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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado.

Un esfuerzo total es una victoria completa”

Mahatma Gandhi
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l. INTRODUCCION
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1.1 El traumatismo craneoencefalico

El Traumatismo Craneoencefalico (TCE) representa un problema de salud publica de

enorme y creciente importancia debido a su elevada morbimortalidad a nivel mundial (1).

De forma general, el TCE ocurre frecuentemente asociado a otros traumatismos, siendo
responsable de forma especifica de casi la tercera parte de la mortalidad por trauma. Es la
primera causa de muerte en el segmento de poblacién que se encuentra por debajo de los
45 afios; y en el resto, constituye la segunda causa, tras las enfermedades cardiovasculares
y el cancer, pero si tenemos en cuenta la potencialidad de afios de vida util y productivos
que se pierden, es muy superior a los otros dos. Afecta mas a hombres que a mujeres, en
proporcion 3:2; y entre los principales mecanismos causantes de lesion destacan los
accidentes de tréfico, las caidas y las agresiones, aunque la frecuencia relativa varia

ampliamente (2-4).

1.1.1 Epidemiologia

Teniendo en cuenta que los accidentes de trafico constituyen el principal mecanismo
lesional, Dewan et al. estimaron la incidencia global del TCE mediante una revisién
sistematica y posterior metaanalisis sobre la proporciéon de accidentes de trafico y otros
mecanismos lesionales que resultaron en un TCE, y junto con los datos obtenidos del Global
Burden of Disease Study (GBD) de 2015, concluyeron que la incidencia global de TCE es de

69 millones de casos al afio (1).

A nivel europeo, en los ultimos afnos se han publicado cuatro revisiones sistematicas que

estiman los patrones epidemiolégicos del TCE. Los resultados obtenidos son muy similares,
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reflejando una incidencia en torno a 265-287 casos nuevos por cada 100.000 habitantes (5—

8).

En cuanto a la incidencia reportada en nuestro pais, hace unos afos, un grupo de
profesionales de la Medicina Intensiva en Espafia disefié el proyecto RETRAUCI: Registro de
Trauma en UCI, con objeto de crear un registro nacional multicéntrico de pacientes
traumaticos criticos (9). A partir del mismo se podra estimar la incidencia de TCE a nivel
nacional, pues en la actualidad Espaiia no dispone de datos precisos acerca de la incidencia

de TCE.

1.1.2 Concepto de traumatismo craneoencefalico

La definicién mas aceptada es la recogida en el estudio epidemiolégico prospectivo
realizado en San Diego (USA) en el que el TCE se define como “el dafio fisico y la alteracion
funcional del contenido craneal debido a un intercambio brusco de energia mecdanica,

producido por un impacto directo o por mecanismos de aceleracion — desaceleracion” (10).

De forma general, se estima que alrededor del 70% de los pacientes que sufren un TCE
tienen una buena recuperacién. Del 30% restante, un 9% fallecen antes de llegar al hospital,
el 6% lo hacen durante su estancia hospitalaria y el 15% quedan funcionalmente
incapacitados en diferentes grados. Ademds, como consecuencia de un TCE, se pueden
producir una serie de secuelas psicoldgicas asociadas a trastornos conductuales y cambios
en la personalidad, lo que hace que se incremente la tasa de incapacidad postraumatica.
Estos cambios, junto con los problemas cognitivos, constituyen una de las causas mas

relevantes de la prolongada discapacidad y, a menudo, causan aislamiento social,

19
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

problemas familiares y dificultades para volver a la situacién educacional y/o laboral

anterior al accidente (11).

1.2 Fisiopatologia del traumatismo craneoencefalico

En la lesion cerebral traumatica se producen una serie de acontecimientos fisiopatologicos
evolutivos en el tiempo. Estos eventos van a conducir a dafo cerebral, el cual surge como
consecuencia de dos tipos de lesiones: primaria y secundaria. La lesién cerebral primaria
acontece inmediatamente tras el traumatismo y es responsable de lesiones funcionales o
estructurales, que pueden ser reversibles o irreversibles. Una vez transcurrido un intervalo
de tiempo mas o menos prolongado y como consecuencia del traumatismo, tiene lugar la

lesidn cerebral secundaria (12,13).

En el momento actual, el control sobre el dafio primario, excluyendo las medidas de
prevencidn primaria, no es posible. Es por ello que se debe incidir en el disefio de diferentes
estrategias para minimizar el dafio secundario. Una actuacion terapéutica eficaz constituye
el objetivo esencial para mejorar el prondstico del TCE, por lo que es de especial
importancia el conocimiento de su fisiopatologia y de las medidas que pueden aplicarse

para minimizarlo (11).

