a una hiperfuncién de este receptor se relaciona con el sindrome WHIM (warts o
verrugas, hipogammaglobulinemia, infecciones, mielocatexis) caracterizado por una
deficiencia de neutréfilos circulantes y una acumulacidon de neutréfilos maduros en la
médula ésea (Hernandez et al., 2003). La expresion de CXCL12 en médula dsea presenta
una variacién circadiana, mediada en parte por el sistema nervioso auténomo: las fibras
del sistema nervioso simpatico modulan la expresién de esta quimiocina por parte de
las células estromales, inhibiendo la expresion diurna de CXCL12 mediante receptores
B3 adrenérgicos y, por el contrario, fibras colinérgicas del sistema nervioso
parasimpatico inhiben esta actividad adrenérgica por la noche. En conjunto, esto implica
una mayor liberacién de neutroéfilos por el dia (Aroca-Crevillén et al., 2020). Otros
mecanismos implicados en la liberacién circadiana de neutréfilos pueden ser las

variaciones en la sintesis de corticoides o la melatonina (Ella et al., 2016).
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Por el contrario, CXCR2 y sus ligandos CXCL1 y CXCL2 favorecen su liberacién a la
circulacidn sanguinea. Al contrario de lo descrito con CXCR4, las mutaciones en CXCR2
que disminuyen su actividad también pueden generar mielocatexis (hipersegmentacién
de los neutrodfilos en la médula ésea). De momento, no se conoce si la sintesis de CXCL1

y CXCL2 presenta variaciones circadianas en médula dsea.
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Figura 9: Esquema representativo del ciclo de vida de los neutrdfilos. Los neutréfilos se
producen en la médula ésea desde las células madre y progenitores de granulocitos. La
liberacion de los neutrdfilos depende de las sefiales antagonistas de CXCL12/CXCR4 (retencidn)
y CXCL1y CXCL2/CXCR2 (liberacidn). Tras 8-12 horas en sangre, los neutréfilos pasan a los tejidos
o son eliminados en la médula dsea, bazo o higado. Adaptado de (Nicolas-Avila et al., 2017).

Cada dia se generan entre 1-2x10*! neutréfilos, que tienen una vida media en torno a 8-
12h, aunque existen reservorios de neutréfilos maduros de forma fisioldgica en higado,
bazoy pulmén, en los que su vida media puede ser mayor (Wang et al., 2017; Ballesteros
et al., 2020). En homeostasis, se liberan neutréfilos maduros de la médula dsea; sin

embargo, durante una infeccidén o en otras enfermedades, aumenta la granulopoyesis y
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pueden liberarse formas inmaduras de los neutrofilos caracterizados por presentar

nucleos no completamente lobulados o “en banda” (Burn et al., 2021).

1.3.2. Activacion de los neutrofilos

Existen tres vias principales por las que los neutréfilos pueden eliminar patégenos: la
fagocitosis, la degranulacion y la liberacion de trampas extracelulares de neutroéfilos
(NETs, por sus siglas en inglés) (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Burn et al., 2021).

Mecanismos de
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Figura 10: Vias de activacion de los neutrdéfilos para eliminar patégenos: fagocitosis,
degranulacién vy liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs). Adaptado de
(Kolaczkowska and Kubes, 2013).

1.3.2.1 Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso por el que los neutrofilos y otras células del sistema inmune
rodean con su membrana una particula (microbios, restos celulares...), formando
finalmente una vacuola denominada fagosoma. Este proceso es activo, mediado por
receptores de membrana, bien sea de forma directa o a través del reconocimiento de

PAMPs/DAMPs o de la fraccidon Fc de los anticuerpos. De esta manera, el neutréfilo
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puede ejercer su actividad antimicrobiana en el interior celular limitando los efectos
nocivos asociados. Estos fagosomas se fusionan con los granulos azurdfilos que
contienen sustancias microbicidas como la mieloperoxidasa (MPO) y la elastasa.

Ademas, en este proceso se producen especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés) que tienen una importante labor bactericida en un proceso llamado estallido
respiratorio u oxidativo (oxidative burst). En este proceso, el complejo de la oxidasa de
NADPH transfiere una carga negativa a una molécula de oxigeno generando un anién
superéxido (02), que produce perdxido de hidrogeno (H.02) mediante la enzima
superéxido dismutasa (SOD). Tanto el Oy como el H;O, pueden generar otros
compuestos con alta capacidad téxica como el peroxinitrito o el acido hipocloroso

(HCIO) (Amulic et al., 2012).

1.3.2.2. Degranulacion

Cuando el neutrdfilo se encuentra en un ambiente inflamatorio, puede liberar al espacio
extracelular los granulos previamente mencionados. Este proceso tiene varias funciones
(Amulic et al., 2012):

- La degranulacién inicial de granulos terciarios libera metaloproteasas al espacio
extracelular, que puede favorecer el avance de los neutrdfilos a través de la matriz
extracelular.

- Posteriormente se produce la degranulacion de los granulos primarios y secundarios
gue contienen proteinas bactericidas (lactoferrina, catepsinas, lisozimas, etc.) y también
tienen la capacidad de generar ROS por procesos similares a los descritos en el apartado
anterior (Burn et al., 2021). Ademas, puede favorecer el reclutamiento de otras células

del sistema inmune como los monocitos. Este proceso es muy util para combatir
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infecciones de la mayoria de microorganismos, pero también puede producir un dafio

tisular del propio individuo.

1.3.2.3. Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Una tercera forma de actuacion antimicrobiana que tienen los neutrdéfilos es la
liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) al espacio extracelular. Los
NETs son estructuras en forma de red que estan formadas por cromatina
descondensada (es decir, por ADN) y por proteinas granulares de los neutréfilos con
propiedades antimicrobianas como la elastasa y la mieloperoxidasa (Papayannopoulos,
2018). Los NETs se describieron por primera vez como una barrera para contener la
diseminacidon de patégenos, especialmente bacterias (Brinkmann et al., 2004), pero cada
vez se conoce mas su implicacién en otros procesos como la inflamaciéon y en la

inmunotrombosis.

Formacion de NETs

El proceso por el que se produce la formacién de NETs todavia no se conoce en detalle,
aungue se han descrito varias vias implicadas. Se inicia como respuesta ante un estimulo
inicial por microorganismos, plaquetas activadas y DAMPs a través de la activacion de
receptores especificos de la membrana del neutrdfilo recogidos en la Figura 11. También
es importante la interaccidn neutréfilo-plagueta, ya que las plaquetas activadas
mediante el receptor TLR4 son una parte fundamental en este proceso, bien sea a través
de una activacién directa o por la liberacién de la proteina HMBG1 (del inglés, high-
mobility box group 1) (Clark et al., 2007; Denorme et al., 2022; Pefia-Martinez et al.,

2022) que puede inducir la liberacidon de NETs via CXCR4 y TLR4 (Kim et al., 2019).
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Estos estimulos provocan la generacién de ROS por la NADPH oxidasa a través de la via
Raf-MEK-ERK. Las ROS estimulan la traslocacién de MPO y elastasa al citoplasma vy
posteriormente al nulcleo celular, donde favorecen la descondensacién del ADN
(Papayannopoulos et al., 2010). Este proceso también activa la enzima peptidilarginina
deaminasa 4 (PAD4), que esta implicada en la citrulinacién de las histonas H3 y H4
(Martinod et al., 2013); PAD4 tiene un papel fundamental en la produccién de NETs, ya
que su inhibicién tras la administraciéon de Cl-amidina se relaciona con una disminucién

de su sintesis (Knight et al., 2014).
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Figura 11: Mecanismos moleculares que regulan la NETosis. La formacién de NETs puede
desencadenarse por microorganismos y estimulos endégenos como los inmunocomplejos. Las
plaguetas también pueden inducir la NETosis a través de la union de HMGB1 (del inglés high
mobility group B1) y el receptor RAGE (del inglés receptor for advanced glycation end products)
y por la interaccion P-selectina — PSGL1. Estas sefiales convergen en la via MEK/ERK, que induce
la formacién de especies reactivas de oxigeno, fendmenos de autofagia y la liberacion de
elastasa y MPO. Por ultimo, la enzima PAD4 esta implicada en la citrulinacion de las histonas.
Adaptado de (Papayannopoulos, 2018).
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La cromatina descondensada se une a distintos granulos del neutroéfilo y finalmente se
libera al espacio extracelular. La principal via por la que se produce este proceso se
denomina NETosis, que se debe a una ruptura de la membrana celular que conlleva la
muerte celular del neutrdfilo, con la consecuente expulsion de los NETs y del contenido
citoplasmatico. Otra via es la liberacion de NETs mediante degranulacién y expulsién de
la cromatina nuclear sin provocar una lisis del neutréfilo, lo que favorece en infecciones

bacterianas la fagocitosis de microorganismos atrapados (Papayannopoulos, 2018).

NETs y trombosis

Como se ha reflejado previamente, los NETs se describieron inicialmente en infecciones
bacterianas y en sepsis, pero también estan presentes en concentraciones bajas en
individuos sanos (Jiménez-Alcazar et al., 2017). En los ultimos afios se ha descrito su
implicacion en enfermedades inflamatorias crénicas como el lupus eritematoso
sistémico o en cancer (Nicolds-Avila et al., 2017), y actualmente se conoce que los NETs
también estan relacionados con un proceso denominado inmunotrombosis, que se
produce por la interaccidn entre los factores de coagulacidn, las plaquetas y las células
del sistema inmune innato en distintas patologias trombéticas (Martinod and
Deppermann, 2021).

Ante un dafio endotelial, los neutréfilos pueden activarse incluso antes que las
plaguetas (Darbousset et al., 2012). La liberacion de NETs asociada a este proceso
genera una red que favorece la actividad de las plaquetas a través de sus receptores TLR,
lo que promueve a su vez la generacion y el crecimiento del trombo. Ademas, existe una
interaccion electroestatica entre las plaquetas y las histonas de los NETs que favorece
su depdsito. Por otra parte, los NETs favorecen la activacién de la via intrinseca de la

coagulacién a través de la activacidon del factor Xl de la coagulacion asi como el depésito
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de factores procoagulantes como el fibrindgeno, el factor de von Willebrand y la
fibronectina (Fuchs et al., 2010). Por ultimo, recientemente se ha descrito la capacidad
de los neutrdfilos y de las NETs para ocluir vasos de pequeiio tamafio en un proceso
independiente de las plaquetas (Jiménez-Alcazar et al.,, 2017). Estos procesos se

resumen en la Figura 12 (Gédmez-Moreno et al., 2018).
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Figura 12: Mecanismos de los NETs en las enfermedades vasculares. Los NETs intravasculares
presentan una variedad de acciones que median el reclutamiento de células inmunes, la
adhesidn y activacién plaquetaria, el dafio endotelial y la trombosis. Modificado de (Gomez-
Moreno et al., 2018).

A su vez, los trombos también pueden favorecer la generacion de NETs. Los neutréfilos
pueden interaccionar con plaquetas activadas, hecho que promueve la generacion de
NETs y a su vez favorecer los fendmenos trombdticos explicados previamente,
conduciendo todo ello a un aumento del volumen del trombo (Maugeri et al., 2014;

Ghasemzadeh and Hosseini, 2015).
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NETs e ictus isquémico

Los niveles de NETs se encuentran elevados tras un ictus isquémico, tanto en modelos
animales (Kim et al., 2019; Pefia-Martinez et al., 2019) como en humanos (Vallés et al.,
2017). Una mayor concentracién plasmdtica de NETs se relaciona con un peor
prondstico al afio del ictus (Vallés et al., 2017; Ducroux et al., 2018).

Los trombos en los ictus isquémicos estdan formados fundamentalmente por fibrina,
plaquetas, eritrocitos, leucocitos y NETs, pero su composicion no es homogénea (Laridan
et al., 2017; Jolugbo and Ariéns, 2021). Dentro del mismo trombo, pueden distinguirse
areas con alto contenido en eritrocitos que tienen escasa fibrina, areas con alto
contenido en plaquetas y fibrina y dreas mixtas (Jolugbo and Ariéns, 2021; Pir et al.,
2022).

En investigaciones recientes se ha relacionado la diferente composicidn del trombo con
la eficacia de los tratamientos en fase aguda. Se ha observado que trombos ricos en
plaguetas presentan una menor tasa de recanalizaciéon tras la administracién de
fibrinolisis IV tanto en infarto de miocardio (Jang et al., 1989) como en ictus isquémico
(Choi et al., 2018). En estudios ex vivo con trombos de pacientes con ictus isquémico, se
ha observado que los trombos ricos en plaguetas son eficazmente degradados tras la
administracion de DNAsa-1 (enzima implicada en la degradacién de NETSs), lo que sugiere
gue los NETs pueden contribuir a la resistencia a t-PA (Ducroux et al., 2018; Pefa-
Martinez et al., 2019). Por otra parte, los pacientes con ictus isquémico agudo tratados
con trombectomia mecanica que tienen trombos con mayor proporcion de NETs
presentan menor tasa de recanalizacion arterial, procedimientos mds largos y peor
prondstico (Novotny et al., 2020; Lapostolle et al., 2023). Ademas, pueden estar

implicados en los fendémenos de no-reflow y en recanalizaciones futiles (pacientes que
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no presentan una mejoria neuroldgica pese a conseguirse una adecuada recanalizaciéon
arterial).

Los NETs no sdlo influyen en la generacidon del trombo y en la recanalizacion arterial,
sino que estan implicados en otros procesos patolégicos. Se ha demostrado que la
presencia de NETs en el drea cerebral isquémica tiene su pico a los 2-3 dias después del
ictus, y el propio dafio neuronal puede favorecer la polarizaciéon de neutréfilos a un
fenotipo proinflamatorio que aumenta a su vez la liberacion de NETs (Cai et al., 2020).
Ademas, pueden aumentar la actividad inflamatoria en las placas ateroescleréticas
(Warnatsch et al., 2015), favorecer el dafio endotelial (Franck et al., 2018), aumentar el
dafio de la barrera hemato-encefdlica e interferir en la neovascularizacion tras el ictus
(Kang et al., 2020).

Considerando todo lo previo, los NETs suponen una diana terapéutica prometedora. En
modelo animal se ha demostrado que la administracién de DNAsal aumenta la tasa de
recanalizacion arterial en trombos ricos en plaquetas y disminuye el volumen de infarto,
(Pefia-Martinez et al., 2019, 2022) y también se ha demostrado una disminucién del area
de isquemia tras la administracion de nNIF (neonatal NETs-inhibitory factor) (Denorme
et al., 2022). En humanos, el tratamiento con DNAsa solo estd indicado para la fibrosis
quistica por via inhalatoria (Suri, 2005), dos ensayos clinicos con DNAsa-| disefiados para
mejorar los indices de reperfusion temprana  (EXTEND-IA  DNase;
https://www.clinicaltrials.gov, identificador: NCT05203224) o para disminuir la
inflamacién sistémica asociada al ictus (ReSCInD; https://www.clinicaltrials.gov,

identificador: NCT05880524).
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1.4. Ritmos circadianos

1.4.1. Definicién

El término circadiano proviene del latin circa diem (alrededor de un dia) y se emplea
para describir oscilaciones enddgenas de los organismos que tienen una duracién
aproximada igual al tiempo de rotacion de la tierra (24 horas). Los procesos circadianos
se han desarrollado como respuesta a los ciclos solares y cambios ambientales de
oxigenacion por los organismos fotosintéticos y se estima que el 10% del genoma estd
influido por variaciones circadianas (Scheiermann et al., 2013).

En los seres humanos, la luz supone el principal factor para ajustar los ritmos circadianos
con los ciclos rotatorios de la tierra. La luz influye en los periodos de actividad y de
reposo e, indirectamente, con la ingesta de alimentos. Teniendo en cuenta la
importancia de la luz en los ritmos circadianos, se ha establecido el término aleman
zeitgeber (dador de tiempo) y se ha definido el concepto zeitgeber time (ZT) como el
tiempo medido en horas desde que comienza el periodo de luz (por ejemplo, ZT5
significa que han transcurrido 5 horas desde el inicio de periodo de luz). Otros
reguladores de los ritmos circadianos son la alimentacién, el ejercicio fisico, la
temperatura o incluso costumbres sociales (Neves et al., 2022).

Los ritmos circadianos difieren entre las distintas especies, lo que dificulta su estudio en
modelos animales. Los humanos tienen un periodo de actividad predominantemente
diurno, en contraposicion con otros animales como los ratones cuya actividad es
principalmente nocturna. Ademas, los estudios de investigaciéon usando roedores se
suelen hacer en su fase inactiva (diurna), por lo que en ocasiones los resultados

obtenidos pueden no extrapolarse a los humanos (Esposito et al., 2020).
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1.4.2. Fisiologia
En organismos opacos como los mamiferos, los estimulos luminicos se detectan
principalmente en la retina. Esta informacidon se transmite hasta el nucleo

I “"

supraquiasmatico del hipotdlamo, que es el “marcapasos” central del organismo
(Golombek and Rosenstein, 2010). A nivel molecular, la regulacidon de estos procesos
depende de cambios ciclicos de la transcripcién génica, siendo los genes cruciales
BMAL1 (brain and muscle Arnt-like protein 1) y CLOCK (circadian locomotor output cycles
kaput) o NPAS2 en funcién del tipo celular. Las proteinas resultantes forman un
heterodimero BMAL-CLOCK/NPAS2 que controla la transcripcién de genes circadianos a
través de secuencias E-box. Entre los genes implicados destacan PER y CRY que regulan
de forma negativa de este proceso, ya que las proteinas transcritas forman un
heterodimero PER-CRY que interacciona con BMAL-CLOCK, inhibiendo su funcién

(Scheiermann et al., 2013; Penaloza-Martinez et al., 2022). Este proceso se resume en

la Figura 13.
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Figura 13: Resumen del ciclo circadiano en el nticleo supraquiasmatico (NSQ) y su implicacion
en las enfermedades vasculares. El heterodimero CLOCK/BMALL se une a una E-Box y
promueve la transcripcién de varios genes: PER 1/2/3, CRY 1/2, Rev-ERBa/B y RORa, entre otros.
PER y CRY forman un dimero que inhibe la transcripcion mediada por CLOCK/BMAL1, al igual
que Rev-ERBa/B, formando un feedback negativo. Por el contrario, ROR promueve la
transcripcién de CLOCK-BMALL. La deficiencia de estos componentes clave del ritmo circadiano
se asocia con un aumento de la ateroesclerosis, aumento del dafo vascular y del
envejecimiento. Adaptado de (Pefaloza-Martinez et al., 2022).

La mayoria de los 6rganos presentan variaciones circadianas en su funcién, que se
regulan en su mayoria por la misma via BMAL-CLOCK. El nucleo supraquiasmatico
coordina el resto de ritmos circadianos “periféricos” por via endocrina a través del eje
hipotalamo-hipofisario (siendo las hormonas mds destacadas los glucocorticoides y
catecolaminas) (Scheiermann et al., 2013) y por el sistema nervioso auténomo. De
hecho, la ablacion del nucleo supraquiasmatico conlleva la pérdida de sincronia de los

ritmos circadianos entre los tejidos (Musiek and Holtzman, 2016).
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El propio cerebro presenta ritmos circadianos, siendo el mas facilmente reconocible el
ciclo de sueio-vigilia. Otros procesos con variacidon circadiana son el metabolismo
neuronal, el mantenimiento de la barrera hematoencefalica, la homeostasis sindptica y

el flujo glinfatico (Musiek and Holtzman, 2016; Noya et al., 2019).

1.4.3. Influencia en procesos fisiopatoldgicos

La implicacién de los ritmos circadianos en el desarrollo de enfermedades y la
variabilidad circadiana de sus manifestaciones clinicas ha sido descrita en multiples
enfermedades (para una revision, véase Scheiermann et al., 2013 y Neves et al., 2022).
Entre otras, se ha relacionado la alteracidn de ritmos circadianos con un aumento de la
resistencia a la insulina y de la posibilidad de presentar diabetes mellitus (Leproult and
Van Cauter, 2010), con un aumento de posibilidad de presentar cancer de mama,
(Wegrzyn et al.,, 2017; Pham et al.,, 2019) o de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Wu et al., 2019) o de Parkinson
(Leng et al., 2020).

El sistema inmune, tanto innato como adaptativo, presenta variaciones circadianas
(Scheiermann et al., 2018). Esto se evidencia en las enfermedades autoinmunes, que
presentan distinta afectacién en funcion de la hora del dia, como es el caso de la artritis
reumatoide (aumento de dolor y rigidez articular a primera hora de la mafana) (Cutolo,
2011) o el asma (empeoramiento de sintomas durante la noche) (Durrington et al.,
2014).

En las enfermedades cardiovasculares también existen importantes diferencias
circadianas en su gravedad y presentacion. Ademas de las modificaciones fisioldgicos
conocidas como la variacién en la temperatura corporal, de la presién arterial o de la

frecuencia cardiaca, que son mas altas por la mafiana (Thosar et al., 2018), cada vez
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cobra mas interés la influencia del sistema inmune y su variabilidad circadiana en la
incidencia y prondstico de los pacientes con enfermedades vasculares (Lecour et al.,
2022). Entre las distintas patologias, cabe destacar su impacto en el infarto de miocardio
y en el ictus isquémico:

- Infarto de miocardio: Los infartos de miocardio y los episodios de muerte subita son

mas frecuentes a primera hora de la mafana (Aziz et al., 2021). Esto puede explicarse
por una combinaciéon de factores, como pueden ser hemodinamicos (aumento de
presion arterial y de frecuencia cardiaca), aumento de agregacion plaquetaria y
variaciones circadianas de la actividad del sistema inmune (Lecour et al., 2022).

- Ictus isquémico: Al igual que con los infartos de miocardio, el pico de incidencia de ictus

isquémico se da entre las 6:00 am y las 12:00 de la mafiana y la frecuencia de eventos
es menor entre las 00:00h y las 6:00h de la madrugada (Elliott, 1998; Ryu et al., 2022),
algo que se observa independientemente de la etiologia del ictus (Chaturvedi et al.,
1999; Ripamonti et al., 2017). Sin embargo, en estudios poblacionales se observa que
los ictus con inicio nocturno parecen tener una mayor gravedad de los sintomas, mayor
probabilidad de deterioro neurolégico y peor prondstico a los tres meses (Ryu et al.,
2022). Ademas de las variaciones circadianas descritas en la ateromatosis y en el infarto
de miocardio, que se aplican igualmente en el ictus isquémico, en modelo murino se han
observado variaciones de la perfusion cerebral y el drea en penumbra en funcién de la

fase en la que se produce el infarto (activa/inactiva) (Esposito et al., 2020).

1.4.4. Cambios circadianos del fenotipo de los neutréfilos circulantes
La regulacién del numero y funcién de los neutréfilos es fundamental para mantener la
homeostasis, ya que si hay un nimero bajo puede favorecer el desarrollo de infecciones,

pero un numero muy elevado puede estar implicado en un aumento del dafio tisular o
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vascular mediado por neutrdfilos. Este equilibrio puede regularse a distintos niveles: con
la regulacién de la granulopoyesis, de la liberacion de neutréfilos, modificando la
actividad de los neutrodfilos circulantes y su eliminacién en los distintos tejidos (Adrover
et al., 2016).

En el pasado se consideraba que el neutrofilo era una célula madura que no presentaba
modificaciones una vez egresaba de la médula ésea. Sin embargo, en los ultimos afos
se ha descrito que los neutrdfilos presentan variaciones fenotipicas durante su
circulacién en la sangre en un proceso denominado envejecimiento o aging, que sigue
un patrén circadiano (Casanova-Acebes et al., 2013; Zhang et al., 2015). Los neutréfilos
que salen a la circulacién sanguinea, que se denominan jovenes (fresh), presentan
marcadores en membrana que los identifican, principalmente niveles altos de CXCR2
(CXCR2") y CD62L (CD62LY") y bajos de CXCR4 (CXCR4), en contraposicién con los
neutrdfilos envejecidos que tienen un nucleo hipersegmentado y presentan niveles altos
de CXCR4 (CXCR4M") y bajos de CD62L (CD62LC) (Adrover et al., 2016).