La lesidn cerebral primaria se relaciona con el mecanismo y la energia desarrollada en el
traumatismo, los cuales van a ocasionar un dafio inmediato y generalmente irreversible

sobre las neuronas, los axones, las dendritas, las células de la glia y los vasos sanguineos

(14).
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La lesidn cerebral primaria responde a dos mecanismos lesionales:

a) Estdtico: se produce como consecuencia de la aproximacion de un agente externo
con una determinada energia cinética que finalmente colisiona con el craneo. Esta
energia cinética es proporcional a la masa y a la velocidad, siendo estos dos
parametros los determinantes de la gravedad de las lesiones resultantes. Este tipo
de mecanismo lesional es responsable de las lesiones focales, como son las fracturas
de craneo, los hematomas epidurales, subdurales e intracerebrales, asi como
hemorragia subaracnoidea (15).

b) Dindmico: se produce como resultado de la colisién, en este caso del craneo, contra
un agente externo. Durante el incidente se van a producir dos tipos de movimiento
como consecuencia del mecanismo de aceleracidon-desaceleracién soportado por el
craneo: un primer movimiento de tension o elongacidon y un segundo movimiento
de distorsién angular (15), que son el reflejo de un efecto mecdénico de traslacién y
rotacién sobre el cerebro. Este tipo de mecanismo lesional es responsable de las
lesiones difusas como son el dafio axonal difuso, las lesiones cerebrales hipdxicas y

el “swelling” cerebral.

En el caso de la lesidn cerebral secundaria, aunque desencadenada por el impacto, se
manifiesta después de un intervalo mas o menos prolongado de tiempo tras el TCE. Se van
a producir una serie de alteraciones intracraneales y sistémicas que pueden agravar o
conducir a nuevas lesiones cerebrales. Entre las alteraciones intracraneales bdsicas que
acompanan sistematicamente al TCE destacan las alteraciones del flujo sanguineo cerebral
(FSC), de la presidn intracraneal (PIC) y del metabolismo cerebral. Otras lesiones asociadas

serian las alteraciones de la barrera hematoencefalica (BHE), edemas intra y extracelulares,
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e isquemia. Y entre las alteraciones sistémicas, las de mayor repercusidon serian la
hipotensién, hipoxemia, coagulopatias, distrés respiratorio, diabetes insipida, fiebre
central, infecciones, alteraciones gastrointestinales y alteraciones hidroelectroliticas (hipo-

e hipernatremia) (11,13).

1.2.1 Alteraciones intracraneales

El sistema cerebral utiliza tres tipos de mecanismos regulatorios para mantenerse en
equilibrio: regulaciéon del FSC, regulacion de la PIC y regulacion metabdlica. Cuando estos
procesos se desequilibran tras el dafio producido por el TCE, se produce descompensacion

del sistema cerebral.

a) Alteraciones del flujo sanguineo cerebral

A pesar de que el cerebro humano constituye el 2% del peso corporal, recibe,
aproximadamente, el 15-25% del gasto cardiaco con un FSC de 40-50 mL/100g de tejido
cerebral/min (16). Este FSC va a estar determinado por el consumo metabdlico de oxigeno
cerebral, via autorregulacion mediante la resistencia vascular cerebral, y por la presion de

perfusion cerebral (17).

La autorregulacién cerebral se basa en la modificacion de la resistencia vascular cerebral,
mediante vasodilatacion o vasoconstriccion, con el fin de mantener un FSC acorde a las
necesidades metabdlicas cerebrales de oxigeno de cada momento. En la mayoria de los TCE
graves la via de autorregulacién cerebral se rompe y el sistema cerebral no es capaz de
corregir y regular el FSC que necesita. Como consecuencia, se produce un estado de
hipoperfusién y posterior isquemia cerebral que puede empeorar el prondstico y elevar la

tasa de mortalidad del TCE (18,19).
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b) Alteraciones de la presion intracraneal

El “swelling cerebral difuso” o hinchazoén, es el tipo de lesidon cerebral traumatica mas
frecuente en el TCE grave. Este término se aplica de forma general cuando se produce un
aumento del volumen global del cerebro y se asocia estrechamente a un aumento de la PIC

(20).

La hipertensién endocraneal (HTEC) va a producir una alteracidn de la funcion cerebral
como consecuencia de la disminucion de la presion de perfusidon cerebral y por consiguiente
del FSC. Como se ha mencionado anteriormente, un descenso llamativo del FSC va a dar
lugar a hipoperfusiéon y como consecuencia a isquemia cerebral. Si esta situacién se
prolonga en el tiempo, la situacién de falta de flujo puede evolucionar a infartos cerebrales
y a necrosis tisular, ocasionando un estado de dafio estructural permanente (21-23). Como
respuesta a esta situacion, el sistema cerebral responde mediante un aumento en el FSC, lo
cual va a ser contraproducente ya que originard un aumento de la PIC, y de no actuar de

forma precoz, se generara una progresion de la lesidn cerebral (22,23).

c) Alteraciones del metabolismo cerebral

Los procesos que consumen energia para asegurar un correcto funcionamiento cerebral
dan cuenta del 25% del total de la glucosa utilizada en el organismo y casi del 20% del
consumo de oxigeno (16). Esta elevada demanda metabdlica se debe a que las neuronas se
sirven casi exclusivamente del metabolismo de la glucosa para la generacién de energia
suficiente para mantener un adecuado gradiente idnico a través de las membranas

celulares, asi como para el proceso de neurotransmision.
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Tras el TCE se va a producir un desequilibrio del gradiente idnico celular como consecuencia
de una liberacién aumentada de neurotransmisores excitotoxicos, principalmente
glutamato, que alteran la permeabilidad de la membrana celular (24,25). En un intento de
restaurar la homeostasis idnica mediante una mayor actividad de las bombas idnicas
(ATPasas) de la membrana celular, se va a producir un consumo desorbitado de glucosa y
ATP que va a reducir las reservas de energia del cerebro. Esto va a causar una alteracién en
el proceso de fosforilacidon oxidativa mitocondrial inicidndose la glucdlisis anaerobia, asi
como la activacion del estrés oxidativo. Ademadas, como consecuencia de esta
descompensacion idnica y metabdlica, se va a estimular la produccién de diferentes
enzimas como proteasas (calpainas y caspasas), lipasas y endonucleasas, que van a conducir

a la muerte celular inmediata por necrosis y/o por apoptosis celular (25,26).

1.2.2 Alteraciones sistémicas

De entre las muchas alteraciones sistémicas descritas tras un TCE, cabe destacar como
primera variable individual, la hipotensidn arterial. Diversos estudios han demostrado que
ésta, incluso cuando actta durante periodos cortos, empeora el prondstico y eleva la tasa
de mortalidad del TCE grave, pues conduce a un estado de hipoperfusién e isquemia
cerebral (18,19). Por lo que respecta a las alteraciones hidroelectroliticas, la hiponatremia
es un factor determinante de mal prondstico ya que promueve el desarrollo del edema
intracelular (27). Y determinadas situaciones como la fiebre, la sepsis y las crisis comiciales
conducen a un aumento del metabolismo cerebral por lo que los efectos de la isquemia
serian, tedricamente, aun mas devastadores (28). Sin embargo, salvo en el caso de la fiebre
prolongada, no se ha podido demostrar que dichos elementos constituyan variables

independientes con alguna influencia significativa sobre el prondstico del TCE (11).
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1.2.3 Principales cascadas bioquimicas desencadenadas en el traumatismo

craneoencefalico grave

Las alteraciones intracraneales descritas anteriormente se van a generar como
consecuencia de la activacién de una serie de cascadas bioquimicas y fisioldgicas (figura 1)

gue se describen a continuacion.

Metabolic disarray Neuronal death
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Figura 1. Fisiopatologia de la lesidn cerebral traumatica (Tomado de Rosenfeld et al.) (12).
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- Excitotoxicidad y alteracion de la homeostasis i6nica

Tras el TCE se va a producir una liberacién excesiva de neurotransmisores en las terminales
nerviosas presindpticas de las neuronas despolarizadas. La rapida difusion de
neurotransmisores excitatorios, como son el glutamato y aspartato, van a desencadenar
una estimulacién desmesurada y no regulada de los receptores NMDA y AMPA, provocando
una alteracidon de la homeostasis idnica. Como consecuencia se va a producir una
acumulacion masiva de sodio y calcio intracelular y una liberacién de potasio al espacio
extracelular, debido a la difusidn de estos iones a través de los canales idnicos activados por
los receptores de glutamato (25). Los astrocitos van a ser las células mas susceptibles a esta
excitotoxicidad debido a que se encuentran especialmente expuestos a la influencia del
aumento de potasio. En un intento de recuperar y mantener la homeostasis idnica, los
astrocitos responden a este exceso de potasio mediante el fendmeno de “swelling”,
permitiendo asi recuperar la repolarizacion de la membrana. Pero este mecanismo puede
influir de forma negativa sobre el FSC debido a que la conexidon de los astrocitos a través de
su pie perivascular con los vasos sanguineos puede ocasionar una compresion de los
mismos entorpeciendo el FSC (29,30). Diversos estudios como el de Gopinath et al., han
demostrado que este aumento de neurotransmisores excitatorios es directamente
proporcional a la gravedad del traumatismo e inversamente proporcional a la supervivencia

postraumatica (31).