El envejecimiento de estos neutréfilos estd mediado por estimulos externos, como
puede ser la activacion del receptor TLR4 por productos de la microbiota (Zhang et al.,
2015), pero recientemente se ha descrito un reloj intrinseco que regula este proceso.
Este reloj intrinseco del envejecimiento de los neutrdfilos estd mediado, entre otros, por
el gen Arntl (que codifica la proteina Bmall). La proteina Bmall aumenta la produccion
de CXCL2, que actia de forma autocrina promoviendo cambios fenotipicos vy
transcripcionales asociados envejecimiento de los neutrdfilos a través del receptor
CXCR2; por el contrario, la activacion de CXCR4 por su ligando CXCL12 inhibe este

proceso (Adrover et al., 2019).
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Figura 14: Modelo del envejecimiento o aging del neutrofilo. Bmall regula la expresion de
Cxcl2. CXCL2 actla como agonista del receptor CXCR2 de forma autocrina promoviendo el
envejecimiento. Por el contrario, CXCL12 es un agonista de CXCR4, que inhibe este proceso.
Adaptado de (Adrover et al., 2019).

En ratones, los neutrdfilos salen a circulacién durante la noche, y a lo largo del tiempo
sufren un proceso de envejecimiento que modifica sus propiedades respecto a los que
se movilizan normalmente de la médula ésea. Asi, los neutrdfilos envejecidos
predominan en circulacion durante el dia, especialmente en torno al mediodia, mientras
que los neutréfilos “frescos” predominan durante la noche (Casanova-Acebes et al.,
2013). En humanos hay resultados contrapuestos: algunos estudios muestran un
predominio de neutrdfilos envejecidos matutino (similar al ratén) (Adrover et al., 2020)
mientras que otros autores observan que hay mayor predominio de neutréfilos

hipersegmentados (fenotipo aged) por la tarde (Ella et al., 2016).

1.4.4.1. Diferencias fisioldgicas y fisiopatoldgicas de los neutrdfilos jovenes y envejecidos
El papel e influencia de los neutréfilos jovenes y envejecidos en los procesos fisiolégicos
y fisiopatoldgicos ha sido objeto de estudio en los ultimos afios. Mediante un modelo
murino con delecién del gen Arntl de los neutréfilos (Arnt/*N) se observaba una menor

produccién de CXCL2, y un fenotipo constitutivamente joven. Por el contrario, los

86



Introduccioén

neutrofilos con deleciéon de CXCR4 (CXCR4“N) mostraban un fenotipo envejecido
(Adrover et al., 2019). Entre las diferencias propuestas entre los dos fenotipos cabe
destacar (Adrover et al., 2019):

- Los neutrdfilos envejecidos son los que presentan una mayor infiltracidn a los tejidos
en ausencia de estimulos inflamatorios. Ademas, se eliminan preferencialmente en
higado, médula ésea y bazo en un proceso mediado por macréfagos. Por el contrario,
los neutrofilos jévenes presentan una mayor capacidad de infiltraciéon en los tejidos
cuando hay procesos inflamatorios locales. Esto puede explicarse en parte por la pérdida
progresiva de microvellosidades de la membrana de los neutrdéfilos en el proceso de
envejecimiento que implica una menor capacidad de adhesidn al endotelio vascular y

I”

una disminucién del “rolling”, que en conjunto dificulta el paso de estos neutroéfilos a los
tejidos afectados.

- La presencia de neutrdfilos envejecidos en los tejidos mejora la defensa contra
infecciones locales, pero, en caso de sobreactivacién inmune, empeoran la tormenta de
citoquinas en modelos de sepsis. En modelos murinos con neutréfilos constitutivamente
jovenes (Arnt/*N) se observa un menor nimero de neutrdfilos en los tejidos y una peor
respuesta inmune ante infecciones por Candida albicans. También se objetivan
variaciones circadianas, con mejor respuesta cuando se inducia la infeccidn fungica
durante la noche (ZT13) que durante el dia (ZT5).

- Con respecto a las variaciones circadianas de la respuesta inmune de los neutrdfilos,
existen resultados contrapuestos. Por una parte, se ha observado una menor proporcién
de granulos y una reduccién de la capacidad de formar NETs en los neutréfilos

envejecidos, que puede considerarse un “desarme” programado de los neutroéfilos para

disminuir la magnitud de la inflamaciéon (Adrover et al.,, 2020). Sin embargo, otros

87



Introduccioén

estudios han mostrado una mayor capacidad fagocitica y de producir ROS de los
neutréfilos envejecidos (Ella et al., 2016).

- En modelo animal de infarto de miocardio, se objetiva un mayor dafio miocardico en
ratones en modelos de isquemia-reperfusion neutrdfilos envejecidos (ZT5, CXCR44V)
(Adrover et al., 2019), mientras que en otros modelos en los que se produce una
oclusion permanente (sin reperfusion) se objetiva un infarto de mayor tamaio y mayor
infiltracion leucocitaria en infartos nocturnos (ZT13) (Schloss et al., 2016).

- Con respecto al ictus isquémico, en modelo murino no se ha observado un aumento
de tamafio con neutréfilos constitutivamente envejecidos (CXCR44N) y si con neutrdfilos

jévenes (Arnt/*N) (Adrover et al., 2019).
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Figura 15: Modelo del envejecimiento o aging de los neutréfilos y sus implicaciones en la
defensa del huésped y el daiio vascular. Los neutroéfilos jovenes tienen una mayor capacidad de
infiltracion en los tejidos en los que se produce una inflamacién estéril, pero una menor
actividad antimicrobiana en tejidos (defensa diurna). Por el contrario, los neutréfilos
envejecidos (aged) tienen una mayor respuesta ante infecciones, pero aumentan el dafio
vascular. En modelo murino, los ratones con delecidn de Arntl en neutréfilos (Arnt/*V) tienen un
fenotipo constitutivamente joven, y por el contrario aquellos con una delecién de Cxcr4 (Cxcr4")
tienen un fenotipo constitutivamente envejecido. Adaptado de (Adrover et al., 2019).
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1.5. CXCL12

1.5.1. Definicién

CXCL12 (quimiocina C-X-C ligando 12) es una quimiocina que pertenece al grupo C-X-C,
caracterizadas por presentar dos residuos de cisteina terminales (NH2) separados por
otro aminoacido (Zlotnik and Yoshie, 2000). En la literatura también ha sido denominada
SDF-1a (stromal-derived factor-1a), si bien actualmente se recomienda el uso del
término CXCL12. El gen Cxcl12 se encuentra en el cromosoma 10, y se han identificado
6 variantes derivadas de distintas formas de splicing (CXCL12a a ¢), mientras que el
ratén hay tres variantes (CXCL12a a y) (Zlotnik and Yoshie, 2000). A nivel cerebral, la
isoforma a se produce preferencialmente a nivel neuronal y la isoforma B a nivel
endotelial (Stumm et al., 2002). Las variantes de ratén y de los humanos son muy
similares, por lo que se considera que los modelos murinos son apropiados para su
estudio (Shirozu et al., 1995).

Esta citocina fue descrita inicialmente en células estromales de la médula ésea (Tashiro
et al., 1993) ya que, como se ha reflejado en apartados previos, esta implicada en la
regulacion de la regulacién del paso de neutréfilos al torrente sanguineo.
Posteriormente se ha descrito su expresién en multiples tejidos, estando implicada en
procesos como la embriogénesis y la angiogénesis. De hecho, los ratones knockout para
el gen Cxcl12 presentan multiples defectos en la hematopoyesis, la neurogénesis y el
desarrollo del septo ventricular, que hace que no sean viables (Nagasawa et al., 1996;
Ma et al., 1998).

CXCL12 ejerce sus funciones principalmente a través de dos receptores: CXCR4 y CXCR7
(también llamado ACKR3: atypical chemokine receptor 3). Ademas, presenta uniones
electroestaticas con glucosaminoglicanos como la heparina y el heparan- sulfato, que

89



Introduccioén

son necesarias para la adecuada funcidon de CXCL12 (Rueda et al., 2012). Inicialmente se
considerd que CXCL12 estaba Unicamente implicada en procesos homeostaticos, pero
actualmente se considera que tiene una accidn dual, estando también relacionada con
la regulacién de procesos inflamatorios ya que es un potente quimioatrayente de
linfocitos y monocitos con expresién de CXCR4 y regula el fenotipo y migracion de los
neutrdfilos (Li and Ransohoff, 2008). Se ha descrito la influencia de CXCL12 en distintas

patologias que se resumen en la Figura 16.

Homeostasis

Hematopoyesis
Angiogénesis
Neurogénesis
Embriogénesis
Regulacion de los leucocitos
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Aumenta expresion por hipoxia

Crecimiento tumoral
Neovascularizacion
Metastasis
Movilizacién de células madre
en linfomas y mieloma miiltiple

Infecciones virales

CXCR4: correceptor VIH
CXCR7: aumento de expresion
por oncovirus

Enfermedades neuroldgicas

Esclerosis multiple: indeterminado (inicio

inflamacién, remielinizacion)

Esclerosis lateral amiotréfica: proinflamatoria
Enfermedad de Alzheimer: antiinflamatoria

Aumento de actividad de CXCR4
AMD3100 como tratamiento en
ensayos clinicos

Enfermedades digestivas

Enfermedad inflamatoria intestinal:
QK aumento de CXCL12p en el epitelio
3 J afectado. Antagonistas de CXCR4

disminuyen la actividad inflamatoria

Enfermedades reumatoldgicas

Artritis reumatoide: angiogénesis
aberrante, necrosis de condrocitos
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Enfermedades pulmonares CONSEnso

Asma: Neovascularizacion y
neutrofilia
Dafio pulmonar agudo: suprime
apoptosis de neutrofilos

Figura 16: Resumen del papel de CXCL12 en la homeostasis y en diversas enfermedades. En
rojo se indican los efectos negativos, en verde los positivos y en naranja si tiene un efecto dual
0 no hay consenso con respecto a su efecto. AMD3100 es un antagonista de CXCR4. Adaptado
de (Janssens et al., 2018).

En humanos, la concentraciéon de CXCL12 plasmatica presenta variaciones circadianas,

encontrdndose mds disminuida por la mafana, hecho que se ha relacionado con una
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mayor liberacion de neutrdfilo a la circulacién sanguinea y que haya una mayor

proporcién de neutréfilos jovenes en la circulacién por la mafiana (Ella et al., 2016).

1.5.2. CXCL12 en el sistema nervioso central

CXCL12 tiene un papel importante en la neurogénesis. Esta implicada en la regulacion
del crecimiento axonal y de las neuritas (Ma et al., 1998; Pujol et al., 2005) y en la
migracion de neuronas dopaminérgicas y de neuronas neuroendocrinas hipotaldmicas
implicadas en la secrecién de gonadotropina (Guyon, 2014). Se ha descrito la presencia
de receptores CXCR4 a nivel neuronal en multiples regiones (hipocampo, cerebelo,
hipotalamo, sustancia nigra, etc.), estando implicado en la modulacién de la
excitabilidad neuronal y de la liberacién de algunos neurotransmisores (GABA,
glutamato, opioide, cannabinoide) (Guyon, 2014). CXCL12 también se expresa de forma
constitutiva en el endotelio cerebral, y se considera que puede estar implicada en la
regulaciéon de la migracién de leucocitos del sistema inmune en situaciones fisioldgicas
y de estrés (Stumm et al., 2002). Aunque CXCL12 y CXCR4 se expresan en el SNC a bajas
concentraciones, puede aumentar su expresiéon bajo determinadas circunstancias. El
principal inductor a nivel sistémico es la hipoxia a través del factor de transcripcién HIF-
1 (del inglés, hypoxia-inducible factor 1), que aumenta la expresion de CXCL12 a nivel
endotelial (Ceradini et al., 2004).

La implicacion de CXCL12/CXCR4 es relevante en distintas enfermedades neuroldgicas.
Se considera que tiene un papel deletéreo en la esclerosis lateral amiotréfica por un
papel proinflamatorio (atraccién de microglia proinflamatoria), una funcién beneficiosa
en la enfermedad de Alzheimer (menor concentracién de CXCL12 en modelos animales,
promueve fagocitosis de placas beta-amiloide) y principalmente beneficiosos en

esclerosis multiple (puede estar implicada en la respuesta inmune al inicio de la
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enfermedad, pero en modelo murino niveles altos de CXCL12 confieren proteccién y
favorece la remielinizacion por la atraccion neuronal y de precursores de
oligodendrocitos) (Janssens et al., 2018). También se ha estudiado su implicacién en la
demencia asociada al VIH, ya que CXCR4 fue uno de los primeros correceptores

identificados en la infeccidn por VIH (Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996).

1.5.3. CXCL12 e ictus isquémico

Como se ha reflejado en apartados anteriores, el sistema inmune tiene un papel muy
importante en el ictus isquémico. CXCL12 no es una excepcién, ya que su influencia en
el paso de neutrdfilos a la circulacién sanguinea, la regulacion del envejecimiento de los
neutrdfilos y su papel quimioatrayente de las células del sistema inmune puede
modificar la evolucidn de los pacientes con un ictus isquémico. Los trabajos realizados
presentan resultados contrapuestos, pudiendo tener efectos beneficiosos o

perjudiciales.

1.5.3.1 Estudios preclinicos

Efectos beneficiosos:

En los primeros estudios realizados con esta citocina en modelo animal de ictus
isquémico, se observé un aumento de la expresion de CXCL12[B en células endoteliales
del drea del 4rea de penumbra (Stumm et al.,, 2002). En cultivos neuronales, la
administracion de CXCL12 tiene un papel neuroprotector ante la administracién de
neurotéxicos como el H,0; (Shyu et al., 2008). En el mismo trabajo se observé que la
administracion de CXCL12a en un modelo murino de ictus isquémico se reducia el dafio
neuronal en el area de penumbra y el volumen de infarto, presentando en conjunto una

mejor evolucion neurolégica que el grupo control. En otro estudio en el que se inducia
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la produccion de CXCL12 tanto a nivel cortical como endotelial por hipoxia de repeticién
se observaba un menor volumen de infarto, perdiéndose el efecto protector al
administrarse un antagonista del receptor CXCR4 (AMD3100) (Selvaraj et al., 2017).
Ademas, CXCL12 estd implicado en la regulacién y reclutamiento de células del sistema
inmune en el drea de infarto, en concreto en las que expresan CXCR4 en su superficie
(Stumm et al., 2002), entre las que cabe destacar:

- Células madre / células progenitoras endoteliales: CXCR4 participa en el reclutamiento
de células madre mesenquimales CD34+ en dareas de isquemia (Ceradini et al., 2004) y
en la vasculogénesis mediada por células progenitoras endoteliales (Yamaguchi et al.,
2003). En otro estudio en modelo murino de ictus isquémico, los ratones a los que se
administraba células madre mesenquimales modificadas para que sobreexpresen
CXCR4 en superficie presentaban menor volumen de infarto y una mayor angiogénesis
comparado tanto con el grupo control y con otro grupo en el que se administraban
células madre sin dicha modificacion (Yu et al., 2012). Este aspecto cobra especial
relevancia en el area de penumbra isquémica, donde hay mayor expresién de
CXCR4/CXCL12, y en la que una mayor angiogénesis puede disminuir el dafio tisular.
Otros trabajos también relacionan CXCL12 con un incremento de la angiogénesis a
través de un aumento la expresién de VEGF a nivel endotelial (Neuhaus et al., 2003) y
de metaloproteasas 3y 9 (MMP3 y MMP9) (Barkho et al., 2008).

- El paso de monocitos al area de isquemia cerebral estd mediado en parte por CXCR4.
En modelo animal con oclusidn transitoria de la arteria cerebral media, los ratones en
los que se inhibe la expresién de Cxcr4 en monocitos presentan una menor infiltracién
en el parénquima afectado, presentando una peor evolucién neurolégica y mayor

volumen de infarto (Werner et al., 2020).
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- El aumento de expresidon de CXCL12 endotelial estd implicado en el reclutamiento de
células NK de caracter protector en el drea de infarto. En modelo animal con delecién
de CXCR4 en células NK, se inhibia su paso al tejido isquémico, condicionando un mayor
déficit neuroldgico y un incremento en area isquémica (Wang et al., 2023).

Efectos perjudiciales:

Por el contrario, otros estudios preclinicos asocian CXCL12 con un papel deletéreo en el
ictus isquémico:

- En estudios ex vivo, CXCL12 induce la producciéon de IL-6 por parte de la microglia (Lu
et al.,, 2009). En modelo murino con oclusion transitoria de la arteria cerebral media
(ACM) se observa que la administracion de AMD3100 disminuye la activacién de la
microglia en el tejido isquémico, observandose una mejoria de la funciéon neuroldgica
sin modificar el volumen de infarto (Walter et al., 2015).

- Huang y colaboradores realizaron un trabajo en modelo murino con oclusion
permanente de la ACM, y observaron que la administracion de AMD3100 disminuia la
infiltracidn leucocitaria, reducia la expresion de TNF-a e IL6 y disminuia el dano de la
barrera hemato-encefdlica (Huang et al., 2013).

- En un trabajo en modelo murino, la administracion tardia de AMD3100 48 horas
después de una oclusién transitoria de la ACM se relaciona con una reduccién de la
infiltracion de células del sistema inmune (especialmente linfocitos CD3* / CD4*) en el
tejido isquémico y una mejoria de la funcién neurolégica sin modificar el tamafio de
infarto (Ruscher et al., 2013). En este estudio consideran CXCL12/CXCR4 con un papel
neuroprotector en fase aguda, pero que puede perpetuar una respuesta inflamatoria

tardia.
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1.5.3.2 Estudios en humanos

En humanos, también existen resultados discordantes en los distintos trabajos
realizados. En dos estudios realizados en poblacidn caucdsica, se observa que una mayor
concentracion plasmatica de CXCL12 se relaciona con un menor volumen de infarto, y
en uno de ellos se relaciona este efecto con un aumento de células progenitoras
endoteliales circulantes (Bogoslovsky et al., 2011; Sobrino et al., 2020). Por el contrario,
en dos trabajos que incluian poblacidn asiatica, concentraciones mayores de CXCL12 se
relacionan con un mayor volumen de infarto y peor prondstico neurolégico (Duan et al.,
2015; Liu et al., 2015). En otro estudio, en el anadlisis univariante se concluia que los
niveles de CXCL12 se asocian con una peor evolucidén neuroldgica, pero en el analisis
multivariante ajustado por NIHSS y volumen de infarto se muestra que niveles mas
elevados de CXCL12 se relacionan con una mayor probabilidad de presentar una buena
evolucidn neuroldgica a largo plazo (Kim et al., 2012). También se ha descrito que los
pacientes que los pacientes en los que aumenta la concentracion de CXCL12 en los
primeros dias tras un ictus isquémico presentan mayor probabilidad de ser
independientes. (Kim et al., 2012; Sobrino et al., 2020). Por el contrario, se han
observado niveles plasmaticos de CXCL12 mas elevados en pacientes con ictus
isqguémico que en controles (Kim et al., 2012; Duan et al., 2015), y se ha relacionado una
mayor concentracion de CXCL12 con una mayor probabilidad de presentar un nuevo
ictus (Schutt et al., 2012; Liu et al., 2015).

De momento no se ha explorado la relacién la relacion de CXCL12, los cambios
fenotipicos de los neutréfilos circulantes y su asociacidn con la gravedad de los pacientes
con ictus isquémico, lo que supondria una posible diana terapéutica en las patologias

cerebrovasculares.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Con todo lo expuesto anteriormente, se considera que la variabilidad circadiana del
fenotipo de los neutréfilos puede determinar el prondstico de los pacientes con un ictus
isqguémico. CXCL12 es una citocina que inhibe el proceso de envejecimiento del
neutrdfilo, por lo que la hipétesis principal es que su concentracion plasmatica puede
relacionarse con diferencias en la gravedad. Asimismo, hipotetizamos que la
concentracion plasmatica de CXCL12 puede modificar el fenotipo de los neutréfilos

circulantes y su actividad.

2.2 Objetivos

Para contrastar esta hipdtesis, se establecen los siguientes objetivos:

1. Determinar la existencia de variaciones en la concentracién de CXCL12 en funcién de
las principales variables demograficas y enfermedades previas.

2. Valorar la correlacidn entre los niveles plasmaticos de CXCL12 y el volumen de infarto
cerebral, gravedad clinica del ictus y prondstico de los pacientes a los 3 meses.

3. Analizar la variacién en la concentracidon de CXCL12 en funcién del momento de inicio
de los sintomas y su evolucién a lo largo del tiempo, asi como su asociacion con otras
variables analiticas.

4. Establecer la asociacion entre los niveles plasmaticos de CXCL12 con el fenotipo de
los neutrdfilos circulantes en pacientes con ictus isquémico.

5. Explorar la relacion entre los niveles plasmaticos de CXCL12 con la concentracién de

los marcadores de NETs en plasma en pacientes con ictus isquémico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio y periodo de estudio.

El presente trabajo de investigacion es un estudio de cohortes prospectivo realizado en
un centro hospitalario terciario. El reclutamiento de pacientes comenzd en marzo de

2019y finalizé en julio de 2022.

3.2. Seleccion de la poblacion.

3.2.1. Ambito de realizacion.

El reclutamiento de pacientes se ha llevado a cabo en la Unidad de Ictus del Hospital
Universitario “12 de Octubre”. El procesamiento y analisis de las muestras obtenidas de
los pacientes se ha realizado en el Laboratorio de Enfermedades Neurovasculares del
Instituto de Investigacidon Sanitaria Hospital 12 de Octubre (i+12) y en el grupo de
Fisiopatologia Neurovascular del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC). Los tres grupos se encuentran integrados en la Unidad de Investigacion

Neurovascular (UIN) de la Universidad Complutense de Madrid (UCM).

3.2.2. Criterios de Inclusién y exclusion
3.2.2.1. Criterios de inclusion
e Edad igual o superior a 18 afos.
e |ctus isquémico de < 6 horas de evolucidn o ictus “del despertar”. En el caso de los
ictus del despertar no deben haber transcurrido mds de 6 horas a partir del punto
medio del tiempo de suefio.

¢ Independencia funcional previa al ictus (escala modificada de Rankin < 2).
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e Obtencion del consentimiento informado por parte del paciente o de un
familiar/representante en el caso de que el paciente no pueda aportarlo por su
afectacion neuroldgica (se adjunta el documento del consentimiento informado

en la seccion de Anexos).

3.2.2.2. Criterios de exclusion

Infartos lacunares por enfermedad isquémica de pequefio vaso.

Patologia infecciosa en los 15 dias previos al ingreso hospitalario.

Enfermedad sistémica grave: paciente con insuficiencia renal terminal o en

tratamiento con hemodialisis, hepatopatia grave o cirrosis hepatica.

Enfermedad inflamatoria sistémica, vasculitis del sistema nervioso central o

paciente que reciba tratamiento inmunosupresor.

Enfermedad tumoral activa o en tratamiento con quimioterapia.

Enfermedad neurovascular secundaria a malformacién arteriovenosa subyacente

o de origen traumatico.

AlIT sin lesidon isquémica visualizable en resonancia magnética (RM) craneal.

3.2.3. Procedimiento para el reclutamiento de los pacientes

Los pacientes han sido seleccionados por un médico especialista en Neurologia con
experiencia en enfermedades neurovasculares para asegurar que los pacientes cumplan
los criterios de inclusidén y no tuvieran ningun criterio de exclusion.

Los procedimientos relacionados con este proyecto de investigacion como pueden ser
la exploracién neuroldgica, la obtencidn de analiticas y el estudio radiolégico se realizan
como parte del protocolo de atencién al Cddigo Ictus, no se ha demorado la atencion a
los pacientes en fase aguda.
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3.2.4. Tamafio de la muestra

No se ha podido calcular un tamafio muestral objetivo antes del inicio del proyecto ya
gue no existen datos suficientes para su estimacidn en los articulos publicados, por ello
se trata de un estudio piloto. Se establecid que el nimero de pacientes deberia ser
mayor de 100 para intentar disminuir la variabilidad interindividual y poder plantear
conclusiones preliminares. El tamaio final aumentdé hasta 134 pacientes, al conseguir

en los ultimos meses del proyecto un mejor ritmo de reclutamiento.