También son importantes los cambios intracelulares que estan determinados por el flujo
excesivo de calcio, ya que van a inducir dafio a través de una serie de cascadas bioquimicas
como son: la activacién de proteasas (calpainas y caspasas) dependientes de calcio, la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés “reactive oxygen species”) y
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nitrégeno (RNS, del inglés “reactive nitrogen species”), y el deterioro mitocondrial causado
por el exceso de calcio. Todos estos mecanismos van a conducir, en Ultima instancia, a la

muerte celular por apoptosis (32).

- Disfunciéon mitocondrial y estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una situacion dindmica y compleja caracterizada por un desequilibrio
entre la produccion de ROS y RNS; y la disponibilidad y accion de los mecanismos
antioxidantes para neutralizarlas. Entre las ROS, la mds abundante es el anién superdxido
(02.) que se convierte en peroxido de hidrégeno (H202) o en el radical hidroxilo (OH.) de
forma espontanea o mediante la accion de enzimas. Entre las RNS, la especie mayoritaria

es el oxido nitrico (NO.) que da lugar a otras RNS como el peroxinitrito (ONOO").

Tras la lesién traumatica, se van a activar varios mecanismos productores de radicales
libres. Como se ha visto anteriormente, la acumulacién de calcio intracelular observada
como consecuencia del desequilibrio homeostatico va a activar la captacidon de calcio
mitocondrial. Esta sobrecarga de calcio de las mitocondrias es la responsable de la induccidn
del estrés oxidativo y la alteracién de la funcién mitocondrial (33). Ademas, el sistema
nervioso central (SNC) consume grandes cantidades de oxigeno para llevar a cabo los
procesos fisioldgicos, lo que conduce a una mayor probabilidad de generacidn de radicales

libres (34).

Otra fuente de ROS en el TCE es la lisis de gldbulos rojos que tiene lugar tras el trauma
mecanico. Esta lisis de hematies va a ocasionar la liberacion de grandes cantidades de
hemoglobina libre, que es extremadamente tdxica ya que su degradacion da lugar a la

liberacidn de aniones de hierro, lo que aumenta la formacién de ROS y RNS a través de la

27
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

cadena de transporte de electrones. Ademads, la oxidacion de la hemoglobina a
oxihemoglobina y metahemoglobina va a incrementar aiin mas la produccién de ROS (35).
También existen diferentes sistemas enzimaticos de generacién de ROS como son la xantina

oxidasa y la NADPH oxidasa (36).

Finalmente, todos estos procesos confluyen en un denominador comun: la activacién del
mecanismo de muerte celular programada o apoptosis como consecuencia del dafo
ocasionado a la membrana celular, la destruccién de ADN, la oxidacién de proteinas y el

deterioro del citoesqueleto (37).

- Peroxidacion lipidica y degradacién de la membrana celular

Los lipidos y lipoproteinas de las membranas bioldgicas se encuentran entre los compuestos
mas vulnerables frente al estrés oxidativo, dando lugar a la reaccién denominada

peroxidacion lipidica (LPO).

El SNC es especialmente sensible debido a que contiene altas concentraciones de acidos
grasos poliinsaturados que son susceptibles a la LPO. El proceso de LPO se va a iniciar
mediante el ataque de un radical libre a un acido graso poliinsaturado provocando la
oxidacién de la cadena hidrocarbonada, rompiendo y acortando la misma, y liberando
pequeios productos alifaticos. Estas modificaciones pueden alterar la estructura
hidrofébica de la membrana perturbando su correcto funcionamiento. Ademas, los
productos alifaticos liberados, principalmente 4-hidroxialquenales, hidroperéxidos y
malondialdehido (MDA), pueden reaccionar con proteinas y acidos nucleicos, lo que

determina sus efectos citotdxicos, genotdxicos y mutagénicos, asi como su papel
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patogénico en varias patologias como es el caso del TCE y las enfermedades

neurodegenerativas (38—40).

- Respuesta neuroinflamatoria

Durante la fase aguda del TCE y como consecuencia del impacto mecanico, se produce la
ruptura de la BHE, lo que va a desencadenar una activacion endotelial y reclutamiento e
infiltracion de leucocitos circulantes. Adicionalmente, las células del parénquima cerebral
(microglia y astrocitos) van a iniciar un proceso de activacién donde exhiben respuestas de
migracion, fagocitosis, presentacién de antigenos, produccién de citoquinas y otros factores
solubles (DAMPs, del inglés “damage-associated molecular patterns”), participando no solo

como sensores del dafio sino también coordinando la respuesta inflamatoria del SNC (41).