3.3. Disefio experimental y recogida de datos

Las variables recogidas se describen de forma detallada en los siguientes apartados. En
resumen, se ha valorado al paciente en la fase aguda, subaguda y crénica que se resume
en la Figura 17:

1. Fase aguda (al ingreso, <6h): Los pacientes con un ictus con inicio en las 6h previas o
con un ictus del despertar son valorados en el Servicio de Urgencias, se les extrae una
analitica sanguinea y se realiza un TC craneal basal. Se administra el tratamiento segun
lo establecido en la practica clinica habitual.

2. Fase subaguda (24h): El paciente ingresa en la Unidad de Ictus y se extrae una nueva
analitica aproximadamente a las 24 horas (+12h). Se realiza una prueba de imagen de
control para valorar el volumen de infarto 24-72 horas después del inicio de la clinica.
3. Fase cronica (3 meses): Por Ultimo, a los 3 meses se realiza una valoracién clinica del
paciente para determinar el prondstico. Se extrae una nueva analitica en el caso de ser

posible.
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|
> 100 Ictus isquémicos 0 6h 1d 1-3d 3m
atendidos en la Unidad A
de Ictus del Hospital
12 de Octubre (H120)

Figura 17: Esquema general del disefio experimental. Se ha reclutado una cohorte de pacientes
con diagnéstico de un ictus isquémico de < de 6 horas de evolucién o del despertar, de los que
se realiza una valoracidn en fase aguda (al ingreso, < de 6 horas) clinica, radioldgica y analitica, a
las 24 + 12 horas se extrae una nueva analitica y se realiza un estudio de neuroimagen de control
a las 24-72 horas del ictus, y por ultimo una valoracién a los tres meses en la que se obtiene una
analitica.

3.3.1. Descripcion de las variables recogidas

3.3.1.1 Vaariables clinicas

Se han recogido la siguiente informacidn de forma prospectiva de todos los pacientes:

e Edad y sexo.

e Factores de riesgo vascular previos al ictus: hipertension arterial, dislipemia,
diabetes mellitus, tabaquismo.

e Antecedentes médicos: ictus isquémico o hemorragico, infarto de miocardio,
fibrilacion auricular, portador de valvula metalica, enfermedad arterial periférica
o enfermedad renal crénica (ERC).

e Tratamiento  previo: tratamiento antihipertensivo, antiagregante o
anticoagulante.

e Situacion funcional previa al ictus medida por la escala de Rankin modificada

(ERm). Dicha escala se puntta de 0 (independencia completa) a 6 (fallecimiento).
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Se considera que el paciente tiene independencia funcional con una puntuacién

menor o igual de 2 puntos. Esta escala se resume en la Tabla 3.

Puntuacion
ERm

0

1

Grado de discapacidad

Asintomatico.

Muy leve. Pueden realizar tareas y actividades habituales,
sin limitaciones pese a los sintomas.

Leve. Incapacidad para realizar algunas actividades
previas, pero pueden valerse por si mismos sin necesidad
de ayuda.

Moderada. Requiere asistencia, pero es capaz de caminar
sin ayuda

Moderada-grave. Dependientes para actividades basicas
de la vida diaria, pero sin necesidad de supervisién
continua.

Grave. Totalmente dependientes. Requieren asistencia
continuada

Fallecimiento.

Tabla 3: Escala de Rankin modificada (ERm).

e Tiempos de atencidn al paciente: fecha y hora del inicio de los sintomas, llegada al

hospital, realizacion del estudio de neuroimagen urgente, inicio de fibrinolisis

intravenosa y de trombectomia mecanica.

e Para determinar si un paciente presenta un ictus diurno o nocturno, se ha

consultado la hora de amanecer y puesta de sol de Madrid en la pagina web

Observatorio Astrondmico Nacional. La hora de amanecer en el equinoccio de

otofio es a las 08:03h, por lo que se ha establecido un ictus diurno aquel que

tiene como inicio entre las 08:00h y las 19:59h, y un ictus nocturno los ictus con

hora de inicio entre las 20:00 y las 07:59h. En el caso de ictus con inicio
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desconocido, se establece la hora de inicio segun la hora de determinacion de
los sintomas.

e Valoracion clinica al ingreso, fase aguda: constantes vitales, gravedad clinica
medida con escala NIHSS (siglas en inglés de “National Institute of Health Stroke
Scale”) (Lyden et al., 1994). La NIHSS valora la gravedad con una puntuacion con
un rango de de 0 a 42 puntos, siendo mayor la gravedad si la puntuacién es mas
elevada. Se adjunta la tabla para su puntuacién en la seccién de anexos.

e Tratamiento administrado (antiagregacion, anticoagulacion, fibrindlisis
intravenosa y/o trombectomia mecanica). La indicacion de tratamiento en fase
aguda se ha seguido segun la practica clinica habitual del centro, basada en las
guias internacionales vigentes (Powers et al., 2019; Turc et al., 2019)

e Evolucidn clinica en fase subaguda, medida por la escala NIHSS, a las 24h (+/- 12h)
del inicio del ictus y al alta.

e Situacion funcional a los 3 meses medida por la ERm. Se determinara la posibilidad
de independencia funcional (ERm < 2) o fallecimiento a los 3 meses (ERm = 6).

e Etiologia del ictus segun los criterios Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment

(TOAST) (Adams et al., 1993).

3.3.1.2 Variables radioldgicas

- A su llegada al Servicio de Urgencias, se ha realizado una TC craneal a todos los

pacientes en el menor tiempo posible. Esta técnica de neuroimagen permite descartar

gue el paciente presente un ictus hemorragico u otras lesiones visualizables (neoplasia,

absceso...). En el caso de tratase de un ictus isquémico que afecte al territorio de la

arteria cerebral media (ACM), se ha valorado la presencia de signos precoces de
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isquemia en el TC craneal mediante la escala ASPECTS (Alberta Stroke Program Early CT
Score) (Barber et al., 2000).

En la escala ASPECTS se valoran 10 regiones del parénquima cerebral irrigado por la
ACM, otorgando un punto a cada darea, que se muestran en la Figura 18. En caso de
presentar cambios isquémicos precoces se sustrae un punto por cada regién afectada.
Una valoracién menor de 7 puntos se asocia con mayor morbimortalidad y probabilidad
de que el paciente presente complicaciones como una transformacién hemorragica. Una
puntuacion de 0 puntos supone una afectacion completa del territorio de la ACM y una
puntuacion de 10 significa que el TC no presenta ninguna lesidn isquémica aguda

visualizable mediante esta técnica.

Figura 18: Esquema de las 10 areas valoradas en la escala ASPECTS. C: caudado, Cl: capsula
interna, L: lenticular, I: insula.

- Tras la realizacion del TC craneal, se completa el estudio en todos los pacientes con un
AngioTC de troncos supraadrticos. Con esta prueba diagndstica se valora la presencia

de oclusidn de gran o mediano vaso, con la siguiente clasificacién:
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Ausencia de oclusién intracraneal objetivable con esta técnica

e Oclusién de la arteria cardtida interna (ACl) en su segmento intracraneal o “T”
carotidea.

e Oclusidn del primer segmento de la ACM (M1).

e Oclusién del segundo segmento de la ACM (M2).

e Oclusién de segmentos distales de la ACM (M3 o M4)

e Oclusion de la arteria vertebral, tanto intra u extracraneal

e Oclusioén de la arteria basilar

e Oclusidn de la arteria cerebral posterior.

e Oclusion de otras arterias (arteria cerebral anterior, arteria cerebelosa

posteroinferior, arteria cerebelosa anteroinferior, arteria cerebelosa superior...)

Ademas, se determina si existe una estenosis critica o una oclusidn de la arteria cardtida
interna extracraneal, o si presenta una oclusion simultanea de la ACI extracraneal y
alguna arteria intracraneal (oclusién en tandem).

Para valorar la circulacidn colateral, se ha empleado la escala de Tan (Tan et al., 2009),
gue valora el grado de la circulacién colateral en una escala de 0 a 3. Dado el nimero
escaso de pacientes con un grado 0, se han unido en la misma categoria los pacientes

con grados 0y 1.

e Grado 0: Ausencia de circulacidn colateral en el territorio afectado
e Grado 1: Circulacién colateral mayor al 0% y menor al 50% del territorio
e Grado 2: Circulacion colateral mayor del 50% y menor del 100% del territorio

e Grado 3: Circulacidn colateral 100%, comparable al hemisferio contralateral.
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- En los pacientes tratados con trombectomia mecanica, se ha valorado el grado de
recanalizacién arterial con la escala mTICI (modified Thrombolysis in Cerebral Infarction

Scale) (Higashida et al., 2003; Goyal et al., 2014), con las siguientes categorias:

e TICI 0: Obstruccidon completa. Ausencia de paso de contraste.
e TICI 1: Paso filiforme de contraste sin rellenar ramas distales
e TICI 2: Existe paso de contraste que llena ramas distales del vaso tratado. A su vez
se divide en
o TICI 2A: Se reperfunden menos del 50% de las ramas distales
o TICI 2B: Se reperfunden mas del 50% de las ramas distales
o TICI 2C: Revascularizacién casi completa (90-99%), salvo por émbolos
distales de pequeiio tamaifio o enlentecimiento del flujo en 1-2 ramas
distales

e TICI 3: Recanalizacion completa

- Se ha determinado el volumen del infarto cerebral con una prueba de neuroimagen de
control (TC o RM craneal) a las 24-72 horas. Para ello se ha utilizado el visor de imagenes
disponible en el Hospital U. “12 de Octubre” (VuePACS, Phillips®). El volumen se ha
calculado mediante la suma del area isquémica en cada corte realizado, multiplicado por
el grosor del corte (ver ejemplo en la Figura 19). En caso de que se haya empleado una
RM craneal para medir el volumen de infarto, se ha utilizado la secuencia de difusion
(DWI). La decision de realizar una u otra técnica de imagen se ha establecido
Unicamente por criterios clinicos, en funcién de lo previsto en cada paciente para

completar el estudio etioldgico.
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Figura 19: Ejemplo del calculo del volumen de infarto cerebral. Se realiza una medicién del
drea de infarto en cada corte, y posteriormente se multiplica por el grosor. En la figura A se
muestra una imagen representativa de un infarto medido en una RM craneal (secuencia DWI), y
en la figura B un ictus medido en un TC craneal.

- En estudio de neuroimagen de control realizado para la medicion del infarto cerebral,

se ha determinado si se ha producido una transformaciéon hemorragica. Para su

clasificacion se ha valorado:

e Presencia o no de cualquier tipo de transformacién hemorragica,
independientemente de su gravedad o localizacidn.

e Si el paciente ha presentado una transformacion hemorragica sintomatica segun
los criterios del estudio ECASS Il (Hacke et al., 2008), es decir, que haya sido la
principal causa identificada para que el paciente haya sufrido un deterioro clinico
significativo (empeoramiento = 4 puntos en la escala NIHSS o que conlleve la
muerte del paciente).

e Para la estadificacidn de las transformaciones hemorragicas parenquimatosas se
ha utilizado la escala del ensayo clinico ECASS Ill (Hacke et al., 2008):

o Infarto hemorragico tipo 1 (HI-1): Hemorragia petequial no confluente
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o Infarto hemorrégico tipo 2 (HI-2): Hemorragia petequial confluente sin
efecto masa significativo.

o Hemorragia parenquimatosa tipo 1 (PH-1): hematoma
intraparenquimatoso que ocupa <30% del area del infarto cerebral, que
origina leve efecto masa.

o Hemorragia parengquimatosa tipo 2 (PH-2): hematoma
intraparenquimatoso que ocupa > 30% del drea del infarto cerebral y que
ocasiona un efecto masa significativo.

o Ademas, se ha analizado si el paciente ha presentado una transformacion
hemorragica en otro territorio neurovascular (también denominada
hemorragia “remota” o a distancia), generalmente secundaria al
tratamiento fibrinolitico administrado en fase aguda.

e En los pacientes cuya transformacién hemorragica haya sido en forma de
hemorragia subaracnoidea, se ha cuantificado la misma como focal (adyacente

al area de infarto cerebral) o difusa.

3.3.1.3. Variables de laboratorio

De todos los pacientes se han obtenido por venopuncién tres muestras de sangre
periférica en los siguientes tiempos: ingreso (<6h desde el inicio), 24h (+/- 12h) y 3 meses
tras el ictus. Todas las muestras se recogieron a las 08:00h +/- 3h para evitar cambios
relacionados con los ritmos circadianos, a excepcidn de la muestra al ingreso que se ha
extraido lo antes posible a su llegada al Servicio de Urgencias. La obtencién de dichas
muestras se ha realizado siguiendo los protocolos habituales de tratamiento de los
pacientes con ictus agudo, por lo que no han supuesto una demora en los tiempos de

atencion.
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En las analiticas al ingreso y a las 24 horas se han recogido las siguientes

determinaciones analizadas en el laboratorio central del Hospital U. 12 de Octubre:

e Hemograma: hemoglobina (g/dl), leucocitos (x1000/ul), neutréfilos (x1000/pl),
linfocitos (x1000/ul), monocitos (x1000/ul) y plaquetas (x1000/ul)

e Bioquimica: creatinina (mg/dl), glucosa (mg/dl), proteina C reactiva (mg/dl).

e Coagulacion: relacién internacional normalizada (INR por sus siglas en inglés),
determinado por el cociente entre el tiempo de protrombina del paciente entre

el tiempo de protrombina de un control normal.

En cada tiempo se ha obtenido ademas una muestra de sangre venosa de 5ml
conservada con EDTA (acido etilendiaminotetraacético) para la obtenciéon de plasma
pobre en plaquetas (ya que la activacién plaquetaria puede liberar CXCL12 (Chatterjee

and Gawaz, 2013)) y de un frotis sanguineo.

- Obtencidn de plasma pobre en plaguetas

Tras separar los 500ul destinados a la realizacidon de un frotis sanguineo, se realiza una
primera centrifugacion a 1000G durante 10 minutos a 49C. Se obtiene el plasma rico en
plaguetas y se transfiere a un tubo Eppendorf de 2ml. Se realiza una segunda
centrifugacién a 2000G durante 15 minutos a 49C, consiguiendo una precipitacion de las
plaquetas presentes en el plasma. Se recoge el plasma pobre en plaquetas y se obtienen
alicuotas de 200ul que se transfieren a tubos Eppendorf de 1,5ml. Las muestras se
conservaron a -802C hasta su posterior andlisis. El procesamiento se resume en la Figura

20.
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5ml Plasma Plasma
EDTA rico en paobre en
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Figura 20: Esquema del procesamiento para obtener plasma pobre en plaquetas.

- Preparacion de los frotis sanguineos

Los 500ul extraidos del tubo de EDTA se transfieren a un tubo Eppendorf de 2ml. Se
afiade 1ml de buffer de lisis (50 mmol/L Tris-HCI, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L
CaCl2, 0.02% NaN3, 1% Triton X-100) para lisar los eritrocitos de la muestra y se
mantiene 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifuga la muestra
a 1800rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet con 80ul de tampdn fosfato salino
(PBS 1X por sus siglas en inglés, con la siguiente composicion por mmol/L: NaCl 137, KCI
2.7, Na2HPO4 10, KH2PO4, pH 7.4) y se reparte en dos portaobjetos. Tras secarse ambos
portaobjetos, se fijan con paraformaldehido (PFA) 4% durante 10 minutos, vy

posteriormente se guardan a -202C. Este proceso se resume en la Figura 21.
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Figura 21: Esquema explicativo del proceso para preparar los frotis sanguineos. PFA:
paraformaldehido; PBS: tampdn fosfato salino; EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

Posteriormente las muestras se tifien con Giemsa y se digitalizan en el servicio de

Histolopatologia del CNIC con el digitalizador AxioScan Z1” (Zeiss®) a 40x aumentos.

- Almacenamiento de muestras

Se han almacenado las muestras segun el protocolo contemplado en la definicién de
“Coleccién de muestras bioldgicas de origen humano con fines de investigacién
biomédica”, esto es, muestras bioldgicas de origen humano que se conservan fuera del
ambito organizativo de un biobanco para su utilizacidon en proyectos de investigacién. El
procesamiento y almacenamiento a -202C y -802C se ha realizado en los laboratorios de
la Unidad de Investigacion Neurovascular en el Instituto de Investigacién Hospital 12 de
Octubre (i+12) hasta su posterior andlisis.

La coleccion de muestras, a la cual se han afnadido las muestras si el paciente ha dado
su consentimiento, esta aprobada por el ISCIIl con la siguiente referencia: C. 0005629,
Titular: Ignacio Lizasoain Hernandez, Linea de investigacion: “Investigacion en pacientes

con ictus isquémico. Investigacion en pacientes con ictus hemorragico.”
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-Cuantificacion de la quimiocina CXCL12 en plasma

Se han determinado los niveles de CXCL12 en plasma extraido de los pacientes del
estudio. Cada muestra se diluyd con una relacién 1:2 antes de su andlisis. Para el andlisis
se empled el kit de ELISA comercial para CXCL12 (SSAOO de R&D Systems, Minneapolis,
EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura colorimétrica se realizé en
un lector de placas xMark Microplate Spectrophotometer (BioRad) a 450nm.
Simultaneamente se hicieron las rectas patron en cada placa para interpolar los

resultados de colorimetria.

- Cuantificacién de los marcadores de NETs en plasma

Se evaluaron tres marcadores diferentes: ADN libre circulante (cfDNA, del inglés “cell
free DNA”), elastasa del neutréfilo y mieloperoxidasa (MPO). Para el andlisis se utilizaron
kits de ELISA comerciales para elastasa (ab119553 de Abcam, Cambridge, UK), MPO
(DMYEOOB de R&D Systems, Minneapolis, EE. UU.) y cfDNA (P11496 de Invitrogen,
Oregodn, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante en cada uno de los casos. La
lectura colorimétrica se realizé en un lector de placas xMark Microplate

Spectrophotometer (BioRad).

- Analisis de los frotis sanguineos

Los frotis se han visualizado con el software Zeiss Zen Blue (v. 3.7 lite). De cada frotis, se
han identificado 100 neutréfilos, anotando el nimero de |ébulos del nicleo que se
puede visualizar en cada uno de ellos. Se han categorizado los neutrdéfilos en 3 grupos
en funcién del nimero de lobulaciones del nucleo: 3 o0 menos lébulos, 4 16bulosy 5 o

mas lébulos. Se muestran ejemplos en la Figura 22.
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Figura 22: Ejemplo del niumero de I6bulos del nticleo de los neutréfilos. Se identifican de
izquierda a derecha neutrdfilos con 2, 3, 4, 5y 6 lobulaciones.

3.2.2 Fuentes de datos

Se han obtenido los datos clinicos de forma prospectiva a partir de las historias clinicas
de los pacientes, que se recogen de forma sistematica dentro de la practica habitual por
un neurdlogo especialista en enfermedades neurovasculares. Esto incluye las variables
demogréficas, antecedentes personales, tratamiento previo, situacidn funcional,
gravedad clinica, pruebas complementarias realizadas y evolucién clinica durante el
ingreso y a los tres meses.

Las variables radioldgicas se han obtenido mediante el software VuePACS (Phillips®), en
utilizando las pruebas radiolégicas realizadas de forma protocolaria en el estudio
habitual de los pacientes con un ictus isquémico agudo. Los estudios radiolégicos han
sido valorados por radidlogos con experiencia en enfermedades neurovasculares.

Se ha diseflado una base de datos especifica para el presente estudio basada en el

programa Access.

3.2.3. Existencia de ciego
Aunque se trata de un estudio de cohortes, se ha anonimizado la informacién de los
pacientes con un cddigo numérico asignado por orden cronoldgico de reclutamiento.

Gracias a ello se ha mantenido el ciego entre las distintas secciones del estudio
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(valoracion clinica, estudio radiolégico y anadlisis de las muestras en el laboratorio). No
se ha podido conocer la gravedad clinica del paciente, el prondstico o las complicaciones
previo al analisis de las muestras, y solo se han unido los datos mencionados al realizar

el analisis estadistico final del proyecto.

3.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se ha llevado a cabo con el programa STATA v.15.1 (Stata Corp LP,
TX, EE. UU.). Para el disefio de graficos que muestran los resultados se han utilizado los
softwares STATA v.15.1 y PRISM v.8.0 (GraphPad Software Inc., EE. UU.). El disefio de

figuras del resto del texto se ha realizado a través de la plataforma Biorender.com.

3.4.1. Estudio descriptivo

Se ha realizado un estudio descriptivo de las principales variables clinicas, radioldgicas y
analiticas. Los valores se expresan en funcién del tipo de variable: nimero y porcentaje
en el caso de variables categodricas, y la media +/- la desviacidén estandar o la medianay

el rango intercuartil en variables continuas o discretas.

3.4.2 Andlisis estadistico univariante
Para el analisis univariante se han utilizado los siguientes métodos:

- En la mayoria de casos, se han realizado los analisis con estudios de regresién:

e En el caso de las variables continuas se ha empleado la regresién lineal, que
establece una correlacion positiva si el coeficiente de regresion (B) es mayor que Oy
negativa si es menor que 0.

e En las variables dicotédmicas se ha empleado la regresidn logistica, en la que los

resultados se reflejan con una Odds Ratio (OR), siendo una relacién positiva un
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resultado mayor que 1y negativo un resultado entre O y 1. En el caso de variables
categdricas con mas de dos valores, se ha utilizado una regresién logistica
multinomial, y en las variables ordinales la regresion logistica ordinal.

e Por ultimo, en caso de comparar medianas, se utiliza una regresion de cuantiles.

- También se ha podido utilizar, en funcién del tipo de variable, los siguientes test: test
ji-cuadrado, test exacto de Fisher, test t Student (incluyendo el t de Student para
muestras apareadas) o test U Mann-Whitney. En el caso de variables categdricas con
mas de dos categorias se ha utilizado una ANOVA o en el caso de no cumplir la
normalidad se ha empleado el test de Kruskal-Wallis.

- En todos los casos se ha establecido un valor p < 0,05 para identificar las diferencias
estadisticamente significativas y se ha reflejado intervalo de confianza del 95% (IC95%)

para estimar la magnitud del efecto.

3.4.3. Analisis predictivo

Para identificar las variables predictivas mas relevantes en cada caso, se ha utilizado el
método backward stepwise (regresion paso a paso con exclusidn secuencial), que
elimina las variables del modelo de forma consecutiva si su influencia es p > 0,10. El
analisis se ha realizado con regresién lineal o con regresion logistica en funcidon del tipo
de variable (continua o categérica, respectivamente).

Para el modelo predictivo se han utilizado las siguientes variables: edad, sexo, diabetes,
NIHSS en urgencias, [CXCL12] plasmatica al ingreso y a las 24 horas, ictus
diurno/nocturno, tiempo inicio-puerta (tiempo desde el inicio de los sintomas hasta la
llegada al hospital) medido en minutos, tratamiento con fibrinolisis IV y/o trombectomia

mecanica. En el caso del andlisis predictivo para determinar la gravedad al ingreso
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medida por la escala NIHSS, no se han incluido las variables de tratamiento en fase aguda
(fibrinolisis IV o trombectomia mecanica) ni la concentracién plasmatica de CXCL12 a las
24 horas.

Este analisis tiene limitaciones en la presente cohorte, porque puede haber colinealidad
en algunas variables predictivas y en algunos modelos el nimero de resultados positivos

es bajo, pero tiene la ventaja de valorar varios factores de confusion en cada caso.