Los astrocitos son otro tipo de células que participan en la respuesta neuroinflamatoria.
Aquellos que sobreviven al dafio celular inicial sufren un cambio fenotipico denominado
astrocitosis reactiva, que se caracteriza por hipertrofia, hiperplasia y aumento de la
expresion del filamento intermedio denominado proteina acida fibrilar glial (GFAP) (42,43).
En un TCE moderado y focal, la astrocitosis va a delimitar el drea dafiada y a favorecer la
remodelacién neuroplastica; sin embargo, en un TCE grave, esta astrocitosis puede resultar
en una cicatriz glial que posteriormente dificultard los cambios neuropldsticos necesarios

para la recuperacién funcional de la zona lesionada (44).

Si bien la inflamaciodn, tal y como se ha descrito puede considerarse como un mecanismo
con un marcado componente nocivo, no deja de tener como funciéon principal el limitar y
controlar posibles dafios, asi como eliminar en algunos casos las causas de los mismos. En

este sentido, durante la respuesta neuroinflamatoria también se van a producir factores
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neurotroficos y de supervivencia neuronal; y serd este equilibrio entre los aspectos nocivos

y los protectores el que determinara el resultado final de la zona dafiada (45).

1.3 Clasificacion y pronéstico del traumatismo craneoencefalico

La gravedad vy el riesgo evolutivo de los pacientes tras un TCE depende de diferentes
factores como son la edad, el sexo, el mecanismo de la lesidn, la calidad de la atencion
médica proporcionada y las comorbilidades que puedan sobreafiadir al cuadro clinico un
incremento en el riesgo. Un sistema de puntuacion para aquellos pacientes que han sufrido
un traumatismo convierte la gravedad de la lesion en un numero, por lo que ayuda a los
médicos a hablar un idioma comun en los programas de mejora de la calidad asistencial.
Aunque destacan varios sistemas, en la actualidad no existe un consenso sobre cual es el
mejor para predecir la mortalidad, pero todos ellos deben ser tenidos en cuenta para

establecer la evolucidon y prondstico del paciente.

1.3.1 Clasificacién tomografica de Marshall o Traumatic Coma Data Bank

Con la introduccidn de la tomografia axial computarizada (TAC) por Hounsfield y Ambrose,
en 1973, la metodologia y la exploracidn neurorradiolédgica del paciente con lesidn cerebral

traumatica se ha modificado notablemente (46).

La clasificacion del Traumatic Coma Data Bank (TCDB) fue descrita por Marshall en 1991. El
objetivo de la elaboracidn de esta escala fue identificar a aquellos pacientes con un mayor
riesgo de presentar una mala evolucidn clinica en funcion de los hallazgos de la TAC craneal,

entendiéndose como aquellos que puedan desarrollar episodios de HTEC durante su
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evolucidn, que presenten lesiones con una elevada mortalidad asociada y aquellos casos

que reflejen signos radioldgicos de mal prondstico (47).

Esta clasificacion estd constituida por seis categorias dependientes de las lesiones
observadas en la TAC (tabla 1). Cuatro de ellas indican la presencia de lesion difusa mientras
que las otras dos indican la presencia de lesién con efecto masa evacuada, o no evacuada

quirdrgicamente.

Marshall et al., tras aplicar esta clasificacion en 746 pacientes con TCE grave, demostraron
la existencia de una relacién directa entre el tipo de lesién y el resultado final del paciente,
evaluado a partir de la Glasgow Outcome Scale (GOS). El porcentaje de HTEC y de mal
resultado clinico fue mas elevado a medida que aumentaba el grado de lesion difusa, asi
como en las lesiones tipo masa no evacuada frente a las evacuadas; hallando asi un fuerte
vinculo entre la evolucién, el grado de “swelling” cerebral y los milimetros de desviacion de

la linea media (49).

Posteriormente, diversos estudios como el de Maas et al. y Servadei et al., demostraron
que la clasificacion de Marshall hace posible una descripcién mas detallada de las lesiones
intracraneales y una identificacién precoz de los pacientes con riesgo de HTEC. Ambos
trabajos concluyeron que la clasificacién de la TCDB era la escala radioldgica de referencia

por su elevada capacidad prondstica de mortalidad (50,51).
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Tabla 1. Clasificacién tomografica del TCE segun la Traumatic Coma Data Bank (48).

Grado Tipo de lesién TAC

| Lesion difusa | Sin patologia visible en la TAC

Cisternas presentes con desplazamiento de la
linea media de 0-5mm y/o lesiones densas
| Lesidn difusa Il presentes. Sin lesiones de densidad alta o
mixta > 25cc. Puede incluir fragmentos éseos y

cuerpos extrafios

Cisternas comprimidas o ausentes con
1] Lesion difusa Ill (Swelling) desplazamiento de la linea media de 0-5mm.

Sin lesiones de densidad alta o mixta > 25cc

Desplazamiento de la linea media > 5mm. Sin

v Lesidn difusa IV (Shift)
lesiones de densidad alta o mixta > 25cc
Vv Lesion focal evacuada Cualquier lesidn evacuada quirdrgicamente
Lesion de densidad alta o mixta > 25cc no
Vi Lesion focal no evacuada

evacuada quirdrgicamente

1.3.2 Glasgow Coma Scale

La publicacion de la Escala de coma de Glasgow (GCS) en 1974 por Teasdale proporciond un
medio confiable y practico para la evaluacién del coma y alteracién de la consciencia (52).
Poco después de su publicacion, la GCS fue ampliamente aceptada como un instrumento

para clasificar la gravedad de los TCE.
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La GCS lleva a cabo una valoracién del nivel de consciencia, que permite a través de los
cambios en su puntuacion reflejar el estado evolutivo del paciente. Para ello es necesario
evaluar la suma de tres respuestas independientes: respuesta motora, ocular y verbal (tabla
2). La escala representa la suma del valor numérico de cada una de las categorias siendo el
valor de 15 puntos, y que implica un nivel de consciencia normal. El valor minimo se

corresponde con 3 puntos, y que implica una respuesta de coma arreactivo.

La estratificacion de los niveles de gravedad de la GCS tras el TCE se asocia a la intensidad
de la lesion cerebral del individuo permitiendo clasificar la gravedad del TCE como TCE leve
(puntuacion en la GCS comprendida entre 14 y 15 puntos), TCE moderado (puntuacidn

comprendida entre 9 y 13 puntos) o TCE grave (puntuacion inferior o igual a 8 puntos).

Tabla 2. Glasgow Coma Scale (52).

Respuesta Motora Respuesta Ocular Respuesta Verbal
Espontanea, normal 6 | Espontanea 4 | Orientada 5
Localizada al tacto 5 | Alavoz 3 | Confusa 4
Localizada al dolor 4 | Al dolor 2 | Palabras inapropiadas 3
Decorticacion 3 | Ninguna 1 | Sonidos incomprensibles 2
Descerebracidn 2 Ninguna 1
Ninguna 1
33
AMBITO- PREFIJO CsV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

Es importante tener en cuenta que el uso de la GCS depende de una situaciéon clinica
apropiada, debido a que ciertas circunstancias fisiopatoldgicas extracraneales, tales como
la hipotension arterial, la hipotermia y los trastornos metabdlicos, pueden alterar de

manera significativa la exploracién del paciente y por tanto su resultado.

1.3.3 Abbreviated Injury Scale

Como consecuencia del interés despertado por el aumento en la incidencia de accidentes
de trafico, un grupo de médicos desarrollé en 1969, un sistema puntuacién empleado para
describir la gravedad de las lesiones, se denomind Escala Abreviada de Lesiones o

Abbreviated Injury Scale (AlS).

En su primera publicacion, esta escala incluyé 73 lesiones puntuando la gravedad de las
mismas segun el siguiente consenso: 1 (menor), 2 (moderada), 3 (grave pero no amenaza la
vida), 4 (amenaza la vida, aunque la supervivencia es probable), 5 (amenaza la vida,
supervivencia poco probable) y 6 (fatal, incompatible con la vida). Desde entonces le han
seguido posteriores revisiones y actualizaciones, siendo las mas notables la revision de 1985
(AIS-85) y la de 1990 (AIS-90). En la actualidad se utiliza el AIS-90 que ofrece una clasificacién

bastante exacta de la gravedad de la lesidn traumatica (53,54).

Es importante recalcar que esta escala surge como una representacion del grado de
“amenaza para la vida“ que suponen las lesiones para el paciente, lo que impide su utilidad

como una medida global de gravedad (54).
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1.3.4 Injury Severity Scale y New Injury Severity Score

La Injury Severity Scale (ISS) es un sistema de puntuacion anatémico empleado en aquellos
pacientes que presentan lesiones traumaticas multiples. Depende de la AlS, pero difiere en
el método de cdlculo. La mayoria de los estudios han demostrado que la escala New Injury
Severity Score (NISS) es superior a la ISS (55-57), pero esta ultima sigue siendo la puntuaciéon

mas utilizada en todo el mundo (57).

Segun esta escala, a cada lesién se le otorga una puntuacién AIS y se asigna a una de las seis
regiones del cuerpo (cabeza, cara, térax, abdomen, extremidades - incluida la pelvis - y
estructuras externas). Solo se utiliza la puntuacion AIS mas alta en cada regién del cuerpo.
Las tres regiones corporales con lesiones mds graves tienen su puntuacién al cuadrado y se
suman para dar lugar a la puntuacién ISS (58). La puntuacién maxima alcanzable es 75 y por
consenso, a cualquier paciente con una puntuaciéon de 6 en cualquier regién del cuerpo (sin

posibilidad de supervivencia ante dicha lesion), se le otorga un ISS de 75.