3.5. Aspectos éticos

Este proyecto ha sido valorado de forma favorable por el Comité de Etica del i+12 antes
de su inicio, con el nimero de referencia 18/520 (se adjunta en la seccion de anexos). El
estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con las Normas de Buena Practica Clinica. La
informacién obtenida es considerada confidencial y ha sido tratada en todo momento
de acuerdo con la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales. Se ha creado una base de datos
especificamente disefiada para el estudio, en el que los pacientes serdn identificados
con un cédigo numérico asignado por orden de reclutamiento que no contiene
informacién personal.

Se ha solicitado el consentimiento informado al paciente o a sus representantes en caso
de afectacidon neuroldgica grave previo al andlisis bioquimico y a la recogida de datos

clinicos o radioldgicos segun la ley de Investigacion Biomédica 14/2007 (BOE 4-VII-2007).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis descriptivo de los pacientes incluidos en el estudio

4.1.1. Pacientes incluidos

Se han reclutado un total de 180 pacientes, de los cuales se han excluido a posteriori 46:
16 pacientes por no identificarse una lesién isquémica en la RM o en el TC craneal de
control a las 24-72h, 15 por recibir finalmente un diagndstico alternativo (stroke mimic),
11 por fallos en el protocolo identificados tras su inclusion en el estudio y 4 por recibir
un diagndstico final de ictus lacunar. Por lo tanto, se han incluido 134 pacientes en el
analisis final, de los que se ha realizado un seguimiento clinico y con neuroimagen en
todos los casos. Se dispone de muestras sanguineas procesadas al ingreso (<6 horas
desde el inicio) de 121 pacientes, de 131 a las 24 horas y de 48 a los 3 meses. Estos datos

se resumen en la Figura 23.

180 pacientes incluidos

16 sin lesion en neuroimagen
15 stroke mimics
11 fallo de protocolo
4 ictus lacunares

134 pacientes analizados

121 con muestra al 131 con muestra a 48 con muestra a
ingreso las 24 horas los 3 meses

Figura 23: Cuadro explicativo en el que se describen los pacientes incluidos en el estudio, sus
criterios de exclusion y las muestras obtenidas en cada tiempo.
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4.1.2. Variables demograficas

La edad media fue de 74,2 afios con una desviacion estandar (DE) de 14,6 afios. Un 53%
de los pacientes reclutados eran mujeres. Con respecto a los antecedentes personales,
hay una alta proporcién de pacientes con factores de riesgo vascular: un 64,9% de
presentaban hipertensién arterial previo al ingreso, un 55,2% dislipemia, un 19%
diabetes mellitus y un 12,0% eran fumadores en activo. Dentro de las comorbilidades
previas, destaca que un 42,5% de los pacientes tenia una fibrilacién auricular (casi la
mitad de ellas diagnosticadas “de novo”), un 10,5% habian tenido un ictus isquémico
previamente y un 9,0% un infarto de miocardio. Todos los pacientes eran
independientes antes del ingreso, pero un 31,3% tenia algun tipo de limitacion funcional
(ERm 1 0 2). En cuanto al tratamiento, un 24,6% tomaba algun farmaco antiagregante

antes del ictus y un 18,7% algun anticoagulante. Los datos se resumen en la Tabla 4.
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Antecedentes demograficos, comorbilidad y tratamiento previo (n = 134)

Edad en afios, media (+ DE) 74,2 (£ 14,6)
Edad en afios, mediana (RIC) 78,3 (68,9 — 84,3)
Sexo femenino, n (%) 71 (53,0%)
Consumo de tabaco, n (%)

* No fumadores 102 (76,1%)
* Fumadores 16 (12,0%)
* Exfumadores 16 (12,0%)
Hipertensidn arterial, n (%) 87 (64,9%)
Dislipemia, n (%) 74 (55,2%)
Diabetes, n (%) 26 (19,4%)
Fibrilacion auricular, n (%) 57 (42,5%)
* No 77 (57,5%)
* Si 30(22,4%)
* Diagnosticada “de novo” 27 (20,2%)
Valvula metalica, n (%) 7 (5,2%)
Infarto de miocardio previo, n (%) 12 (9,0%)
Ictus isquémico previo, n (%) 14 (10,5%)
Ictus hemorragico previo, n (%) 2 (1,5%)
Arteriopatia periférica, n (%) 3(2,2%)
Enfermedad renal crénica, n (%) 12 (9,0%)
Tratamiento previo

* Antiagregacion previa, n (%) 33 (24,6%)
* Anticoagulacion previa, n (%) 25 (18,7%)
Escala de Rankin (ERm) previa

*ERm 0, n (%) 92 (68,7%)
*ERm 1, n (%) 25 (18,7%)
* ERm 2, n (%) 17 (12,7%)

Tabla 4: Estudio descriptivo de las principales variables demograficas, antecedentes y
tratamiento previo. Se emplea la media + desviacién estandar (DE) o la mediana y el rango
intercuartil (RIC) en el caso de variables continuas, y el nUmero de casos y el porcentaje con
respecto al total en las variables dicotémicas.
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4.1.3. Caracteristicas clinicas y radiolégicas al ingreso

La mayoria de los pacientes (91,0%) fueron trasladado directamente al Servicio de
Urgencias desde fuera del hospital (ictus extrahospitalario), 2 (1,5%) tuvieron lugar en
el propio hospital (intrahospitalario) y 10 (7,5%) fueron trasladados desde otros centros.
El inicio de la sintomatologia era conocido en el 76,1% de los casos, en el resto el
momento de instauracidon de los sintomas era incierto por ser ictus “del despertar”
(19,4%) o de inicio desconocido pero menor de 6 horas (4,5%).

Al ingreso, la gravedad neurolégica medida por la escala NIHSS media era moderada-
grave, aunque el rango de gravedad es amplio (mediana 11, rango intercuartil 5 - 19). La
mayoria de los ictus fueron de circulacién anterior, siendo mas frecuente la afectacion
del territorio carotideo izquierdo (53,7%). En el estudio radioldgico inicial, en el 43,3%
se objetivaban datos de isquemia precoz en el TC craneal (ASPECTS < 10), aunque sélo
un 5,2% tenian un ASPECTS < 7. En el AngioTC de troncos supraadrticos se detectd una
oclusién arterial en el 76,9% de los pacientes siendo la localizacion mas frecuente el
primer segmento de la ACM (M1), observada en un 35,1% de los casos. Ademas, un
10,5% tuvieron una oclusion en tdndem, es decir, una oclusion arterial simultanea a nivel

intra y extracraneal. Estos datos se resumen en la Tabla 5.
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Inicio del ictus

Inicio presenciado / conocido, n (%)
Ictus “del despertar”, n (%)

Inicio desconocido (<6h), n (%)
NIHSS en urgencias, mediana (RIC)
NIHSS en urgencias, media (+ DE)
ASPECTS, mediana (RIC)

*10, n (%)

*9,n (%)

*8,n (%)

*7,n (%)

*6,n (%)

*5,n (%)

*4,n (%)

Oclusion intracraneal

* No identificada en AngioTC, n (%)
*M1, n (%)

*M2, n (%)

* “T” carotidea o carétida intracraneal, n (%)
* Arteria basilar, n (%)

* Arteria vertebral, n (%)

* Arteria cerebral posterior, n (%)
* Otras, n (%)

Oclusion en tandem, n (%)

4.1.4. Tratamiento en fase aguda y tiempos de atencidn

no se consiguid una recanalizacién TICI2b o superior.
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102 (76,1%)
26 (19,4%)
6 (4,5%)
11 (5-19)
12,5 (+7,9)
10 (8 — 10)
73 (55,7%)
23 (17,6%)
14 (10,7%)
14 (10,7%)
4 (3,1%)
2 (1,5%)
1(0,8%)

31(23,1%)
47 (35,1%)
24 (17,9%)
22 (16,4%)
1(0,75%)
1(0,75%)
2 (1,5%)
6 (4,5%)
14 (10,5%)

Resultados

Tabla 5: Estudio descriptivo de las principales variables clinicas y radioldgicas al ingreso del
paciente. Se emplea la media + desviacion estandar (DE) o la mediana y el rango intercuartil
(RIC) en el caso de variables continuas, y el nUmero de casos y el porcentaje con respecto al total
en las variables dicotdmicas.

La mayoria de los pacientes recibieron algin tratamiento recanalizador (91,0%). Un
70,2% de los pacientes fueron tratados en fase aguda con trombectomia mecénica y
46,3% con fibrinolisis IV. En la mayoria de pacientes en los que se realizd una

trombectomia arterial se obtuvo una recanalizacidn arterial; solo en 5 pacientes (5,3%)
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Con respecto a los tiempos de atencién, la media de tiempo desde la identificacidn de
los sintomas hasta su llegada al hospital (inicio-puerta) fue aproximadamente 2 horas
(118,5 minutos). La mediana de tiempo puerta-aguja (desde su llegada hasta la
administracién de la fibrinolisis 1V) fue de 51 minutos y de puerta-ingle (tiempo desde la
llegada hasta el inicio de la trombectomia mecanica) de 76 minutos. Los datos mas
relevantes se resumen en la Tabla 6.

Tratamiento en fase aguda y tiempos de atencion
Tratamiento en fase aguda

Sin tratamiento recanalizador, n (%) 13 (9,7%)
Fibrinolisis IV (FIV), n (%) 28 (20,9%)
Trombectomia mecdanica primaria (TM), n (%) 60 (44,8%)
Tratamiento combinado (FIV + TM), n (%) 34 (25,4%)
Recanalizacion arterial en pacientes con TM (n=94)

TICI O, n (%) 5(5,3%)
TICI 2B, n (%) 15 (16,0%)
TICI 2C, n (%) 19 (20,2%)
TICI 3, n (%) 55 (58,5%)
Tiempos de atencion (minutos)

Tiempo desde el inicio-puerta, media (+DE) 118,5 (+75,7)
Tiempo desde el inicio-puerta, mediana (RIC) 92,5 (68 — 154)
Tiempo puerta-aguja, media (+DE) 49,0 (+33,2)
Tiempo puerta-aguja, mediana (RIC) 51,0 (36 -69)
Tiempo puerta-ingle, media (+DE) 87,9 (£55,0)
Tiempo puerta-ingle, mediana (RIC) 76,0 (58 — 105)

Tabla 6: Estudio descriptivo del tratamiento recibido en fase aguda y de los tiempos de
atencion. Se emplea la media * desviacién estdndar (DE) o la mediana y el rango intercuartil
(RIC) en el caso de variables continuas, y el nimero de casos y el porcentaje con respecto al total
en las variables dicotdmicas.

4.1.5. Estudio descriptivo de las variables analiticas
El resumen de las determinaciones realizadas en el laboratorio central se expone en la
Tabla 7. Dentro de ellas, cabe destacar que ningln paciente presentaba plaquetopenia

(plaguetas < 100000/pl) ni leucopenia significativa.
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Principales variables analiticas

Leucocitos al ingreso

Leucocitos totales x 1000, media (+DE) 8,46 (2,55)
Neutrofilos x 1000, media (+DE) 5,88 (2,48)
Linfocitos x 1000, media (+DE) 1,8 (0,90)
Monocitos x 1000, media (+DE) 0,62 (0,25)
Plaguetas x 1000, media (+DE) 219,7 (68,2)
Leucocitos a las 24h

Leucocitos x 1000, media (+DE) 7,95 (2,20)
Neutrofilos x 1000, media (+DE) 5,90 (2,13)
Linfocitos x 1000, media (+DE) 1,45 (0,99)
Monocitos x 1000, media (+DE) 0,66 (0,50)
Plaquetas x 1000, media (+DE) 198,9 (62,4)
Bioquimica

Glucosa al ingreso (mg/dl), media (+DE) 126,2 (39,5)
Creatinina al ingreso (mg/dl), media (xDE) 0,92 (0,30)
Proteina C reactiva al ingreso (mg/dl), media (+DE) 0,69 (1,08)
Proteina C reactiva a las 24 horas (mg/dl), media (+DE) 1,66 (1,84)
Coagulacién

INR al ingreso, media (+DE) 1,19 (0,37)

Tabla 7: Resumen descriptivo de las principales variables analiticas. Los valores se expresan
con la media * la desviacidn estandar (DE).

Por otra parte, se expone a continuacion en la Tabla 8 la concentracién media de CXCL12

en los distintos tiempos en los que se ha determinado.

Concentracion plasmatica de CXCL12

[CXCL12] al ingreso (n = 121), media (+DE) 2,47 (0,98)
[CXCL12] a las 24h (n = 131), media (+DE) 2,04 (0,82)
[CXCL12] alos 3 meses (n = 48), media (+DE) 2,34 (0,73)

Tabla 8: Concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso, 24 horas y tres meses. Los valores se
expresan con la media * la desviacion estandar (DE).

131



Resultados

4.1.6. Evolucion clinica y radioldgica durante el ingreso

La evolucidn clinica de los pacientes fue en general hacia la mejoria. A las 24 horas, la
media de gravedad neuroldgica medida en la escala NIHSS disminuyé 6,9 puntos, lo que
supone una mejoria media en la escala NIHSS de un 42,8% desde su llegada. Durante el
ingreso, 23 pacientes (17,2%) presentaron algun tipo de infeccién, siendo la mas
frecuente la respiratoria. Al alta, la media de la escala NIHSS fue de 4,9, el 57,5% de los
pacientes presentaban una independencia funcional (ERm < 2) y se registraron
Unicamente 4 fallecimientos (3,0%). Estos datos se resumen en la Tabla 9.

Evolucion de los pacientes durante el ingreso y situacion funcional al alta

Evolucion durante el ingreso

NIHSS a las 24 horas, media (xDE) 6,9 (7,3)
NIHSS a las 24 horas, mediana (RIC) 4(1-11)
NIHSS al alta, media (£DE) 4,9 (6,4)
NIHSS al alta, mediana (RIC) 2(0-7)
Infeccion durante el ingreso, n (%) 23 (17,2%)
Fallecimiento durante el ingreso, n (%) 4 (3,0%)
Situacidn funcional al alta

ERmM 0, n (%) 27 (20,2%)
ERm 1, n (%) 36 (26,9%)
ERmM 2, n (%) 18 (13,3%)
ERm 3, n (%) 14 (10,4%)
ERm 4, n (%) 24 (17,9%)
ERm 5, n (%) 18 (13,4%)
ERmM 6, n (%) 4 (3,0%)
Independencia funcional (ERm £2), n (%) 57 (57,5%)

Tabla 9: Resumen descriptivo de la evolucién clinica de los pacientes durante el ingreso y
situacién funcional al alta. Se emplea la media + desviacién estandar (DE) o la mediana y el
rango intercuartil (RIC) en el caso de variables continuas, y el nUmero de casos el porcentaje con
respecto al total en las variables dicotdmicas.

En relacién con la evolucién radioldgica en la prueba de neuroimagen realizada de
control a las 24-72h (TC o RM), los pacientes presentan un amplio rango de volumen de

infarto, siendo el volumen minimo 0,09ml y el maximo 317,33ml. La media de volumen
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de infarto fue de 40,0ml y la mediana de 8,58ml. Como puede observarse en la Figura
24, la mayoria de los infartos son de volumen pequefio y en ultimo tercil se observa un
incremento de tamafio progresivo, casi exponencial. Por ello, en analisis del volumen de
infarto se valorara tanto el volumen del infarto expresado en ml como su distribucién

categorizada en terciles. Estos datos se resumen en la Tabla 10.

Volumen de infarto (ml)

T
0 .25 5 .75 1

Percentil de volumen de infarto

Figura 24: Distribucidon del volumen de infarto. En el eje X se distribuyen los pacientes en
funcién del percentil de infarto (expresado de 0 a 1) y en el eje Y el volumen de infarto.

Con respecto a las principales complicaciones, un 23,9% de los pacientes presentaron
algun tipo de transformacién hemorragica, siendo 6 (4,5%) de ellas sintomaticas, es
decir, que condicionaron un empeoramiento clinico significativo del paciente o su
fallecimiento. Fueron mas frecuentes las hemorragias intraparenquimatosas (18,7% de
los casos, aunque la mayoria de ellas fueron petequiales) y en un 12,4% presentaron
algin grado de hemorragia subaracnoidea. 9 de los pacientes presentaron
sincrénicamente una hemorragia intraparenquimatosa y subaracnoidea. Los datos se

resumen en la Tabla 10.
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Principales caracteristicas en estudio de neuroimagen a las 24-72h

Tipo de estudio de neuroimagen utilizado

TC craneal

RM craneal

Volumen infarto (ml)

Media (xDE)

Mediana (RIC)

p33 —pb66

Transformacion hemorragica, n (%)
Transformacion hemorragica sintomatica, n (%)
Transformacion hemorragica parenquimatosa, n (%)
Infarto hemorragico tipo 1 (IH-1), n (%)

Infarto hemorragico tipo 2 (IH-2), n (%)
Hemorragia parenquimatosa tipo 1 (HP-1), n (%)
Hemorragia parenquimatosa tipo 2 (HP-2), n (%)
Hemorragia remota, n (%)

Hemorragia subaracnoidea (HSA), n (%)

HSA focal, n (%)

91 (67,9%)
43 (32,1%)

40,0 (£66,7)

8,58 (1,95-42,4)

2,80 - 26,2
33 (24,6%)
6 (4,5%)
25 (18,7%)
5 (3,7%)
11 (8,2%)
7 (5,2%)
0 (0,0%)
2 (1,5%)
17 (12,4%)
15 (11,2%)

HSA difusa, n (%) 2 (1,5%)

Tabla 10: Analisis descriptivo del volumen de infarto y del grado de transformacién
hemorragica. En el caso del volumen de infarto se emplea la media + desviacién estandar (DE)
o la medianay el rango intercuartil (RIC) y los percentiles 33 y 66 que determinan los 3 terciles
en los que se ha categorizado el volumen de infarto. En el resto de variables se refleja el nimero
de casos y el porcentaje con respecto al total en las variables dicotémicas.

4.1.7. Etiologia del ictus isquémico y evolucion clinica a los tres meses

La etiologia mas frecuente fue la cardioembdlica (48,5%), seguida de la aterotrombdtica
(36,6%) y por causa indeterminada (13,4%). A los tres meses, el 60,5% de los pacientes
consiguieron una independencia funcional (ERm < 2) y 9 pacientes fallecieron (6,7%) en

este tiempo. Estos datos se resumen en la Tabla 11.
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Etiologia y prondstico funcional de los pacientes a los 3 meses

Etiologia

Aterotrombodtico, n (%) 49 (36,6%)
Cardioembadlico, n (%) 65 (48,5%)
Diseccidn arterial, n (%) 2 (1,5%)
Causa indeterminada, n (%) 18 (13,4%)
Escala de rankin (ERm) a los 3 meses,

ERm O, n (%) 27 (20,2%)
ERm 1, n (%) 36 (26,9%)
ERm 2, n (%) 18 (13,4%)
ERm 3, n (%) 14 (10,5%)
ERm 4, n (%) 24 (17,9%)
ERmM 5, n (%) 6 (4,5%)
ERm 6 (fallecimiento), n (%) 9 (6,7%)
Independencia funcional a los 3 meses (ERm <2), n (%) 81 (60,5%)

Tabla 11: Resumen de la etiologia y del pronéstico funcional de los pacientes a los tres meses.
Se indica el numero de pacientes y su porcentaje con respecto al total.

4.2. Analisis de los principales factores de confusion

Aunque no se trate del objetivo de la presente tesis doctoral, se expondra a continuacion
el analisis de las principales variables demograficas y clinicas que pudieran actuar como
factores de confusion en el estudio estadistico posterior, como pueden ser el sexo, la

edad, la gravedad neuroldgica al ingreso y la hora de inicio de los sintomas.

4.2.1. Sexo

En la muestra del estudio, existe una diferencia significativa de edad entre los hombres
y las mujeres, siendo las mujeres mas afiosas: 77,5 afos vs. 70,6 afios (p = 0,01).
Asimismo, presentan una gravedad mayor al ingreso medida por la escala NIHSS (14,0
vs. 10,8, p = 0,02). Es mas probable que fueran tratadas con trombectomia mecénica
(77% vs. 61,9%, p = 0,049), pero no con fibrinolisis IV (43,7% vs 49,2%, p = 0,52). La

etiologia mas frecuente fue la cardioembdlica en mujeres (63,4%) y la aterotrombdtica
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en varones (55,6%), siendo esta diferencia significativa (p < 0,01). No se observan
diferencias significativas en el volumen de infarto, ni tampoco en el pronéstico a los 3
meses, aunque hay una tendencia a una peor evolucion en el caso de las mujeres
(ERm<2 a los 3 meses en un 54,9%, frente a un 66,7% en varones, p = 0,17). Estos datos

se resumen en la Figura 25y en la Tabla 12.
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Figura 25: Graficos que muestran la relacion entre el sexo y la edad (A), la gravedad al ingreso
medida por la escala NIHSS (B) y la proporcion de pacientes tratados con trombectomia
mecdnica (C). En los graficos Ay B se ha utilizado un diagrama de violin y en el C se expresa la
proporcién de pacientes tratados. En los casos A y B se ha realizado un analisis con regresiéon
lineal, y en el C con regresidn logistica. (*P<0,05).

Variable Hombre Mujer OR o B (1C95%) P

Edad (media, B) 70,6 77,5 -6,85 (-11,7 - -1,98) 0,01
NIHSS en urgencias, (media, B) 10,8 14,0 -3,15(-5,81 —-0,48) 0,02
Tratamiento con FIV (%, OR) 49,2 43,7 1,25 (0,63 — 2,47) 0,52
Tratamiento con TM (%, OR) 61,9 77,5 0,47 (0,22 - 1,00) 0,049
Volumen de infarto (media, B) 40,0 40,1 0,15 (-22,7 —23,1) 0,99
Infeccién durante el ingreso (%, OR) 21,1 12,7 0,54 (0,21 -1,38) 0,20
Independencia a los 3 meses (%, OR) 66,7 54,9 1,64 (0,81 - 3,31) 0,17

Tabla 12: correlacion entre sexo y NIHSS, tratamiento y pronéstico. Se utiliza como referencia
el sexo femenino. Las variables continuas se han analizado con regresion lineal (expresada con
el coeficiente de regresién B) y las binarias con regresion logistica (se indica el odds ratio, OR).
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4.2.2. Edad

La edad no se asocié con una mayor gravedad al ingreso medida por la escala NIHSS, ni
se han observado diferencias significativas de poder recibir o no tratamiento con
trombectomia mecdnica y fibrinolisis IV. En |la evolucidn posterior, no se han identificado
diferencias significativas con respecto al volumen de infarto, pero la edad se asocié con
una mayor probabilidad de no conseguir una independencia funcional a los tres meses:
la edad media de los pacientes independientes fue de 71,8 ainos y de 78,0 afios en el

caso de los pacientes dependientes o fallecidos (p=0,02). Estos datos se resumen en la

Tabla 13.
Variable OR o B (IC95%) P valor
NIHSS en urgencias, B 0,00 (-0,10—-0,09) 0,96
Tratamiento con FIV, OR 0,98 (0,96 — 1,01) 0,26
Tratamiento con TM, OR 1,00 (0,97 - 1,02) 0,80
Volumen de infarto, coeficiente -0,14 (-0,93 -0,65) 0,72
Infeccién durante el ingreso, OR 0,54 (0,21 -1,38) 0,20
Independencia a los 3 meses, OR 0,96 (0,94 — 0,99) 0,02

Tabla 13: correlacion entre edad y NIHSS, tratamiento y prondstico. Las variables continuas se
han analizado con regresion lineal (se indica el coeficiente de regresion B por cada afio) y las
binarias con regresion logistica (se indica el odds ratio (OR) por cada afo). FIV: fibrinolisis
intravenosa. TM: trombectomia mecdnica.

4.2.3. NIHSS al ingreso

La gravedad de los sintomas medida por la escala NIHSS al ingreso se relaciona con una
mayor probabilidad de recibir tratamiento con trombectomia mecdénica (OR 1,27 por
cada punto, 1C95% 1,16 — 1,38, p < 0,01) pero no con la posibilidad de ser tratado con
fibrinolisis IV (OR 0,98, 1C95% 0,94 — 1,03, p = 0,55), con un mayor volumen de infarto (B
= 3,8ml por cada punto, IC95% 2,5 — 5,1), p < 0,01), con una mayor probabilidad de

presentar una infeccion durante el ingreso (OR 1,10, 1C95% 1,03 — 1,17, p < 0,01) y con
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una menor probabilidad de ser independiente a los tres meses (OR 0,87, 1C95% 0,83 —

0,93, p < 0,01).

4.2.4. Ictus diurno/nocturno

Se ha valorado la influencia en la gravedad y prondstico de los pacientes en funcidn del
momento de atencidn: diurno/nocturno. No se han observado diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la gravedad al ingreso medida por la
escala NIHSS (B = 1,6, 1C95% -1,4 — 4,6, p = 0,29), con el volumen de infarto en ml (B =
12,7,1C95% -12,8 — 38,2, p = 0,33) o estratificado (OR 1,00, IC95% 0,45 — 2,20, p = 0,99).
En nuestra serie, tampoco se han objetivado una probabilidad distinta de ser

independiente a los 3 meses (OR 0,55, 1C95% 0,25 — 1,25, p = 0,15).

4.3. Estudio de la relacion de la concentracién de CXCL12 plasmatica con la

evolucion de pacientes con ictus isquémico agudo

El objetivo principal de la tesis doctoral es conocer la influencia de la concentracion
plasmdtica de CXCL12 en la evolucién de los pacientes con un ictus isquémico agudo y
su posible asociacion con variaciones circadianas del fenotipo de los neutréfilos. Por ello,
a continuacion, se va a describir la correlacion de CXCL12 con distintas variables
demograéficas, clinicas y radioldgicas tanto al ingreso como durante su estancia

hospitalaria y el prondstico a los 3 meses.

4.3.1. Correlacion de la concentracién de CXCL12 plasmatica con las principales variables
demograficas, antecedentes personales y tratamiento previo.

La concentracién de CXCL12 plasmatica es mas elevada en pacientes con mayor edad
tanto al ingreso (B = 3,89 afios por ng/ml, p < 0,01, Figura 26A) como a las 24h (B = 3,44

afios por ng/ml, p = 0,03, Figura 26B), si bien hay una amplia dispersion y el valor del
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coeficiente de determinacién r? es bajo (0,07 al ingreso, 0,04 a las 24 horas). No se han
identificado variaciones significativas en funcién del sexo.

Se ha observado una concentracién de CXCL12 menor en pacientes diabéticos al ingreso
(concentracion media en no diabéticos 2,59ng/ml vs. 1,95ng/ml en diabético, p < 0,01)
y a las 24h (no diabéticos 2,12ng/ml vs. 1,74ng/ml en diabéticos, p = 0,03) (Figura 26),
sin observarse diferencias relacionadas con otros antecedentes personales relevantes.

Estos datos se resumen en la Tabla 14.

. [CXCL12] al ingreso [CXCL12] a las 24h
Variable
OR o B (I1C95%) OR o B (1C95%)

Edad (afios), B 3,89(1,25-6,54) <0,01 3,47(0,41-6,53) 0,03
Sexo (ref. mujer), OR 1,21(0,84-1,75) 0,31 1,09 (0,72-1,66) 0,68
Hipertension arterial, OR 1,36 (0,92 — 2,02) 0,12 1,28 (0,82 —2,01) 0,28
Dislipemia, OR 1,02(0,71-1,47) 091 099(0,65-1,51) 0,96
Diabetes, OR 0,48 (0,28-0,81) <0,01 0,52(0,28—0,96) 0,03
Fibrilacién auricular, OR 1,03 (0,71 -1,49) 0,88 1,00 (0,65 —1,52) 0,98
Valvula metdlica, OR 1,03(0,44-2,37) 09 0,77(0,29-2,08) 0,62
Ictus previo, OR 1,30(0,72-2,34) 0,38 1,91(0,99-3,72) 0,05
Hematoma previo, OR 1,20(0,29-4,93) 0,80 0,86(0,15-5,05) 0,87
Infarto de miocardio previo, OR 0,83 (0,43 -1,63) 0,60 1,03 (0,51 —2,14) 0,92
Arteriopatia periférica, OR 1,60 (0,51 — 5,04) 0,42 1,29 (0,34 - 4,87) 0,71

Enfermedad renal crénica, OR 1,10 (0,55 - 2,20) 0,79 0,88 (0,42 - 1,86) 0,74
Tratamiento antiagregante, OR 0,77 (0,50-1,19) 0,24 0,91 (0,56 — 1,50) 0,72
Tratamiento anticoagulante, OR =~ 0,99 (0,61 — 1,60) 0,97 1,23 (0,73 -2,07) 0,44

Tabla 14: Correlacidn entre la concentracién plasmatica de CXCL12 al ingreso y a las 24 horas
con las principales variables demograficas y antecedentes personales mas relevantes. Las
variables continuas se han analizado con regresidn lineal (se indica el coeficiente de regresion 8
por ng/ml) y las binarias con regresion logistica (se indica el odds ratio (OR) por ng/ml).
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Figura 26: Correlacion entre edad y concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las
24 horas (B). El analisis se ha realizado mediante una regresion lineal; se indica el valor P.
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Figura 27: Relacidn entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las 24 horas
(B) y diabetes mellitus. Datos representados con diagramas de violin. El andlisis se ha realizado
mediante una regresion logistica (*P<0,05).

4.3.2. Correlacién entre la concentracion plasmatica de CXCL12 y la gravedad neuroldégica
y radioldgica al ingreso.
En el andlisis univariante, se observa una fuerte tendencia, pero sin diferencias

estadisticamente significativas, a presentar una mayor gravedad al ingreso en pacientes
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que tienen una menor concentracién plasmatica de CXCL12 (B =-1,26 por ng/ml, IC95%
-2,69 — 0,16, p = 0,08, Figura 28). En el modelo predictivo con el método backward
stepwise (regresion paso a paso con exclusion secuencial), en el que se eliminan las
variables del andlisis de forma secuencial si la p > 0.10, las dos variables que mejor
predicen en nuestra cohorte una menor puntuacién en la escala NIHSS al ingreso son el
sexo (como se ha descrito previamente, las mujeres presentan una mayor gravedad al

ingreso) y la concentracién de CXCL12 al ingreso. Los datos se resumen en la Tabla 15.
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[CXCL12] al ingreso (ng/ml)

NIHSS al ingreso

Figura 28: Correlacion entre la gravedad neuroldgica (medida con la escala NIHSS) y la
concentracién plasmatica de CXCL12 (ng/ml) al ingreso. Anélisis realizado con regresion lineal.
Se indica el valor P.

Variable Coeficiente B (1C95%) Valor P
Sexo masculino -2,75(-5,53-0,03) 0,05
[CXCL12] al ingreso (ng/ml) -1,18 (-2,60-0,23) 0,10

Tabla 15: Variables con mayor asociacion con la gravedad neuroldgica al ingreso (escala NIHSS)
en el modelo predictivo mediante el método backward stepwise, excluyendo las variables con
p > 0.10. Se excluyen del modelo de regresion lineal la edad (p = 0,54), diabetes (p = 0,32), ictus
diurno (p = 0,48) y el tiempo inicio-puerta (min) (p = 0,32).
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En cuanto a la afectacion radioldgica al ingreso, existe una tendencia a presentar una
mayor area de isquemia precoz, es decir, menor puntuacion en la escala de ASPECTS,
con niveles mas bajos de CXCL12 (analisis con regresion de cuantiles utilizando la
mediana). Esto se observa tanto si se analiza el conjunto de pacientes con ictus de
circulacién anterior (N = 124, B = 0,29 por ng/ml (IC95% -0,14 — 0,61), p = 0,06), o si
seleccionamos aquellos tratados con trombectomia mecénica (N = 92, f = 0,35 por
ng/ml, IC95% -0,15 - 0,86, p = 0,18).

También se ha analizado la relacién entre la concentracion de CXCL12 al ingreso y el
grado de circulacion colateral en el AngioTC realizado en aquellos pacientes tratados
con trombectomia mecanica por oclusién a nivel de la carétida intracraneal (incluyendo
“T” carotidea), M1y M2 de los que se dispone de la informacidn del grado de colaterales
(N =69). En aquellos pacientes con menor circulacidn colateral (grados 0-1 de la escala
de Tan) hay una tendencia a presentar menor concentracién de CXCL12: media
1,96ng/ml, frente a una concentracién de 2,60 ng/ml en los pacientes con colateralidad
grado 2 y 2,33ng/ml en los pacientes con colateralidad grado 3, pero no se han
identificado diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos: en la
regresion logistica ordinal se observa una OR de 1,24 (1C95% 0,84 — 1,85, p =0,28) y en
la prueba de Kruskal-Wallis entre los tres grupos no se observan diferencias significativas

(p =0,19). Estos datos se resumen en la Figura 29.
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Figura 29: Correlacion entre el grado de colateralidad de la escala de Tan y la concentracion
de CXCL12. Datos representados con diagrama de violin. El analisis se ha realizado mediante una
regresion logistica ordinal y un test de Kruskal-Wallis (n.s: no significativo).

4.3.3. Correlacion entre la concentracion de CXCL12 con el momento de inicio del ictus
(diurno/nocturno)

En la cohorte de nuestro estudio, no se han observado diferencias de la concentracién
plasmatica de CXCL12 al ingreso en funcién de la hora de atencién de los pacientes con
ictus isquémico, ni al establecer un ictus diurno como aquel con inicio entre las 08:00h
y el 19:59, ni al subdividir el dia en tres secciones (8h-16h-24h). Estos datos se resumen

en la Tabla 16.
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Variable OR 0 RRR (IC95%) Valor P
Diurno (8:00-19:59h), OR 1,21 (0,80 - 1,86) 0,36
Hora (00h-8h,8h-16h,16h-00h) 0,60
** 16:00-23:59 vs. 08:00-15:59, RRR 1,07 (0,70 -1,62) 0,77
** 00:00-07:59 vs. 08:00-15:59, RRR 0,80 (0,47 — 1,35) 0,40

Tabla 16: Correlacién entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso con la hora de
inicio del ictus categorizada. Las variables categdricas binarias se han analizado con regresién
logistica (se indica el odds ratio) y las categéricas con mas de dos grupos con una regresion
logistica multinomial (se indica la razén de riesgo relativo (RRR)).

4.3.4. Correlacién entre la concentracion de CXCL12 y el tipo de tratamiento realizado en
fase aguda.

Con respecto al tratamiento en fase aguda, existe una tendencia a presentar una
concentracion de CXCL12 inferior en pacientes con tratamiento tanto con fibrinolisis IV
(N =58, media 2,42ng/ml) como con trombectomia mecanica (N = 86, media 2,39mg/ml)
con respecto a los pacientes que no recibieron tratamiento recanalizador (N = 11, media
2,80ng/ml). Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(tratamiento fibrinolitico: OR 0,90, IC95% 0,63 — 1,31, p = 0,59; trombectomia mecanica:

OR 0,76, 1C95% 0,51 - 1,15, p = 0,20).

4.3.5. Correlacion entre la concentracién de CXCL12 en plasma y las principales variables
analiticas

El siguiente paso es conocer si la concentracion de CXCL12 plasmatica tiene alguna
relacion con el numero de células sanguineas, en especial con los neutrdfilos, y con las
principales determinaciones analiticas realizadas.

No se han objetivado correlaciones significativas entre la concentracion de CXCL12 y el

numero de leucocitos totales o de las distintas subpoblaciones (incluyendo los
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neutréfilos) tanto al ingreso (Tabla 17) como a las 24 horas (Tabla 18). Tampoco se ha
observado una correlacidn entre los niveles plasmaticos de CXCL12 y los de proteina C
reactiva (marcador inespecifico de inflamacién). Unicamente se ha observado una
correlacién significativa entre el numero de plaquetas y CXCL12 al ingreso, que no se
mantiene a las 24 horas y que es de significado clinico dudoso ya que todos los pacientes

presentan valores de plaquetas en rango normal (Figura 30).

Variable Coeficiente B (1C95%) Valor P
Glucemia (mg/dl) -5,25(-12,6 — 2,06) 0,15
Creatinina (mg/dl) 0,14 (-0,04 —0,07) 0,62
Proteina C reactiva (mg/dl) 0,15 (-0,08 —0,38) 0,22
Hemoglobina (mg/dl) 1,21 (-0,81-3,23) 0,24
Leucocitos/pl x 1000 -0,08 (-0,53 - 0,37) 0,72
Neutrofilos/pl x 1000 0,01 (-0,45-0,46) 0,98
Linfocitos/pl x 1000 0,02 (-0,14-0,19) 0,77
Monocitos/pl x 1000 0,03 (-0,01 -0,08) 0,14
Plaquetas/ul x 1000 -14,95 (-26,8 - -3,1) 0,01

Tabla 17: Correlacion entre la concentraciéon de CXCL12 al ingreso y el nimero de leucocitos,
plaquetas y las principales variables analiticas. Andlisis realizado con regresién lineal.

Variable Coeficiente B (1C95%) Valor P
Leucocitos/pl x 1000 -0.11 (-0,58 - 0,36) 0,64
Neutrdfilos/ul x 1000 -0,16 (-0,61—0,29) 0,49
Linfocitos/ul x 1000 0,17 (-0,03 - 0,38) 0,10
Monocitos/ul x 1000 0,08 (-0,02 —0,19) 0,12
Plaquetas/ul x 1000 -7,98 (-21,6 —5,6) 0,25
Proteina C reactiva (mg/dl) -0,23 (-0,75-0,29) 0,38

Tabla 18: Correlacion entre la concentracion de CXCL12 plasmatica a las 24 horas y el nUmero
de leucocitos y plaquetas. Andlisis realizado con regresidn lineal.
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Figura 30: Correlacion entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso y a las 24 horas
con el nimero de neutrdfilos (A y B) y plaquetas (C y D) en sangre. En el caso de la correlacién
entre CXC12 y plaquetas al ingreso se observa una asociacién estadisticamente significativa (p =
0,01, R?= 5%), en el resto de casos no se observa ninguna correlacién. Analisis realizado con
regresion lineal.

4.3.6. Andlisis de la evolucion de la concentracion plasmatica de CXCL12

Por otra parte, se ha realizado un estudio para valorar la evolucién de la concentracién
de CXCL12 en los distintos tiempos (ingreso, 24 horas y tres meses). Para ello, se ha
realizado una prueba t de Student de muestras emparejadas, en la que se observa que
hay una menor concentracion de CXCL12 a las 24 horas que al ingreso (N = 119,
diferencia de medias -0,34ng/ml, IC95% -0,50 —-0,18), p < 0,01) y a los 3 meses (N =47,
diferencia de medias -0,43ng/ml, 1C95% -0,70 — -0,16, p < 0,01), pero no se observan
diferencias significativas entre los valores al ingreso y a los tres meses (N = 37, diferencia

de medias -0,27ng/ml (-0,59 —-0,04), p = 0,09). Estos datos se muestran en la Figura 31.
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[CXCL12] (ng/ml)

Figura 31: Grafico que representa la evolucion de la concentracion de CXCL12 al ingreso, a las
24 horasy alos tres meses. La representacion se ha realizado con un diagrama de violin. Analisis
realizado con prueba t de Student para muestras emparejadas. (*P<0,05; n.s.: no significativo).

4.3.7. Correlacién de la concentracion plasmatica de CXCL12 con las principales variables

clinicas y radioldgicas durante el ingreso

4.3.7.1. Evolucion clinica durante el ingreso

Desde el punto de vista clinico, no se han observado una correlacidn significativa entre
la concentracidn plasmatica de CXCL12 al ingreso o a las 24 horas y la gravedad
neurolégica medida por la escala NIHSS tanto a las 24 horas como a los 7 dias/alta. De
igual manera, no se han objetivado diferencias que asocien CXCL12 con la posibilidad de

conseguir una independencia funcional al alta. Estos datos se resumen en la Tabla 19.
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Variable

NIHSS a las 24h, B

[CXCL12] al ingreso
OR o B (1€95%)

-0,88 (-2,26 — 0,50)

P

0,21

Resultados

[CXCL12] a las 24h
OR o B (IC95%)
-1,26 (-2,81-0,28)

P

0,11

NIHSS a los 7d/alta, B
Independencia 7d/alta, OR
Infeccién, OR

-0,63 (-1,93-0,68) 0,34
1,14 (0,79 - 1,65) 0,49
1,00 (0,63 - 1,59) 0,99

-0,98 (-2,34 -0,38) 0,16
1,25 (0,82 -1,90) 0,31
0,72 (0,39-1,30) 0,27

Tabla 19: Correlacién entre la evolucion clinica durante la estancia hospitalaria y la
concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso y a las 24 horas. Andlisis realizado con regresién
lineal (se expresa el coeficiente B por ng/ml) o logistica (se indica la odds ratio por ng/ml).

Tampoco se ha observado una correlacién entre CXCL12 y la posibilidad de presentar
una infeccidén durante el ingreso. En el andlisis predictivo, el NIHSS al ingreso es la Unica
variable que se asocia de forma significativa con la posibilidad de tener una infeccidon
(OR 1,10, 1C95% 1,04 — 1,18, p < 0,01). No es posible obtener conclusiones entre la
relacion de CXCL12 y la mortalidad durante la estancia hospitalaria por el escaso nimero

de pacientes fallecidos en este momento (N = 4).

4.3.7.2. Evolucion radioldgica

En relacidon con el volumen de infarto, se ha analizado la asociacion de los niveles de
CXCL12 plasmaticos con distintos métodos:

1. En primer lugar, se ha analizado de forma directa el volumen de infarto medido en ml
y la concentracién de CXCL12 mediante una regresion lineal. Se ha observado una fuerte
tendencia a presentar menor volumen de infarto con niveles plasmaticos mayores de
CXCL12 al ingreso (coeficiente B =-11,8ml (por ng/ml), IC95% -24,4 — 0,85ml, p = 0,07,
Figura 32A), y si se ha objetivado una correlacidn estadisticamente significativa con la
concentracion de CXCL12 a las 24 horas, observandose un volumen de infarto inferior
en los pacientes con niveles mas altos de CXCL12 (coeficiente B = -15,7ml (por ng/ml),

1C95% -29,7 — -1,63, p = 0,03, Figura 32B).
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Figura 32: Correlacién entre la concentracion de CXCL12 plasmatica al ingreso (A) y a las 24
horas (B) con el volumen de infarto (ml). Analisis realizado con regresion lineal. Se indican los
valores P.

En el analisis predictivo, las variables que mejor predicen la posibilidad de presentar

mayor volumen de infarto son el NIHSS al ingreso y padecer diabetes mellitus (Tabla 20).

Variable Coeficiente (1C95%) Valor P
NIHSS al ingreso (por cada punto) 3,95ml (2,52 —5,38) <0,01
Diabetes 33,57ml (4,93 — 62,21) 0,02

Tabla 20: Variables con mayor asociaciéon con el volumen de infarto a las 24-72 horas en el
modelo predictivo mediante el método backward stepwise, excluyendo las variables con p >
0.10. Se excluyen del modelo la edad (p = 0,89), sexo (p = 0,35), ictus diurno (p = 0,50), [CXCL12]
al ingreso (p = 0,60), [CXCL12] a las 24 horas (p = 0,27), tiempo inicio-puerta (p = 0,11),
tratamiento con fibrinolisis IV (p = 0,53), tratamiento con trombectomia mecanica (p = 0,88).

2. Como se expuso en el analisis descriptivo, la distribucidén del volumen de infarto no se
distribuye de forma homogénea, siendo el tamafio notablemente mayor en el ultimo
tercil. Por ello, se ha realizado un andlisis categorizado para valorar diferencias
distribuyendo a la muestra en tres terciles y también comparando el tercil superior y el

resto de pacientes:
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* Para comparar el conjunto de pacientes subdivididos en terciles, se ha utilizado una
regresion logistica ordinal. Se ha objetivado una diferencia estadisticamente significativa
con concentraciones mas bajas de CXCL12 a las 24 horas (OR 0,58 por ng/ml, 1C95% 0,39
— 0,87, p <0,01 Figura 33B) y también una fuerte tendencia a presentar mayor volumen
de infarto con menor concentracién plasmatica de CXCL12 al ingreso (OR 0,73 por ng/ml,

IC95% 0,52 — 1,02, p = 0,07, Figura 33A).
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Figura 33: Relacidn entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las 24 horas
(B) y el volumen de infarto estratificado. Se categorizado el volumen de infarto en tres grupos,
siendo el primer tercil el grupo con ictus de menor tamaio. Los datos representados con un
diagrama de violin. En analisis se ha realizado mediante una regresién logistica ordinal (*P<0,05,
n.s: no significativo).

* Dado que el principal aumento de volumen de infarto se da entre los pacientes del
ultimo tercil, se ha realizado un analisis entre este grupo y el resto de los pacientes. El
grupo de pacientes con mayor volumen de infarto presentan niveles mdas bajos de
CXCL12 a las 24 horas (OR 0,52 por ng/ml, 1C95% 0,31 — 0,85, p = 0,01, Figura 34B) y se

observa la misma tendencia, pero no significativa, con la concentracién de CXCL12 al
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ingreso (OR 0,74 por ng/ml, 1C95% 0,50 — 1,10, p = 0,14, Figura 34A). En el modelo
predictivo, las principales variables relacionadas con un mayor volumen de infarto son
la gravedad al ingreso medida por la escala NIHSS (p < 0,01), el tiempo inicio-puerta
(min) (p = 0,02) y la concentracién de CXCL12 a las 24 horas (p = 0,04). Estos datos se

resumen en la Tabla 21.
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Figura 34: Relacidn entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las 24 horas
(B) y el volumen de infarto estratificado. Se ha categorizado el volumen de infarto en dos,
comparando el dltimo tercil (grupo con ictus de mayor volumen) con el resto de pacientes. Los
datos representados con un diagrama de violin. En andlisis se ha realizado mediante una
regresion logistica (*P<0,05, n.s: no significativo).

Variable Odds Ratio (IC95%) Valor P
NIHSS al ingreso 1,15 (1,08 - 1,23) <0,01
Tiempo inicio-puerta (min) 1,008 (1,002 - 1,014) 0,02
[CXCL12] a las 24 horas (ng/ml) 0,52 (0,28 - 0,97) 0,04

Tabla 21: Variables con mayor asociacién con la posiblidad de presentar una mayor volumen
de infarto categorizado (ultimo tercil vs. Primer-segundo tercil) en el modelo predictivo
mediante el método backwards stepwise, excluyendo las variables con p > 0.10. Se excluyen del
modelo la edad (p = 0,97), sexo (p = 0,65), diabetes (p = 0,71), ictus diurno (p = 0,31), [CXCL12]
al ingreso (p = 0,68), tratamiento con fibrinolisis IV (p = 0,58) y tratamiento con trombectomia
mecanica (p = 0,22).
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Por ultimo, se ha analizado la correlacidn entre la concentracidon de CXCL12 plasmatica
y la posibilidad de presentar una transformacion hemorragica. En la poblacion
estudiada, se observa una mayor posibilidad de presentar una transformacién
hemorragica (incluyendo cualquier tipo y gravedad) con concentraciones menores de
CXCL12 a las 24 horas (OR 0,56 por ng/ml, IC95% 0,33 — 0,97, p = 0,04, Figura 35B); no
se observan diferencias estadisticamente significativas con la concentracidon de CXCL12
al ingreso (OR 0,69 por ng/ml, 1C95% 0,45 — 1,08, p = 0,11, Figura 35A), si bien la
tendencia es la misma. En el modelo predictivo, las dos variables que mejor predicen la
posibilidad de tener una transformacién hemorragica son la diabetes (p = 0,048) vy el
tratamiento con trombectomia mecénica (p < 0,01) (Tabla 22). No es posible establecer
una conclusién entre la relacion de los niveles de CXCL12 y la posibilidad de presentar
una transformacidon hemorragica sintomdtica dado el escaso nimero observado en
nuestra serie (N = 6), aunque la tendencia es la misma: OR 0,66 si analizamos la
concentracion de CXCL12 al ingreso y OR 0,68 con la concentracidon de CXCL12 a las 24

horas.
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Figura 35: Relacidn entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las 24 horas
(B) y la posibilidad de presentar una transformacion hemorragica (cualquier tipo). Los datos
representados con diagrama de violin. En analisis se ha realizado mediante una regresion
logistica (*P<0,05, n.s: no significativo).