1.3.5 Glasgow Outcome Scale

La Escala de Resultados de Glasgow (GOS) se publicé por primera vez en 1975 por Bryan
Jennett y Michael Bond. Con mds de 4.000 citas al articulo original, es la medida de
resultado mas empleada en estudios de lesién cerebral. Ademas, varios organismos
nacionales recomiendan la utilizaciéon de esta escala junto con el GOS Extendido (GOSE)
desarrollado posteriormente, como medida de resultado y prondstico para traumatismos

graves y lesiones en la cabeza (59).
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Esta escala fue desarrollada inicialmente como una herramienta de medicién de la
repercusion social que originaba el TCE a los seis meses, y ha sido utilizada tipicamente para
evaluar resultados en estudios neuroquirurgicos, asi como en ensayos clinicos de farmacos
relacionados con el TCE. La escala posee cinco categorias, siendo la puntuacién mas alta la

que corresponde al mejor resultado (Tabla 3).

Tabla 3. Glasgow Outcome Scale (59).

Puntuacion Descripcion
1 Muerte
2 Estado Vegetativo. No hay evidencia de actividad cortical
Incapacidad Grave. Consciente, pero discapacitado. Necesita asistencia
3
para las tareas diarias por discapacidad mental y/o fisica
Incapacidad Moderada. Discapacitado, pero independiente. Puede
hacer sus tareas diarias, pero no reintegrarse al trabajo o al estudio. Las
4 discapacidades incluyen distintos grados de disfasia, hemiparesia o
ataxia, como asi también déficits de memoria, intelectuales y cambios
de personalidad
Buena recuperacion. Se reintegra a su actividad previa. Puede
5
presentar déficits neuroldgicos o psicolégicos menores
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1.4 Biomarcadores de lesion cerebral traumatica

Hace ya mas de 20 afios se describié como deberia ser el marcador ideal para el TCE,
definiéndose como aquel que presente una elevada especificidad y sensibilidad por el tejido
cerebral, siendo liberado Unicamente tras una lesion irreversible y detectandose en liquido
cefalorraquideo (LCR) y sangre periférica rapidamente tras el dafio. Ademas, es conveniente
que refleje la extension y la gravedad de dicha lesién siguiendo un curso temporal conocido.
A su vez, deben existir minimas variaciones entre los grupos de edad y sexo; y las
herramientas para su analisis y deteccion inmediata deben estar disponibles y ser
reproducibles. Por ultimo, y con mayor importancia, su determinacién debe tener

implicaciones clinicas (60).

Por otra parte, existe cierta controversia en cuanto al tipo de liquido biolégico objeto de
analisis. La toma de una muestra directa del parénquima cerebral lesionado no es una
opcién plausible, aunque seria la Unica fuente de biomarcadores con informacién
inequivoca y directa sobre los cambios que acontecen tras el TCE. En cuanto al resto de las
determinaciones, éstas se encuentran subrogadas a los comportamientos de liberacién de
los biomarcadores, el paso a través de membranas, asi como el fenédmeno de dilucién una
vez alcanzado el compartimento sistémico. Teniendo en cuenta todo esto, existen técnicas
como la microdialisis, que permiten la determinacidn de metabolitos y biomarcadores del
espacio intersticial cerebral. Por otro lado, el LCR se encuentra mas préximo a la zona
lesionada, por lo que las determinaciones a este nivel no se ven condicionadas por la
integridad de la BHE. Sin embargo, la toma de muestras de LCR es de dificil acceso y

disponibilidad, y son con frecuencia contraindicadas en sujetos con TCE grave. Es por ello
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gue la mayoria de los biomarcadores son estudiados en sangre periférica, pues se trata de

una matriz bioldgica mas accesible y reproducible (61-63).

Una vez establecidas las condiciones que debe cumplir el biomarcador ideal y el tipo de
liqguido biolégico donde se va a estudiar, hay que tener en cuenta, ademas, que los
biomarcadores son elementos dindmicos sujetos a cambios que responden a diferentes
estados inflamatorios, lesiones por estrés oxidativo y fendmenos de necrosis tisular tras el
TCE (35). Por tanto, es conveniente realizar mediciones seriadas en lugar de
determinaciones aisladas para que los resultados obtenidos adquieran mayor significacion.
Teniendo en cuenta esto, varios estudios proponen que seria de gran ayuda disponer de un
panel de biomarcadores complementarios que muestren diferentes perfiles temporales y

que reflejen las distintas condiciones fisiopatoldgicas desencadenadas tras el TCE (64,65).