Variable Odds Ratio (IC95%) Valor P
Trombectomia mecanica 7,62 (1,68 —34,51) <0,01
Diabetes 2,80(1,01-7,77) 0,048

Tabla 22: Variables con mayor asociacion con la posiblidad de presentar una transformacién
hemorragica (cualquier tipo) en el modelo predictivo mediante el método backward stepwise,
excluyendo las variables con p > 0.10. Se excluyen del modelo la edad (p = 0,18), sexo (p = 0,89),
ictus diurno (p = 0,81), NIHSS al ingreso (p = 0,17), [CXCL12] al ingreso (p = 0,48), [CXCL12] a las
24 horas (p = 0,17), tiempo inicio-puerta (p = 0,25), tratamiento con fibrinolisis IV (p = 0,22).
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4.3.8. Correlacion entre la concentracién plasmatica de CXCL12 y el prondstico a los tres
meses

Por ultimo, se ha analizado la relacion entre la concentracion de CXCL12 y la evolucion
clinica de los pacientes a los tres meses. Para valorar la capacidad funcional se ha
utilizado la escala de Rankin modificada.

- En el andlisis dicotémico entre pacientes con independencia (ERm <2) y paciente
dependientes o fallecidos (ERm > 2) a los tres meses, no se han identificado diferencias
significativas entre los niveles de CXCL12 al ingreso (OR 1,16 por ng/ml, IC95% 0,80 —
1,68, p =0,44), a las 24 horas (OR 1,13, IC95% 0,74 — 1,75, p = 0,57) ni a los tres meses,
aunque en este ultimo tiempo si se aprecia una tendencia a un mejor prondstico con
niveles mas elevados (n = 48, OR 1,74 por ng/ml, 1C95% 0,73 — 4,19, p = 0,21). Cabe
destacar que el nUmero de muestras analizadas a los tres meses es inferior (N = 48)
debido a las restricciones sufridas por la pandemia por la COVID-19, lo que limita la
potencia estadistica para obtener conclusiones. Estos datos se muestran en la Tabla 23

y en la Figura 36.

Variable ERm<2 ERm > 2 OR (1C95%) P

[CXCL12] al ingreso (ng/ml) 2,53 2,37 1,16 (0,80 — 1,68) 0,44
[CXCL12] a las 24 horas (ng/ml) 2,08 1,99 1,13 (0,74 — 1,75) 0,57
[CXCL12] a los 3 meses (ng/ml) 2,42 2,13 1,74 (0,73 - 4,19) 0,21

Tabla 23: Analisis entre la capacidad funcional de los pacientes a los 3 meses y la concentracién
de CXCL12 al ingreso, a las 24 horas y a los tres meses. Se ha dividido el conjunto de pacientes
en dos grupos: aquellos con independencia funcional (ERm <2) y aquellos dependientes o
fallecidos (ERm > 2). El analisis se ha realizado con regresion logistica. ERm: Escala de Rankin
modificada, OR: odds ratio.
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Figura 36: Correlacion entre la concentracion plasmatica de CXCL12 al ingreso (A) y a las 24
horas (B) y a los 3 meses (C) y la posibilidad de conseguir una independencia funcional a los
tres meses. Se divide a la muestra en dos grupos, los pacientes con independencia funcional
(ERm < 2) y aquellos dependientes o fallecidos (ERm > 2). Los datos representados con un
diagrama de violin. En andlisis se ha realizado mediante una regresion logistica (n.s: no
significativo).

En el analisis predictivo, las dos variables que mas se relacionan con la posibilidad de
conseguir una independencia funcional son la edad y la gravedad al ingreso medida por

la escala NIHSS (Tabla 24).

Variable Odds Ratio (IC95%) Valor P
Edad, por afno 0,95 (0,92 - 0,99) <0,01
NIHSS en urgencias, por punto 0,86 (0,81 -0,92) <0,01

Tabla 24: Variables con mayor asociacion con la probabilidad de ser independiente a los tres
meses (ERm < 2) en el modelo predictivo mediante el método backward stepwise, excluyendo
las variables con p > 0.10. Se excluyen del modelo el sexo (p = 0,97), diabetes (p = 0,30), ictus
diurno (p =0,95), [CXCL12] al ingreso (p = 0,19), [CXCL12] a las 24 horas (p = 0,81), tiempo inicio-
puerta (p = 0,18), tratamiento con fibrinolisis IV (p = 0,17) o con trombectomia mecanica (p =
0,65).
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- Tampoco se ha observado una correlacion entre la concentracion de CXCL12 y el

prondstico medido por la ERm con un shift analysis mediante regresion logistica ordinal

(Tabla 25).
Variable Odds Ratio (IC95%) Valor P
[CXCL12] al ingreso (ng/ml) 0,94 (0,67 — 1,32) 0,71
[CXCL12] a las 24 horas (ng/ml) 0,89 (0,61-1,29) 0,54
[CXCL12] a los tres meses (ng/ml) 0,65 (0,33-1,29) 0,22

Tabla 25: Shift analysis de la Escala de Rankin modificada y la concentracién de CXCL12 al
ingreso, a las 24 horas y a los tres meses. Analisis realizado con regresion logistica ordinal.

En la serie analizada, hay un nimero bajo de pacientes fallecidos (n = 9), por lo que no
pueden establecerse conclusiones relevantes. En el analisis univariante no existen
diferencias significativas en la concentracién de CXCL12 tanto al ingreso (OR 1,35, 1C95%
0,68 —2,70, p =0,39) como a las 24 horas (OR 1,08, 1C95% 0,46 — 2,56, p = 0,86). No es

posible realizar un analisis predictivo por el reducido nimero de eventos.

4.4. Estudio de la relacién de la concentracion de CXCL12 plasmatica con el

fenotipo de los neutrdéfilos y la concentracion plasmatica de NETs

Una vez realizado el andlisis para determinar la influencia de la concentracién de CXCL12
con el prondstico neurolégico y radioldgico, el siguiente paso es valorar si existe alguna
asociaciéon entre la concentracién de CXCL12 y el fenotipo de los neutrdéfilos y con la

concentracion plasmatica de NETSs.
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4.4.1. Correlacion entre la concentracién plasmatica de CXCL12 y el fenotipo de los
neutrofilos.

Para valorar el fenotipo de los neutréfilos, diferenciando los neutréfilos jovenes (fresh)
o envejecidos (aged), se ha realizado una valoracién indirecta a través del grado de
segmentacion del nucleo celular. Como se ha expuesto previamente, los neutréfilos
jévenes presentan una menor segmentacion nuclear, mientras los envejecidos tienen
un mayor numero de l6bulos o segmentaciones del nucleo.

Se han valorado un total de 199 frotis, de los cuales 42 finalmente no han podido ser
analizados por fallos en el procesamiento. De los 157 validos, 61 eran frotis de muestras

obtenidas al ingreso, 77 a las 24 horas del ingreso y 19 a los 3 meses (Figura 37).

199 frotis valorados

42 descartados por fallos en
el procesamiento

157 frotis analizados

61 frotis de 77 frotis de 19 frotis de
muestras obtenidas muestras obtenidas muestras obtenidas
al ingreso alas 24h a los 3 meses

Figura 37: Cuadro explicativo en el que se describen los frotis valorados y el nimero obtenidas
en cada tiempo.

Al ingreso, la media de segmentaciones del nucleo de los neutrofilos de fue de 3,33 +
0,09, alas 24 horas de 3,30 + 0,08 y a los tres meses de 3,34 + 0,07. Estadisticamente no

se han identificado diferencias significativas entre los distintos tiempos de medicién,
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siendo la diferencia de medias entre las muestras al ingreso y a las 24h de 0,03
segmentaciones (IC95% -0,001 — 0,06, p = 0,06), y la diferencia de medias entre las
muestras a las 24 horas y a los tres meses de 0,04 segmentaciones (IC95% -0,001 — 0,08,
p =0,06). Estos datos sugieren una menor segmentacion de los neutrdfilos a las 24 horas
del ictus, y por ello una mayor presencia de neutrdfilos jovenes, pero la magnitud del

efecto es escasa. Los datos se muestran en la Tabla 26 y en la Figura 38.

Segmentaciones del nucleo Ingreso (N=61) 24 horas(N=77) 3 meses(N=19)
3 0 menos (media, +DE) 69,1 (+8,1) 71,2 (£6,7) 67,7 (16,4)

4 nucleos (media, £DE) 28,5 (£7,1) 27,1 (+6,0) 30,4 (16,0)

5 0 mas (media, +DE) 2,4 (£1,6) 1,7 (+1,4) 1,8 (+1,0)
Media de nucleos (+DE) 3,33 (x0,09) 3,30 (£ 0,08) 3,34 (x0,07)

Tabla 26: Analisis descriptivo del nimero de segmentos del nucleo de los neutréfilos,
analizando 100 neutrdfilos por frotis. Se expone la media de neutréfilos con 3 o menos, 4y 5o
mas segmentaciones. También se indica el numero medio de lobulaciones del nicleo de los
neutrdéfilos en cada tiempo.
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Figura 38: Numero de segmentaciones del nucleo de los neutroéfilos al ingreso, a las 24 horas
y a los tres meses. Se muestran los datos con un diagrama de violin. n.s: no significativo.
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Con respecto a las variaciones del fenotipo en funcién del momento del ictus (diurno vs.
nocturno), no se han identificado cambios significativos en el nimero de lobulaciones
del nucleo de los neutrdéfilos. En la muestra al ingreso (que es la que tiene mas
diferencias en la hora de recogida, el resto se han obtenido a las 8h + 3h) hay una
tendencia a presentar menos segmentacion en los ictus diurnos (3,32 en los diurnos vs.

3,36 en los nocturnos, p = 0,08). Estos datos se muestran en la Tabla 27.

Diurno Nocturno P
Media I6bulos al ingreso (DE) 3,32 +0,01 (N =48) 3,36+0,03(N=13) 0,08
Media I6bulos a las 24h (+DE) 3,30+ 0,01 (N =60) 3,29+0,02(N=17) 0,49
Media I6bulos a los 3 meses (xDE) 3,34+0.02 (N=12) 3,33+0,02(N=7) 0,44

Tabla 27: Analisis de la media de I6bulos del nticleo de los neutréfilos en funcion del momento
de inicio del ictus (diurno/nocturno). Anélisis realizado mediante test de Mann-Whitney.

Por ultimo, se ha analizado la relacién entre la concentracion de CXCL12 y el nimero de
lobulaciones del nucleo de los neutréfilos, sin identificarse una correlacion
estadisticamente significativa a ninglin tiempo (datos mostrados en la Tabla 28 y la
Figura 39). Por lo tanto, no se han observado diferencias del fenotipo del neutréfilo

mediante este método en funcidn de la concentracién plasmatica de CXCL12.

Coeficiente B (IC95%) Valor P
Ingreso 0,01 (-0,01 —0,04) 0,30
24 horas -0,01 (-0,02 —0,02) 0,85
3 meses -0,03 (-0,08 —0,02) 0,20

Tabla 28: Correlacion entre la concentracion de CXCL12 a distintos tiempos (ingreso, 24 horas
y 3 meses) y la media de lobulaciones del nuicleo de los neutréfilos. Analisis realizado con
regresion lineal.
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Figura 39: Correlacidn entre la concentracion de CXCL12 plasmatica al ingreso (A) y a las 24
horas (B) y a los 3 meses (C) con la media de I6bulos del nticleo de los neutroéfilos en el frotis.
Andlisis realizado con regresién lineal, no se observan una correlacion significativa. Se indican
los valores P.

4.4.2. Correlacion entre la concentracion plasmatica de CXCL12 y la concentracion
plasmatica de NETs

Uno de los principales mecanismos de los neutréfilos implicado en la inmunotrombosis
es la produccién de NETs. Por ello, el siguiente objetivo es explorar si existe una
correlacién entre la concentracién plasmatica de CXCL12 y NETs que pudiera sugerir una
relacion entre el fenotipo de los neutréfilos y la NETosis.

Como marcadores de la NETosis, se han realizado en la muestra obtenido al ingreso
determinaciones de la mieloperoxidasa (MPO), de la elastasa del neutréfilo (NE por sus
siglas en inglés) y del ADN libre (cfDNA, por sus siglas en inglés) De los tres marcadores,
el ADN libre es el menos especifico del proceso de NETosis. La concentracién

plasmatica de NE y MPO no sigue una distribucidon normal, por lo que en el analisis se ha

realizado utilizado usando el logaritmo del valor. Los datos se resumen en la Tabla 29.
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Variable
ADN libre, ng/ml
Mieloperoxidasa, ng/ml (log)

Elastasa del neutroéfilo, ng/ml (log)

Resultados

Media (+DE)
764,9 (129,9)
4,00 (0,71)
3,65 (0,59)

Tabla 29: Descripcion de la media y desviacion estandar de la concentracidon plasmatica de

ADN libre, mieloperoxidasa y elastasa del neutréfilo.

Por ultimo, se ha observado una correlacion positiva entre los niveles de CXCL12 al

ingreso y la concentracién de ADN libre (B = 31,1ng/ml por ng/ml, 1C95% 5,64 — 58,2, p

= 0,02, R2=0,06) y de MPO (B = 0,14(log) por ng/ml, 1C95% 0,01 — 0,27, p = 0,04, R? =

0,04), y existe la misma tendencia en el caso de la elastasa, pero no estadisticamente

significativa (B = 0,10(log) por ng/ml, 1C95% -0,01 - 0,21, p = 0,06, R? = 0,03). Estos datos

se muestran en la Figura 40.
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Figura 40: Correlacion entre la concentracion de CXCL12 plasmatica al ingreso (A) y a las 24
horas (B) y a los 3 meses (C) con la concentracién plasmatica de NETs. Analisis realizado con

regresion lineal. Se indican los valores P.
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5. DISCUSION

Las enfermedades cerebrovasculares son una de las principales causas de muerte y de
discapacidad a nivel mundial. Los avances en el tratamiento en fase aguda de los
pacientes con ictus isquémico han mejorado el prondstico en las ultimas décadas, pero
siguen existiendo importantes limitaciones. Por una parte, la fibrinolisis intravenosa
tiene una ventana temporal terapéutica muy estrecha, estd contraindicada en
situaciones que puedan condicionar un aumento del riesgo hemorragico y hay pacientes
en los que, pese a recibir dicho tratamiento, no se consigue una recanalizacion arterial
0 una mejoria clinica. Por otra parte, la trombectomia mecdnica ha revolucionado el
tratamiento de los pacientes con oclusidon de gran vaso, que son los que tienen una
mayor morbi-mortalidad, pero tiene un alto coste y es necesario disponer de
instalaciones adecuadas y personal con un alto grado de formacion.

En este sentido, es preciso encontrar nuevas terapias que mejoren el pronéstico de los
pacientes que sufren un ictus isquémico. Desde hace décadas se han investigado
numerosos tratamientos cerebroprotectores, aunque actualmente ninguno se emplea
en la practica clinica habitual. Sin embargo, en los ultimos afios se ha intensificado el
estudio de nuevas dianas terapéuticas, que incluye el desarrollo de farmacos
inmunomoduladores para prevenir el dafio cerebral secundario a los procesos
inflamatorios asociados al ictus (Lyden et al., 2021).

Nuestro grupo mantiene una linea de investigacién constante en la busqueda de dianas
farmacoldgicas para modificar la respuesta inmune en el ictus isquémico. La principal
via de estudio se ha basado en el receptor TLR4 y su potencial terapéutico en las

enfermedades cerebrovasculares (Caso et al.,, 2007; Garcia-Culebras et al., 2019;
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Hernandez-Jiménez et al., 2023). Asimismo, se ha profundizado en el conocimiento de
los distintos fenotipos de neutrdfilos y su implicaciéon en la isquemia cerebral ((Cuartero
et al., 2013; Garcia-Culebras et al., 2019). Junto al grupo de investigacion de Andrés
Hidalgo (CNIC), se esta estudiando la implicacién de los ritmos circadianos en el fenotipo
de los neutroéfilos (jévenes vs. envejecidos) y su influencia en el prondstico de las
enfermedades vasculares (Adrover et al., 2019, 2020).
El objetivo principal de la presente tesis doctoral es conocer el papel de CXCL12, una de
las principales citocinas implicadas en el aging del neutrdfilo, y su influencia en el

prondstico de los pacientes con ictus isquémico.

5.1. Descripcion de la cohorte analizada

La cohorte que ha sido reclutada para este estudio presenta una proporcién muy
elevada de pacientes tratados con fibrinolisis intravenosa y, especialmente, con
trombectomia mecanica. Esto se debe a que la seleccidn de pacientes se ha realizado en
un hospital terciario que actla como centro de ictus de referencia para un drea amplia
del sur de Madrid, al que se derivan directamente pacientes que tienen una alta
probabilidad de ser tratados con trombectomia mecanica segun la escala Madrid Direct
(Rodriguez-Pardo et al., 2020). Ademds, se ha seleccionado una cohorte sin
comorbilidad oncoldgica, infecciosa o autoinmune, con buena situacidn funcional previa
y con ictus isquémico de poco tiempo de evolucion (hasta 6 horas), que hace que sean
candidatos en la mayor parte de los casos a recibir algun tratamiento recanalizador en
fase aguda. Sin embargo, esto hace que los resultados puedan no ser aplicables a un

grupo de pacientes con ictus mas leves, con sintomas de mayor tiempo de evolucion o
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con mayor comorbilidad. Cabe destacar también que se han excluido pacientes con ictus
lacunares, que no pueden ser tratados con trombectomia mecanica.

Los pacientes seleccionados presentaban una edad elevada (mediana de 78,3 afios),
frecuentemente asociaban factores de riesgo vascular (hipertensién arterial 64,9%,
dislipemia 55,2%, diabetes 19,4%), y mas de un 40% recibian tratamiento antiagregante
o anticoagulante antes del ictus, por lo que supone una cohorte con edad y comorbilidad
similar a la poblacién tratada habitualmente en nuestro centro salvo por los criterios de

exclusidon anteriormente mencionados.

5.2. Correlacion entre CXCL12 vy las principales variables demograficas,

antecedentes personales y tratamiento previo

Previamente se han publicado estudios que valoran la influencia de la concentracién
sérica o plasmatica de CXCL12 con la evolucion de pacientes con ictus isquémico agudo
(Bogoslovsky et al., 2011; Kim et al., 2012; Duan et al., 2015; Liu et al., 2015; Sobrino et
al., 2020), pero no se ha analizado el papel de las principales variables demograficas y
patologias previas en la concentracién de dicha citocina.

En primer lugar, se ha observado una correlacion positiva entre la edad de los
pacientes y la concentracion plasmatica de CXCL12, tanto al ingreso como a las 24
horas. Esto ha sido descrito también en estudios en otras patologias: en pacientes con
osteoporosis se ha observado una concentracion plasmatica de CXCL12 mas elevada a
mayor edad (Carbone et al., 2017) y, a nivel tisular, se observa la misma tendencia en
timo y préstata (Begley et al., 2005; Hernandez-Lépez et al., 2010). De momento no es

posible establecer una causa fisiopatoldgica que relacione la edad con la produccién de
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CXCL12, aunque una posible hipdtesis es que con niveles mayores de CXCL12 exista un
menor daiio vascular y por ello presenten eventos vasculares a edad mas tardia.
Por otra parte, se han identificado diferencias significativas de la concentracion
plasmatica de CXCL12 en pacientes con diabetes mellitus, siendo menor en aquellos
que sufren dicha enfermedad. En los estudios publicados sobre la influencia de CXCL12
en la diabetes mellitus, se han descrito efectos diversos en funcion del momento de la
enfermedad. En primer lugar, niveles elevados de CXCL12 podrian favorecer la
regeneracion y proliferacion de las células B pancredticas, lo que supondria un papel
protector para el desarrollo de una diabetes mellitus tipo | (Vidakovi¢ et al., 2015). Sin
embargo, una vez que se ha desarrollado la enfermedad, CXCL12 aumenta la
angiogénesis, lo que puede tener un efecto deletéreo en circunstancias especificas
como la retinopatia o en la nefropatia diabética (Vidakovi¢ et al., 2015). En otro estudio
reciente en modelo murino, se ha observado que los ratones con neutrdfilos
constitutivamente jévenes (CXCR2loxP/MRP8Cre+) tienen una mayor sensibilidad a la
insulina (Baragetti et al., 2023). Por ello, CXCL12 podria ser un factor protector para
prevenir el desarrollo de diabetes mellitus, sin poder determinar si, una vez que se ha
establecido esta enfermedad, condicionaria cambios en la circulaciéon cerebral que
pudieran influir en el prondstico de los pacientes.
En el resto de las variables analizadas, no se han identificado diferencias significativas.
Con respecto al sexo, estudios previos sefialan que los varones pueden tener niveles
mas altos de CXCL12 (Carbone et al., 2017); en nuestra muestra no se ha identificado
dicha asociacién, aunque la tendencia es similar. Otro aspecto descrito con anterioridad
(si bien los resultados pueden ser contradictorios con respecto a otros estudios), es que

los pacientes con niveles mas elevados de CXCL12 tenian mas posibilidad de presentar
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un nuevo ictus isquémico (Schutt et al., 2012); sin embargo, en nuestra cohorte no se
han identificado cambios relevantes en la concentracion de CXCL12 en funcidén de si los

pacientes tenian antecedentes de ictus isquémico, de hemorragia intracraneal o de

infarto de miocardio.

5.3. Variabilidad de la concentracion de CXCL12 en relacidon con la hora de

inicio de sintomas

Categorizar los ictus en funcién de la hora de inicio es complejo, ya que puede haber
diferentes aproximaciones validas en funcidn de la regién y la poblacién a estudio. Por
ejemplo, un primer metaanalisis (Elliott, 1998) mostré un aumento del riesgo de ictus
por la mafana. Para ello, subdividid los tiempos horarios en cuatro segmentos (0Oh-6h-
12h-18h) y también en seis franjas (Oh-4h-8h-12h-16h-20h), lo que refleja, ya desde los
primeros estudios, la dificultad para caracterizar adecuadamente los intervalos
temporales.

Con el aumento de interés en la influencia de los ritmos circadianos en la fisiopatologia
del ictus isquémico, se han intentado establecer consensos para poder dividir los ictus
en nocturnos y diurnos. Una posible definicidon consiste en considerar los ictus diurnos
como aquellos que se producen en la fase activa, es decir, de 07:00 a 23:00h (Saver et
al.,, 2023). Sin embargo, estos datos son mas faciles de aplicar en grandes grupos
poblacionales que en cohortes mas reducidas como la presentada en esta tesis doctoral.
Ademads, estas definiciones rigidas no tienen en cuenta la variacion de las horas de luz
en funcion de la estacién del afio en regiones alejadas del tropico ni los cambios de
horario de verano/invierno, que dificulta ain mas poder establecer los mismos criterios

generales a todos los pacientes.
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Madrid, ciudad donde se ha reclutado a la totalidad de los pacientes, tiene la
peculiaridad de encontrarse en el mismo huso horario que Europa central, que incluye
ciudades ubicadas notablemente maés al este como Berlin o Varsovia. Por ello, la hora
del amanecer es posterior que en la mayoria de regiones europeas y norteamericanas
Por ejemplo, el dia 23 de septiembre (equinoccio de otofio), la hora del amanecer en
Madrid es a las 08:03h, frente a las 06:54h en Berlin, las 06:48h en Londres y las 6:33h
en Boston. Considerando lo anteriormente expuesto y para facilitar el analisis, se ha
considerado un ictus diurno como aquel sucedido entre las 08:00h y las 19:59h vy
nocturno aquel que se inicia entre las 20:00h y las 07:59h.
En nuestra cohorte no se han identificado diferencias significativas en la gravedad al
ingreso, en el volumen de infarto o en el prondstico a los 3 meses en los intervalos
temporales estudiados. Estos resultados difieren con respecto a otros estudios
poblacionales (Elliott, 1998; Ryu et al., 2022), lo que puede justificarse en nuestro caso
por haber analizado una muestra reducida de pacientes con criterios de seleccién
estrictos.
Por otro lado, estudios previos han mostrado diferencias fisioldgicas en la concentracién
de CXCL12 alolargo del dia, siendo menor por la mafiana (Ella et al., 2016). Sin embargo,
en nuestro trabajo no se han podido replicar estas conclusiones, ya que no se han
observado diferencias en la concentracion de CXCL12 en funcion del momento de
inicio del ictus, aunque no se han realizado mediciones seriadas en distintas franjas
horarias que permitan valorar las variaciones circadianas de esta citocina a lo largo del
tiempo en cada paciente. Tampoco se ha realizado un abordaje especifico para registrar

el cronotipo y los ritmos circadianos habituales del paciente (por ejemplo: a qué hora se
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acuesta o se despierta habitualmente) y poder asi definir con mayor precision su ciclo

suefio/vigila.

5.4. Correlacion entre CXCL12 y la gravedad neuroldgica y radioldgica al

ingreso.

En nuestra cohorte, se ha observado que los pacientes con una concentracién de
CXCL12 mas elevada al ingreso presentan una fuerte tendencia a tener inicialmente
una gravedad clinica menor medida por la escala NIHSS (p = 0,08), siendo CXCL12 una
de las dos variables seleccionadas mediante el modelo predictivo realizado. Asimismo,
se ha observado la misma tendencia a presentar un menor dafno isquémico precoz
medido con la escala ASPECTS con concentraciones mayores de CXCL12 (p = 0,06).
Estos datos son relevantes, ya que traducen la afectacidn clinica y radiolégica antes de
administrar ningln tratamiento. Aunque no pueden establecerse conclusiones, ya que
los datos obtenidos no son estadisticamente significativos, los resultados sugieren que
con concentraciones mas elevadas de CXCL12 hay un menor dano cerebral ante una
lesién isquémica. Esto se encuentra en linea con la hipdtesis inicial, que se ampliard en
apartados posteriores, en la que planteamos que niveles elevados de CXCL12 se
relacionarian con una mayor proporcion de neutréfilos jévenes (fresh) y por lo tanto con
un menor daino en enfermedades vasculares. Sin embargo, puede haber otros
mecanismos que relacionen CXCL12 con un mejor prondstico, entre ellos que pueda
favorecer la angiogénesis. De hecho, como se expondra mas adelante, son interesantes
las tendencias observadas en la circulacion colateral del AngioTC al ingreso, que sugieren

un mayor desarrollo de la misma con niveles mas elevados de CXCL12.
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No es posible realizar una comparacion directa de nuestros resultados con el resto de
los estudios publicados que correlacionan la gravedad de pacientes con ictus isquémico
en funcién de la concentracion de CXCL12, ya que utilizan criterios de seleccién
diferentes. En todos ellos, se incluyen pacientes con ictus de hasta 24 horas de duracién
(Bogoslovsky et al., 2011; Kim et al., 2012; Duan et al., 2015; Liu et al., 2015; Sobrino et
al., 2020), frente a menos de 6 horas en nuestra cohorte. Ademads, en solo uno de ellos
(Liu et al., 2015) se especifica la mediana de tiempo desde el inicio de la sintomatologia
hasta la llegada al hospital (6,8 horas), por lo que menos del 50% de dichos pacientes
cumplirian los criterios de inclusién de nuestro estudio. En otra publicacién (Kim et al.,
2012), las muestras fueron obtenidas pasadas 15 * 7 horas desde el inicio de los
sintomas. Al comparar nuestros criterios de inclusidon con otros estudios, creemos que
nuestro enfoque de priorizar la inclusidon de pacientes y la obtencidon de muestras en un
tiempo recortado de tiempo (< de 6 horas y a las 24 horas) es importante para evitar
disminuir en la medida de lo posible variaciones secundarias a la respuesta inmune
desencadenada por el ictus isquémico.
De los trabajos mencionados, sélo se analiza la correlacion entre CXCL12 y la escala
NIHSS al ingreso en tres estudios (Kim et al., 2012; Duan et al., 2015; Liu et al., 2015),
gue encuentran resultados contrarios a los obtenidos en nuestra cohorte, es decir, una
correlacién positiva entre CXCL12 y mayor gravedad al ingreso. Los resultados pueden
no ser comparables ya que analizan poblacién asidtica, no excluyen los ictus lacunares 'y
en uno de ellos se descarta a aquellos pacientes previamente anticoagulados (Kim et al.,
2012). Como se ha descrito en apartados previos, CXCL12 es una citocina que tiene un
papel tanto en homeostasis como en procesos patolégicos. De hecho, no se puede

descartar que en poblacién asiatica, que presentan con mayor frecuencia de
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ateromatosis intracraneal y enfermedad isquémica de pequefio vaso, el papel de CXCL12
pudiera suponer un efecto nocivo por otros mecanismos diferentes a los descritos en
nuestra poblacidn. Entre ellos, podria plantearse que desarrollen una angiogénesis
patoldgica que incluso favoreciera microoclusiones vasculares o que CXCL12 pudiera
tener un papel de en el desarrollo de la ateromatosis (Gao et al., 2019).

En ninguno de los articulos mencionados se ha analizado la relacion entre CXCL12 y la

puntuacion de la ASPECTS al ingreso, por lo que no es posible establecer comparaciones.

5.5. Correlacion de la concentracion de CXCL12 con las principales variables

analiticas

Una de las principales cuestiones es si la concentracion de CXCL12 plasmatica puede
influir en el nimero de células sanguineas circulantes.

A priori, podria considerarse que con concentraciones mas elevadas de CXCL12 habria
un nimero menor de neutroéfilos circulantes, ya que la sefializacion CXCL12/CXCR4 estd
implicada en la retencién de los neutréfilos en médula dsea (Nicolds-Avila et al., 2017),
y la administracion de antagonistas de CXCR4 como AMD3100 provoca una liberacion
de neutrdfilos a la circulacion sanguinea (Devi et al., 2013).

Sin embargo, en nuestra cohorte no se ha observado ninguna correlacién entre el
numero total de leucocitos o de neutréfilos en sangre y la concentracion de CXCL12.
Por lo tanto, no se puede establecer que el posible efecto beneficioso de CXCL12 esté
relacionado con cambios en el nimero total de neutréfilos circulantes (la neutrofilia ha
sido descrita como un marcador de mal prondstico en pacientes con ictus isquémico

(Semerano et al., 2019)). Esto puede deberse a que la regulacion de la liberacion de
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neutrofilos depende de la concentracion de CXCL12 a nivel local en la médula ésea, mas
que a las concentraciones plasmaticas (Aroca-Crevillén et al., 2020).

Por otra parte, en nuestra muestra se ha observado una correlacidon negativa entre la
concentracion de CXCL12 y el nimero de plaquetas al ingreso. Como hipétesis, cabria
esperar una asociacion contraria, es decir, que la concentracion CXCL12 fuera mas
elevada con recuentos plaguetarios mayores, ya que las plaquetas activadas pueden
liberar CXCL12 (Leberzammer et al., 2022). Del mismo modo, se ha descrito que los
neutrdfilos pueden favorecer la produccién de plaquetas en médula ésea a través de
CXCL12/CXCR4 (Petzold et al., 2022). En nuestra cohorte, en todos los casos el nimero
de plaquetas se encontraba dentro de la normalidad, por lo que su significado clinico es
incierto, y esta asociacién no se ha observado en la analitica extraida a las 24 horas. En
definitiva, no se ha encontrado una clara explicaciéon que justifique esta asociacién,
aunque podria ser objeto de estudios futuros.

Por ultimo, en nuestra muestra no se ha observado una asociacion entre CXCL12 y la
concentracion sérica de proteina C reactiva, que es un marcador inespecifico de
inflamacidén. En un estudio llevado a cabo en pacientes de etnia asiatica se encontré una
correlacién positiva entre la concentracion de CXCL12 y de proteina C reactiva (Duan et
al., 2015), que difiere de los resultados del presente trabajo, aunque como se ha
expresado en otros apartados, no son poblaciones comparables.

En conjunto, nuestros hallazgos no apoyarian que CXCL12 se comporte como un
marcador inflamatorio, ya que su concentracién plasmatica no se ha relacionado con
otros reactantes de fase aguda habituales (leucocitosis, neutrofilia, elevaciéon de
proteina C reactiva), aunque no es posible establecer conclusiones definitivas ya que no

se ha determinado la evolucidén temporal de la concentracién en cada paciente.
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5.6. Evolucion de la concentracion de CXCL12

En el presente estudio se ha valorado la concentracion de CXCL12 en tres momentos
distintos: en una primera analitica precoz al ingreso (menos de 6 horas de evolucién
desde el inicio de los sintomas), otra a las 24 horas (generalmente a la mafiana siguiente
del inicio, en la mayoria de casos entre las 12-30 horas de evolucién) y por ultimo una
determinacién en fase crénica a los 3 meses.

En el analisis realizado, se observa una menor concentracién de CXCL12 a las 24 horas
en relacidon con el resto de las determinaciones. Esto se encuentra en linea con la
hipdtesis de que CXCL12 no se comporta como un reactante de fase aguda. Ademas, al
menos en nuestra cohorte, no se ha observado una elevacién plasmatica precoz
secundaria a un posible aumento de su sintesis en las primeras horas tras una hipoxia
tisular o isquemia.

En otros estudios, se ha descrito una elevacién de CXCL12 entre los dias 3 y 7
especialmente en pacientes con mejor prondstico (Bogoslovsky et al., 2011; Sobrino et
al., 2020), algo que no se ha podido valorar en nuestra cohorte por no haber obtenido

muestras en tiempos mas tardios.

5.7. Asociacion entre la concentracion de CXCL12 vy la evolucion radioldgica

5.7.1 Seleccién de modalidad de neuroimagen para medir el volumen de infarto (RM o
TC craneal)

La seleccion de la prueba de imagen para medir el volumen final de infarto se ha
realizado atendiendo a criterios clinicos. En general, la modalidad de imagen mas
utilizada fue el TC craneal (2/3 de los pacientes), lo cual se explica por la importante

proporciéon de pacientes tratados con terapias de reperfusion, en los que se realiza por
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protocolo un TC craneal a las 24 horas de tratamiento. Los estudios con RM craneal se
han reservado para los casos en los que es preciso completar estudio topografico
(especialmente en los ictus de menor tamafio) o etiolégico.

Esto, a priori, podria condicionar una mayor variabilidad en la medicion del volumen de
infarto en aquellos pacientes con ictus de pequefio tamafio, aunque en general en estos
casos se ha realizado una RM craneal. Esta variabilidad también se ha minimizado al
categorizar el volumen de infarto en terciles, en los que pequenas variaciones del
tamafio de isquemia no condicionan un cambio de categoria en la mayoria de las
situaciones. Ademas, en estudios previos realizados en trombectomia mecanica, la
medicion del volumen de infarto por TC o RM craneal se correlaciona de forma similar

con el prondstico de los pacientes (Boers et al., 2018).

5.7.2 Correlacion entre la concentracion de CXCL12 y el volumen de infarto a las 24-72
horas

Uno de los objetivos principales de este estudio es conocer si existe una correlacién
entre la concentracién de CXCL12 y el volumen de infarto, que es uno de los principales
biomarcadores de la gravedad del ictus. Para analizar este resultado, primero se deben

plantear algunas consideraciones:

1. Como se ha expuesto previamente, la cohorte analizada es atipica porque la mayoria
de los pacientes reclutados han sido tratados con trombectomia mecanica y/o
fibrinolisis intravenosa. Esto hace que, en una parte importante de los casos, no se
esté valorando la evolucidn natural del ictus isquémico, sino que la lesidn resultante
es secundaria a un dano isquémico precoz y a un posible dafo por reperfusion

posterior. Este es un aspecto diferencial con respecto a otros estudios realizados,

176



Discusion
gue se llevaron antes de la introduccion de la trombectomia mecénica en la practica
clinica habitual.

2. Conrespecto al disefio del estudio, se ha establecido como criterio de exclusidon que
el paciente presente un infarto lacunar secundario a enfermedad isquémica de
pequeiio vaso. Los infartos lacunares, por definicion, tienen un volumen pequefio,
por lo que dificultarian la obtencién de conclusiones acerca de la influencia de
CXCL12 en el area de infarto final. Esto difiere de otros estudios llevados a cabo
previamente, como el de Liu y colaboradores (20% de pacientes con ictus lacunar),
Kim y colaboradores (50%) y Duan y colaboradores (20%) (Kim et al., 2012; Duan et
al., 2015; Liu et al., 2015).

3. En la practica clinica habitual del hospital en el que se ha realizado el presente
trabajo, no se completa el estudio radioldgico inicial con un TC perfusidn si no
modifica la actitud terapéutica. Por ello, en la gran mayoria de pacientes reclutados,
no se dispone del estudio de perfusion cerebral para poder comparar el volumen del

core / penumbra isquémica inicial con el area de infarto definitiva.

En nuestro estudio, se observa una correlacién inversa estadisticamente significativa
entre el volumen de infarto y la concentracion de CXCL12 en la analitica extraida a las
24 horas. Este andlisis se ha realizado tanto con los datos del volumen de infarto sin
modificar como con el estudio categorizado por terciles. En este ultimo caso, la
concentracion de CXCL12 a las 24 horas es una de las variables seleccionadas dentro del
modelo predictivo, y tiene una asociacion estadisticamente significativa.

Entre los distintos mecanismos que pueden estar asociados con el volumen de isquemia

final, cabe destacar:
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La hipotesis principal es que la concentracion plasmatica de CXCL12 tiene influencia
en el fenotipo de los neutrofilos. Seria esperable que a mayor concentracién de
CXCL12 hubiera una mayor proporcion de neutrdfilos jovenes. En estudios
preclinicos en modelo de infarto de miocardio con isquemia-reperfusion, se observa
una menor area de infarto y gravedad con neutréfilos constitutivamente jovenes
(ZT13, Arnt/*N) (Adrover et al., 2019), por lo que se han establecido CXCL12 o los
agonistas de CXCR4 como potenciales dianas terapéuticas en las enfermedades
vasculares. Sin embargo, esta asociacion no se fue demostrada en el modelo de ictus
isquémico con isquemia permanente (sin reperfusién, distinto a la mayoria de
nuestros pacientes), ya que se observé una mayor area de infarto con neutréfilos
constitutivamente jovenes (Arnt/*V) (Adrover et al., 2019). Nuestros datos se
asemejan a los encontrados en isquemia cardiaca, pero dada la discrepancia de
resultados con el modelo experimental de ictus isquémico, sera necesario continuar
esta via de investigacion en fase preclinica para poder conocer con mayor
profundidad los mecanismos fisiopatoldgicos asociados.
CXCL12 es una citocina que puede modificar la infiltracién de células del sistema
inmune en el drea isquémica, pero su efecto en el prondstico es discordante entre
los distintos estudios realizados en modelo animal. Por una parte, se ha asociado con
un efecto beneficioso por modular la infiltracion de monocitos (Werner et al., 2020)
y células NK (Wang et al., 2023), mientras que en otros trabajos se describe una peor
evolucidn neurolégica que es mediada por la microglia (Walter et al., 2015) y por la
infiltracion linfocitaria (Ruscher et al., 2013).
Asimismo, se ha descrito que CXCL12 puede favorecer la angiogénesis bien de forma

directa o de forma indirecta a través de un aumento de liberacion de VEGF o
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mediante el incremento de células progenitoras endoteliales (Shyu et al., 2008;
Bogoslovsky et al., 2011). Esta angiogénesis podria ser beneficiosa y disminuir el
volumen de infarto final. Sin embargo, las determinaciones analiticas se han
realizado en una fase muy precoz del ictus (<6 horas y a las 24 horas) y la
neuroimagen de control se ha realizado a las 24-72 horas, por lo que es posible que
en ese momento pueda no haberse desarrollado una angiogénesis significativa que
modifique el prondstico inmediato de estos pacientes. Otra hipdtesis es que CXCL12
pueda favorecer el desarrollo de la circulacidon colateral antes del ictus; aunque no
se han observado diferencias estadisticamente significativas en el grado de
colateralidad en el AngioTC realizado al ingreso en funcién de la concentracién de
CXCL12 plasmatica, si que se ha observado una tendencia a que los pacientes con un
mayor desarrollo de la circulacidn colateral (grados 2-3 de la escala de Tan) tengan
concentracion mas elevada de CXCL12. Dada la importancia de la circulacién
colateral en el pronéstico de los pacientes con un ictus isquémico, su posible relacion
con CXCL12 puede suponer una nueva linea de investigacion; por ello se plantea
realizar un estudio dirigido a este aspecto en el futuro optimizando la valoracion de
la circulacién colateral mediante nuevas técnicas radioldgicas como el AngioTC
multifdsico (Menon et al., 2015).
Por dltimo, CXCL12 podria tener un efecto beneficioso directo como
cerebroprotector. Estudios in vitro con cultivos neuronales han mostrado que
CXCL12 disminuye la toxicidad de neurotéxicos como el H,02, y su administracién
directa por via estereotaxica en modelo murino de ictus disminuye el drea de infarto

(Shyu et al., 2008).
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5.7.3. Asociacién entre CXCL12 y transformacion hemorragica
Entre los resultados obtenidos, se ha observado una correlacién significativa en el
andlisis univariante entre la probabilidad de presentar una transformacion
hemorragica y la concentracidon plasmatica de CXCL12 a las 24 horas, siendo menor la
posibilidad de esta complicacién en pacientes con niveles mas altos de CXCL12.
En la cohorte reclutada, existen multiples factores que pueden condicionar un aumento
del riesgo de transformacidn hemorragica, incluyendo la edad media avanzada, una
proporcién importante de pacientes con hipertensiéon arterial o diabetes mellitus v,
especialmente, un alto porcentaje de individuos tratados con fibrinolisis IV o
trombectomia mecanica, que son tratamientos que pueden provocar directamente una
hemorragia intracraneal.
Es preciso relacionar estos resultados con los del apartado anterior, ya que uno de los
principales factores asociados con la posibilidad de presentar una transformacién
hemorragica es el volumen de infarto. Por ello, es esperable que, en los pacientes con
un volumen de infarto mdas grande y en los que se ha observado una menor
concentracion de CXCL12, presenten una mayor tasa de transformacién hemorragica.
En otros estudios, no se ha explorado la relacién entre CXCL12 vy la posibilidad de
presentar esta complicacién. Entre los procesos fisiopatolégicos implicados podrian

considerarse los siguientes:

1. En primer lugar, CXCL12 podria tener un efecto directo sobre el endotelio. Es una de
las quimiocinas implicadas en la angiogénesis y en la migracién de células
progenitoras endoteliales (Bogoslovsky et al., 2011), por lo que niveles mas elevados
podrian prevenir un dano endotelial y, por lo tanto, disminuir la posibilidad de

presentar una transformacion hemorragica. También se ha relacionado CXCL12 con
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procesos de reparacidon y regeneracién endotelial a través de su interaccion con
CXCR7 (Zhang et al., 2017). Por el contrario, en un estudio en modelo murino con
oclusion de la ACM se observd un menor dafo de la barrera hematoencefalica con
la administracién de AMD3100 (antagonista de CXCR4) asociado a una menor
infiltraciéon leucocitaria (Huang et al., 2013), que seria opuesto a los hallazgos
observados en nuestra cohorte.

El efecto que pueda tener el fenotipo de los neutréfilos (jovenes vs. envejecidos) es
dificil de establecer. Por una parte, y como se ha recogido previamente, se ha
relacionado a los neutréfilos jévenes con un menor dafio vascular (Adrover et al.,
2019) que se asociaria con una menor probabilidad de presentar una transformacién
hemorragica. Por el contrario, se ha descrito que los neutréfilos jévenes tienen una
mayor cantidad de granulos (Adrover et al., 2020), y en ellos hay distintas enzimas
como la MMP-9 relacionadas con el dafio de la barrera-hematoencefalica, lo cual

podria asociarse con un mayor riesgo de transformacién hemorragica.

Por todo lo anterior, es preciso realizar mas estudios para poder establecer una

conclusién acerca de si CXCL12 tiene un papel directo en los procesos implicados en la

transformacion hemorragica o si, por el contrario, es un marcador indirecto.

5.8. Correlacion entre CXCL12 vy la evolucion clinica

En el apartado anterior se ha mostrado una correlacion inversa significativa entre el

volumen de infarto y la concentracion de CXCL12. Sin embargo, no se ha podido

encontrar una asociacion entre los niveles plasmaticos de CXCL12 y el prondstico de

los pacientes medido por la ERm tanto al alta como a los tres meses. Unicamente se

ha observado una tendencia a presentar un mejor prondstico funcional con
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concentraciones mas elevadas de CXCL12 a los tres meses, que ya ha sido descrito
previamente (Sobrino et al., 2020), aunque es preciso destacar que el menor nimero de
muestras obtenidas a este tiempo en nuestro estudio puede limitar la potencia
estadistica. Para poder explicar estos resultados, se plantean tres principales causas: la
discrepancia que puede haber entre el volumen de infarto y la evoluciéon clinica, las

limitaciones de la ERm y un posible efecto directo de CXCL12.

5.8.1. Discrepancia entre volumen de infarto y la evolucion clinica

El volumen de infarto es uno de los principales predictores en el prondstico de los
pacientes con ictus. Es uno de los biomarcadores mas utilizados ya que tiene
importantes ventajas, como aportar una informacion objetiva del dafio cerebral y
facilitar el desarrollo de estudios traslacionales desde la fase preclinica hasta el
desarrollo de tratamientos, ya que en todas las etapas puede utilizarse como medida de
eficacia de la intervencion.

Sin embargo, el volumen de infarto no es el Unico responsable del prondstico. En
estudios clinicos es habitual utilizar escalas funcionales como la NIHSS, ERm o Barthel
por no haber en ocasiones una correlacién directa entre el area de isquemia vy la
evolucidn del paciente. De hecho, en el analisis realizado en los pacientes tratados en el
ensayo clinico MR CLEAN, se observd que el volumen de infarto condicionaba el 14% de
la evolucién clinica (Compagne et al., 2019). En este sentido, es posible encontrar
pacientes con un drea de isquemia grande y un buen prondstico funcional y, por el
contrario, pacientes con un drea de isquemia pequefa que presentan una mala
evolucidn por el propio ictus o por complicaciones asociadas al mismo (Saver et al.,

1999; Boers et al., 2018). Ademas, no sélo es importante el tamafo de la lesidn, ya que
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hay areas cerebrales que se asocian a una mayor discapacidad que otras, como pueden
ser, dentro del territorio de la ACM, la cdpsula interna o el area M5 (Boers et al., 2018).
Esta diferencia de la evolucién, por lo tanto, puede deberse a otras variables como la
edad, el sexo, la atrofia cerebral, la presencia de lesiones previas, complicaciones,
variabilidad interindividual en recuperacién y neuroplasticidad, asi como los
tratamientos de rehabilitacién y ayuda social aportados (Saver et al., 1999). De hecho, y
a semejanza de lo encontrado en nuestra cohorte, en el estudio REVASCAT se observd
que las principales variables asociadas al prondstico funcional a los tres meses fueron la
edad y la escala NIHSS (Al-Ajlan et al., 2018).

Como se ha expuesto con anterioridad, la edad avanzada de los pacientes reclutados es
uno de los principales factores de confusidn a tener en cuenta, ya que hemos observado
que los pacientes con mayor edad tienen concentraciones mas elevadas de CXCL12, y
estos a su vez presentan una peor evolucién pese a no tener un mayor volumen de

infarto. Todo ello limita la interpretacion final de los resultados.

5.8.2. Limitaciones de la ERm para determinar el prondstico de los pacientes
La ERm es la principal escala utilizada en los estudios clinicos, aunque tiene ventajas y

limitaciones (Kasner, 2006):

1. Por una parte, es una escala que tiene un importante consenso en la comunidad
cientifica, se ha empleado en la mayoria de los ensayos clinicos y esta aceptada por
las agencias reguladoras. Es muy rapida de aplicar y tiene una aceptable
concordancia entre exploradores (Banks and Marotta, 2007). Ademas, incluye todos

los rangos de discapacidad (desde pacientes asintomaticos a fallecidos) y permite
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realizar analisis tanto ordinales como dicotdmicos al poder categorizar a los
pacientes en grupos.

2. Por el contrario, tiene escasa sensibilidad para cambios pequenos en la capacidad
funcional del paciente, y hay aspectos como el lenguaje, la cognicién, trastornos
emocionales y el dolor que no se trasladan de forma directa a esta escala. Ademas,
la afectacion sera distinta en funcién del grado previo de actividad: que un paciente
presente una hemianopsia sera mucho mas limitante en un individuo joven cuyo
oficio depende de la conducciéon que en un paciente de edad avanzada y mas

sedentario.

En este sentido, la ERm puede no tener suficiente sensibilidad para determinar
pequeiias diferencias en el prondstico en una poblacién envejecida y con comorbilidad

como la de nuestra cohorte.

5.8.3. Implicacion directa de CXCL12 en el prondstico neuroldgico

Los estudios de CXCL12 han mostrado resultados contrapuestos tanto en fase preclinica
como en humanos. En algunos trabajos se muestra un efecto beneficioso de esta
citocina y en otros un papel deletéreo, ya que modula la actividad de distintos tipos
celulares ademas de los neutréfilos. De hecho, el trabajo de Ruscher y colaboradores
plantea un papel diferente de CXCL12 en funcién del tiempo de evolucién, con una
funcion cerebroprotectora inicial y posteriormente perjudicial (Ruscher et al., 2013). En
modelo murino, la administracion de un antagonista de CXCR4 (AMD3100) se ha
relacionado con una disminucidn de la activacién de la microglia (Walter et al., 2015) y
en el propio trabajo de Ruscher y colaboradores muestra una menor infiltracién de

linfocitos T CD3*/CD4*, en ambos casos observando un mejor prondstico funcional sin
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modificacion del volumen de infarto. Por ello, podria considerarse que niveles mas
elevados de CXCL12 se asocien inicialmente a un tamafno de infarto menor, pero que
posteriormente no impliquen un mejor prondstico neuroldgico.

A nivel clinico, en los estudios en los que se compara CXCL12 con la evolucién clinica y
radioldgica no se ha encontrado esta discrepancia entre volumen de infarto y evolucién
clinica (Kim et al., 2012; Liu et al., 2015; Sobrino et al., 2020), que podria deberse a las

diferencias en los criterios de inclusidn y tratamiento mencionadas previamente.

5.9. Correlacion de CXCL12 con el fenotipo del neutréfilo

Para determinar si la concentracion plasmatica de CXCL12 influye en el ritmo circadiano
de los neutréfilos, se ha valorado tanto el fenotipo de estas células en un frotis

sanguineo como la concentracion plasmatica de NETs al ingreso.

5.9.1. Frotis sanguineo

Para la evaluacion del fenotipo de los neutrdfilos se ha realizado una aproximacién
indirecta a través del grado de segmentacion de su nucleo. Mediante este método se ha
observado una baja variabilidad, y las tendencias encontradas son de escasa magnitud

y no son estadisticamente significativas. Entre los resultados obtenidos cabe destacar:

1. En la analitica inicial al ingreso, en la que hay una mayor variabilidad en la hora a Ia
qgue fue extraida, hay una tendencia a presentar un menor nimero de lobulaciones
del nucleo en los ictus diurnos. Esto podria deberse a que, de forma fisiolégica por
los ritmos circadianos, existe una mayor liberacion de neutrdfilos al amanecer,
mientras que por la tarde y noche predominan neutréfilos mas envejecidos (Ella et

al., 2016; Aroca-Crevillén et al., 2020).
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2. Enla analitica a las 24 horas hay una tendencia a presentar menos segmentaciones

del nucleo. Esto puede ser secundario a una mayor liberacién de neutrdfilos en la

fase aguda del ictus (Emsley, 2003; Ross et al., 2007) que condicione una mayor
presencia de neutréfilos jovenes o con formas inmaduras en la circulacion.

3. No se ha observado una correlacién entre la concentracion de CXCL12 y el nimero

de lobulaciones del nucleo de los neutrofilos en ninguno de los tiempos analizados.

A priori, seria esperable que con concentraciones mas bajas de CXCL12 hubiera una

mayor proporcion de neutrofilos envejecidos, que tienen un mayor nimero de

segmentaciones del nucleo (Adrover et al., 2016; Ella et al., 2016), pero no se ha

podido confirmar esta hipdtesis en nuestra cohorte.

Esta valoracién mediante el grado de segmentacion del ndcleo presenta limitaciones, ya
gue no se ha estudiado de forma directa el fenotipo de los neutréfilos. Por ello, no es
posible confirmar ni descartar la hipdtesis de que la concentracién de CXCL12 plasmatica
puede regular el proceso de envejecimiento del neutréfilo. Para poder profundizar en
los mecanismos, plantearemos estudios futuros en los que se valore el fenotipo con
citometria de flujo (los neutrdfilos jovenes presentan marcadores especificos como
CXCR2"', CD62LH' y CXCR4'YC y los envejecidos CXCR4M' y CD62L'C) (Adrover et al., 2016)
o con estudios de transcriptdmica que relacionen una diferente transcripcion del
neutrdfilo en funcidn de la concentracién de CXCL12. Ademads, puede considerarse
también ampliar el nimero de muestras obtenidas de cada paciente para determinar si
existen variaciones en cada caso a lo largo del tiempo.

Otra posible limitacion es que, pese a que se ha obtenido una analitica en fase muy

precoz (<6 horas desde el inicio de los sintomas), ya se haya iniciado una respuesta
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inmune que dificulte detectar las diferencias de fenotipo observadas en situaciones

fisioldgicas.

5.9.2 Correlacién entre la concentracion de CXCL12 y NETs plasmaticos

Otra de las asociaciones encontradas es una correlacion positiva entre la concentracion
plasmatica de CXCL12 al ingreso y los marcadores plasmaticos de NETs (cfDNA, NE,
MPO). Los NETs producidos por los neutrdéfilos estan intimamente relacionados con
procesos de inmunotrombosis y se correlacionan con un peor prondstico en pacientes
con ictus isquémico.

La evidencia previa no permite establecer con claridad la fisiopatologia detrds de este
hallazgo, ya que no se han encontrado publicaciones que analicen esta cuestion en las
enfermedades cardiovasculares. Se ha descrito que el proceso de envejecimiento de los
neutréfilos mediado por CXCR2 provoca una degranulacion progresiva y una menor
capacidad para producir NETs (Adrover et al., 2020). Puede considerarse que la funcién
antagonica de este proceso por CXCL12/CXCR4 favoreceria una mayor proporcion de
neutrdfilos jovenes y esto, a su vez, dar lugar a un aumento de los niveles plasmaticos
de NETs. En el mismo sentido, en otros estudios con modelo murino se observa una
disminucion de la transcripcion de genes relacionados con la NETosis (MPO, NE, PADI4)
al administrar AMD3100 (antagonista de CXCR4) (Ngamsri et al., 2021), y también una
disminucion de la NETosis con antagonistas de CXCR4 o con inhibidores de CXCL12 (Kim
et al.,, 2019; Chen et al.,, 2023). Por el contrario, en el modelo de Frenette y
colaboradores, los neutréfilos que presentan un fenotipo envejecido mediado por la
activacion de receptores TLR presentan una mayor capacidad de producir NETs (Zhang

et al.,, 2015).
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También debe considerarse que la medicidon de los NETs es indirecta, a partir de una
muestra de sangre venosa, que puede no reflejar su concentracién en el drea isquémica
y verse influenciada por distintos procesos sistémicos o por variabilidad interindividual.
En este sentido, seria mas apropiada la medicién de NETs directamente en muestras
sanguineas obtenidas de la arteria afectada en los procedimientos de trombectomia
mecdnica o por un analisis histoldgico (esto ultimo no es viable en estudios clinicos).
En definitiva, nuestros resultados sugieren que hay una correlacién positiva entre las
concentraciones plasmaticas de CXCL12 y de los marcadores de NETosis, pero esto
tendria un efecto tedricamente contrario: en nuestra cohorte tener niveles elevados de
CXCL12 se asocia a una disminucion del volumen de infarto y en otros estudios los
marcadores de NETs se relacionan con un peor prondstico global. Ademas, no se ha
podido establecer una correlacidn entre el fenotipo del neutréfilo y el grado de NETosis
por las limitaciones comentadas en el apartado previo. Sera necesario realizar nuevos
estudios que permitan determinar los mecanismos y procesos fisiopatolégicos

asociados.

5.10. Limitaciones

La presente tesis doctoral ha presentado importantes limitaciones debidas a la situacién
sanitaria y social causada por la pandemia por la COVID-19. En marzo de 2020, en el
momento en el que el proceso de reclutamiento estaba optimizado, se interrumpid la
inclusion de pacientes por la priorizacién de la actividad clinica sobre la investigadora,
por los evidentes problemas logisticos presentes en dicho momento (incluyendo la

limitacion de movilidad motivada por el estado de alarma) y por la incapacidad para
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determinar inicialmente si un paciente presentaba una infecciéon viral activa. Por ello,
fue necesario parar el reclutamiento de pacientes durante 6 meses.

Tras este periodo, se limitaron las consultas ambulatorias durante el siguiente afio y
medio, por lo que estas se realizaron Unicamente de forma telefénica salvo por
necesidad clinica. Esta situacion limitd la posibilidad de completar el andlisis de la
evolucién neuroldgica mediante la escala NIHSS o realizar test adicionales como el MoCA
o el EuroQOL. Ademas, dificulté la posibilidad de conseguir muestras sanguineas de
forma ambulatoria en la revisidn a los tres meses. En todos los casos se pudo continuar
valorando la ERm, ya que esta validada para su uso por via telefénica (Savio et al., 2013;
Fernandez Sanz et al., 2022).

Asimismo, es preciso incidir en las limitaciones posteriores por la disrupcién de la cadena
de suministros sufrida en los Ultimos afios, que prolongd el tiempo habitual para poder
obtener el material y los kits precisos para el analisis de las muestras.

Todo ello ha condicionado una demora en el reclutamiento de la cohorte y en la
obtencién de resultados.

Por otra parte, y como se ha reflejado a lo largo de la discusion, una dificultad
encontrada en la interpretacion de los resultados es que no estan claramente
establecidos los mecanismos en modelo animal que relacionen el efecto de CXCL12 con
el pronéstico del ictus isquémico. Sin embargo, esto supone una oportunidad y abre

nuevas vias de investigacion tanto en fase preclinica como traslacional.
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6. CONCLUSIONES

1. En nuestra cohorte se observa una correlacidén positiva entre la concentracién
de CXCL12 y la edad, asi como una menor concentracién de CXCL12 en los
pacientes diabéticos. No se han objetivado otras asociaciones relevantes con
otras variables demograficas o antecedentes personales.

2. En la muestra estudiada, se detecta una tendencia a presentar una mayor
gravedad clinica a la llegada medida por la escala NIHSS en pacientes con menor
concentracion plasmatica de CXCL12, siendo ésta una de las variables incluidas
en el modelo predictivo.

3. En nuestra cohorte, se ha observado una correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la concentracion de CXCL12 a las 24 horas y el volumen de
infarto cerebral, siendo una de las variables seleccionadas en el modelo
predictivo, lo cual sugiere un efecto cerebroprotector de esta quimiocina.

4. Se ha observado una menor concentracidon de CXCL12 a las 24 horas en aquellos
pacientes con transformacién hemorragica.

5. Pese alas diferencias en el volumen de infarto descritas, no se ha observado una
correlacién entre el prondstico funcional a los tres meses medido por la escala
de Rankin modificada y la concentracién de CXCL12.

6. En la poblacion estudiada, no se han objetivado diferencias en la concentracién
plasmatica de CXCL12 en funcién de la hora de presentacién del ictus en los

intervalos de tiempo estudiados.
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Conclusiones

No se ha observado una correlacion entre la concentracion de CXCL12 y el
numero de leucocitos totales ni de los neutréfilos circulantes. Tampoco con la
posibilidad de presentar una infeccion durante el ingreso.

No se ha podido relacionar el fenotipo de los neutréfilos determinado mediante
el grado de segmentaciéon de su nudcleo con la concentracion plasmatica de
CXCL12.

Se ha detectado una débil correlacidn positiva entre la concentracién de CXCL12
y marcadores de NETs plasmaticos, por lo que podria haber diferencias en el
fenotipo o actividad de los neutroéfilos en funcién de la concentracién de dicha
quimiocina.

En conclusién, en nuestra cohorte, niveles mas altos de CXCL12 se relacionan con
un mejor prondstico radiolégico, es decir, con menor volumen de infarto y
menor posibilidad de tener una transformacién hemorragica. Sin embargo, no se
ha podido establecer una asociacién con el pronéstico funcional a los tres meses
ni con el fenotipo de los neutréfilos determinado por el grado de segmentacion
del nucleo, por lo que se deben realizar nuevos estudios para establecer los

mecanismos implicados.
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8. ANEXOS

Anexo 1: escala National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS)

1a. Nivel de conciencia

1b. Preguntas verbales
¢En qué mes estamos?
¢Qué edad tienes?

1c. Ordenes motoras
Cierre y abra los ojos
Cierre y abra la boca

2. Movimiento ocular

3. Campo visual

4. Paralisis facial

5. Motor brazo

5a. brazo derecho
5b. brazo izquierdo

6. Motor pierna

6a. pierna derecha
6b. pierna izquierda

7. Ataxia de extremidades

P O WMNPFPO N PODNPFPONPRPEPOWNZPRELDO

R O W N

N

N PO B W

_ O &~ W

ESCALA NIHSS

Alerta

Somnolencia: reacciona con estimulacién minima
Obnubilado o estuporoso

Coma

Ambas preguntas correctas

1 respuesta correcta

Ninguna respuesta correcta

Ambos movimientos correctos

Un movimiento correcto

Ambas ordenes incorrectas

Normal

Paralisis parcial de la mirada

Desviacion forzada o paralisis que no vence con
maniobras oculocefalicas

Normal

Hemianopsia parcial, cuadrantanopsia
Hemianopsia completa homdnima

Hemianopsia bilateral, ceguera

Normal

Paresia leve (asimetria, borramiento del surco
nasogeniano)

Paralisis parcial (pardlisis de la cara inferior)
Paralisis completa (superior e inferior)

No claudica. Mantiene la posicidon 10 segundos
Claudica en menos de 10 seg sin tocar plano

Eleva contra gravedad, pero claudica tocando el
plano de la cama en menos de 10 segundos
Moviliza la extremidad, pero no puede elevarla
contra gravedad

No realiza ninglin movimiento

No claudica. Mantiene la posicién 5 segundos
Claudica en menos de 5 seg sin tocar plano

Eleva contra gravedad, pero claudica tocando el
plano de la cama en menos de 5 segundos
Moviliza la extremidad, pero no puede elevarla
contra gravedad

No realiza ninglin movimiento

No hay ataxia

Ataxia de una extremidad
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8. Sensibilidad

9. Lenguaje

10. Disartria

11. Extincion y negligencia

NP ONRPFPFOWNREPRODNPEPRONDN

Anexos

Ataxia de dos extremidades

Normal

Déficit leve o moderado (hipoestesia)

Pérdida completa de la sensibilidad (anestesia)
Lenguaje normal, sin afasia

Afasia leve o moderada

Afasia grave

Afasia global, mutismo

Articulaciéon normal

Disartria leve o moderada

Disartria grave ininteligible o anartria

Normal

Inatencidn o extincién de una modalidad
Negligencia o extincion de mds de una modalidad
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Anexo 2: dictamen favorable del Comité de Etica e Investigacion del i+12

. q Hospital Universitario . 12
‘r M 12 de Octubre "—*—

c p Instituto de Investigacion
£ comunidad de Madrid Hospital 12 de Octubre

N¢ CEIm: 18/520

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Dfia. MARIA UGALDE DIEZ, Secretaria del Comité de Etica de la Investigaciéon con medicamentos del
HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE.

CERTIFICA

Que este Comité en la reunién celebrada el dia 18/12/2018 ha evaluado la propuesta del investigador
para que se realice el proyecto de investigacion, titulado: “Dianas terapéuticas del ciclo circadiano de
los neutréfilos en las enfermedades neurovasculares”.

Entendiendo que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales y criterios deontolégicos que
rigen en este Centro, cumpliendo los requisitos metodoldgicos necesarios y las normas de
funcionamiento interno del Comité. Se han ponderado los aspectos metodoldgicos éticos y legales y se
recogera la decision adoptada en el acta correspondiente.

Este Comité INFORMA FAVORABLEMENTE a la realizacion de dicho proyecto.

El estudio sera realizado en el Hospital Universitario 12 de Octubre por la Dra. MORO SANCHEZ, M¢
Angeles como Investigador Principal.

Lo que firmo en Madrid, a 18 de diciembre de 2018.

Fimado digitalmente por UGALDE DIEZ DULCE
MARIA -05242157C

Nombre de reconocimiento (DNJ: c=ES,
serialNumber=IDCES-05242157C,
givenName=DULCE MARIA, sn=UGALDE DIEZ,
cn=UGALDE DIEZ DULCE MARIA - 05242157C
Fecha: 2018.12.18 09:23:44 +01'00"

Firmado: Dra. Maria Ugalde Diez
Secretaria del CEIm Hospital Universitario 12 de Octubre.

Comité de Etica de la Investigacién Clinica con Medicamentos CEIm, Hospital 12 de Octubre e Av. de Cérdoba s/n 28041 Madrid
Centro Actividades Ambulatoria, Bloque D, Planta 62 * e-mail: ceicdoc@h120.es
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Hospital Universitario
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B comunidad de Madrid

Anexos

1-+12

Instituto de Investigacion
Hospital 12 de Octubre

ANEXO I: COMPOSICION DEL CEIm

TITULO: Dianas terapéuticas del ciclo circadiano de los neutrdfilos en las enfermedades neurovasculares
Investigador Principal: MORO SANCHEZ, M2 Angeles

D2 MARIA UGALDE DIEZ, SECRETARIA DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE DE

MADRID

Hace constar que:

1. Enlareunién ordinaria celebrada el dia 18/12/2018, se decidid emitir el informe correspondiente al proyecto de Investigacién
de referencia.
2. ElCEIm del Hospital Universitario 12 de Octubre, tanto en su composicién como en sus PNTs, cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95)

w

PRESIDENTE
SECRETARIA
VICEPRESIDENTE
VOCALES:

Dra. M2 del Puy Goyache Gofii

Dra. Maria Ugalde Diez

Dr. Luis Manuel Manso Sénchez

D2 Cristina Martin-Arriscado Arroba
D2 M2 Luisa Albelda de la Haza

Dr. Jorge Adeva Alfonso

D2. Montserrat Pilas Pérez

Dr. Cesar Minué Lorenzo

Dra. Rocio Natalia Miranda Utrera
Dr. Julian Palomino Doza

Dr. Eduardo Gutiérrez Martinez

Dr. Rafael San Juan Garrido

Dr. Roberto Rodriguez Jiménez
Dra. Ana Jiménez Ubieto

Dra. Estela Paz Artal

Dra. Eva Carro Diaz

Dra. Mar Espino Hernandez

Dra. Maria del Carmen Riesco Martinez
Dra. Mercedes Cataldn Gonzélez
Dra. Raquel Siguin Gémez

Dra. Sarahi Elizabeth Valdez Acosta
Dra. Yolanda Rodriguez Gil

P

Sr. Francisco Javier Mazuecos Gémez
Sra. Sagrario Alegre Alonso
Sra. M2 Pilar Herndndez Suarez

La composicion del Ceim del Hospital Universitario 12 de Octubre que evalud el proyecto fue la siguiente:

Farmacéutico Adjunto de Farmacia Hospitalaria
Dra. en Ciencias Bioldgicas

Medico Oncologia

Licenciada Estadistica

Licenciada Derecho

Medico Oncologia

Diplomado Universitario en Enfermeria
Médico de Familia del Servicio Madrilefia Salud
Medico Urologia

Medico Cardiologia

Medico Nefrologia

Medico Microbiologia

Médico Psiquiatria

Médico Hematologia

Medico Inmunologia

Comisién de Investigacion

Pediatra de Atencion Primaria

Medico Oncologia

Medico Intensivista

Farmacéutica Atencion Primaria

Farmacdloga Clinica (Secretaria Técnica CElm)
Médico Anatomia Patoldgica

Trabajador Social Ayuntamiento Madrid
Coordinadora AECC

Diplomado Universitario en Enfermeria

Comité Etico Investigacion Clinica con Medicamentos CEIm Hospital 12 de Octubre  Av. de Cérdoba s/n 28041 Madrid
Centro Actividades Ambulatoria, Bloque D, Planta 62 e e-mail: ceicdoc@h120.es
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Anexo 3: Consentimiento Informado para el paciente o representante

¢ (o)
fdy .f-/j L "4 Hospital Universitario
T "E 12 de Octubre

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

Titulo Proyecto de investigacion: “Dianas terapéuticas del ciclo circadiano de los
neutroéfilos en las enfermedades neurovasculares”

Responsable clinico del proyecto: Dr. Ostos. Médico Adjunto de Neurologia del
Hospital Universitario 12 de Octubre

Yo (nombre y apellidos)

con DNI declaro bajo mi responsabilidad que:

o0

* He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

o

* He podido hacer preguntas sobre el estudio.

o

* He hablado con:

K3
°n

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

o

% Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1 Cuando quiera

2 Sin tener que dar explicaciones

3 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: || DOY LI NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mis
muestras y datos asociados se utilicen en este proyecto de investigacion sobre posibles
factores relacionados el envejecimiento de los neutrdéfilos en el ictus sen mi muestra.

Punto 2: DOY [/ NO DOY miconsentimiento voluntariamente para que, una vez
finalizada la investigacién, mi muestra codificada (y datos asociados) se conserve en
una coleccién de muestras en el Instituto de Investigacion del Hospital Universitario
Doce de Octubre para utilizarla en futuras investigaciones relacionadas con la
enfermedades neurovasculares.

En Madrid, a de de

Fdo: Fdo:

El paciente El investigador

Version Diciembre 2018
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¢
f/]Z 4 Hospital Universitario
i b "m 12 de Octubre

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL REPRESENTANTE

Titulo Proyecto de investigacion: “Dianas terapéuticas del ciclo circadiano de los
neutrdfilos en las enfermedades neurovasculares”

Responsable clinico del proyecto: Dr. Ostos. Médico Adjunto de Neurologia del
Hospital Universitario 12 de Octubre

Yo, (nombre y apellidos)

en calidad de (relacion con el participante)

de D./D* (nombre del participante en el ensayo)

K2
EX3

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

)
*

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

.
o

He hablado con:

2
o

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

» Comprendo que puedo retirarme del estudio:

>

1 Cuando quiera
2 Sin tener que dar explicaciones
3 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: DOY | NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mis
muestras y datos asociados se utilicen en este proyecto de investigacién sobre posibles
factores relacionados el envejecimiento de los neutréfilos en el ictus sen mi muestra.

Punto 2: DOY NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que, una vez
finalizada la investigacion, mi muestra codificada (y datos asociados) se conserve en
una coleccion de muestras en el Instituto de Investigacion del Hospital Universitario
Doce de Octubre para utilizarla en futuras investigaciones relacionadas con la
enfermedades neurovasculares.

En Madrid, a de de

Fdo: Fdo:

El representante El investigador

Version Diciembre 2018
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