Aunque actualmente no existen biomarcadores con utilidad clinica demostrada para el
diagndstico de la lesion cerebral, ya sea causada por un TCE, accidente cerebrovascular u
otras lesiones cerebrales agudas, los diversos estudios de investigacién llevados a cabo en
este area han puesto de manifiesto el potencial que presentan muchos de ellos (66,67).
Algunos de los biomarcadores que han resultado ser mas prometedores en este campo son

la enolasa neuroespecifica (NSE) y la proteina S100B (68—70).

1.4.1 Enolasa Neuroespecifica

La NSE es una de las cinco isozimas de la enzima glucolitica enolasa. Tiene un peso molecular
de 78 kDa, una vida media de 24 horas y presenta un aclaramiento renal. Debido a este tipo
de aclaramiento, debemos considerar una posible interferencia en aquellos pacientes con

insuficiencia renal (71).
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En cuanto a su localizacidn, se ubica mayoritariamente en el citoplasma de las neuronas, y
en menor medida, en los nervios periféricos, asi como en otras localizaciones
extracerebrales como el sistema endocrino, las plaquetas y los eritrocitos (72). Esta Ultima
localizacidn es de gran importancia, pues hay que considerar una posible interferencia en

aquellas situaciones clinicas y preanaliticas en las que se produzca hemodlisis (73).

En cuanto a la funcidn que desempefia la NSE, ésta se relaciona con el incremento en los
niveles de cloruro que tienen lugar durante la actividad neuronal, participando en la
comunicacién axonal y el mantenimiento de la homeostasis. Una vez se produce el dafo
cerebral, la NSE va a difundir al espacio extracelular pasivamente a través de la membrana

celular, y de ahi a sangre periférica como consecuencia del dafio ocasionado en la BHE (74).

Modelos experimentales de lesién traumdtica han encontrado una correlacién entre los
niveles séricos de NSE con la gravedad lesional en el TCE (75) y pese a que inicialmente la
NSE, por ser mas especifica sobre el tejido neuronal que sobre las células gliales, se definid
como un biomarcador de gravedad en el TCE muy prometedor, hasta la fecha los resultados
publicados sobre NSE son contradictorios, dado que algunos trabajos no han encontrado

correlacion con el pronéstico clinico de los pacientes con TCE grave (76).

Niveles séricos de NSE inferiores a 10 ng/mL se consideran dentro del rango de normalidad
(77). Varios estudios han establecido un punto de corte de 20 ng/mL, de manera que niveles
de NSE superiores se correlacionan con una térpida evolucidn de los pacientes tras el TCE.
Pero esta estrategia sélo se ha sugerido como herramienta de cribado debido a su baja

sensibilidad (67%) y especificidad (69%) (78). La combinacién de NSE y S100B ha
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demostrado ser un mejor indicador de lesién cerebral grave que cualquiera de dichos

biomarcadores por separado (79).

1.4.2 Proteina S100B

La proteina S100B es una pequeiia molécula de 10-12 kDa que pertenece a la familia de
proteinas fijadoras de calcio denominadas S100, y cuyo nombre deriva de su solubilidad al

100% en una solucidn saturada de sulfato de amonio (80).

S100B se ubica en el nucleo y citoplasma de los astrocitos del SNC y las células de Schwann
de los nervios periféricos (81), pero su sintesis y presencia no sélo queda relegada al SNC,
sino que también puede encontrarse en la médula ésea, adipocitos, condrocitos y
melanocitos (82). Al igual que la NSE, la proteina S100B presenta una eliminacion renal, por

lo que este dato es importante en aquellos pacientes que presenten insuficiencia renal (83).

En cuanto a su funcién bioldgica, aunque aun no esta totalmente definida, se ha descrito
que, a nivel intracelular, S100B esta involucrada en la homeostasis del calcio (84), mientras
que, a nivel extracelular, S100B participa en procesos de neuromodulacién y promueve la
neurogénesis y plasticidad neuronal (85—87). Sin embargo, se ha demostrado que el efecto
y las funciones fisioldgicas de esta proteina dependen de la concentracidn. Asi pues, en
condiciones fisiolégicas ronda una concentraciéon de nM y actda como un factor
neurotrépico, protegiendo a las neuronas de la apoptosis, estimulando el crecimiento de
las neuritas, la astrocitosis y la proliferacién axonal (85,88,89); mientras que a una
concentracion de UM se correlaciona con efectos nocivos, actuando como agente

neurotodxico e induciendo fendmenos de apoptosis (90).
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Tras el TCE, diversos estudios han demostrado que la maxima concentracién sérica de
S1008B se alcanza transcurridos 20 minutos desde la lesidn cerebral, por tanto, es detectable
practicamente desde el ingreso del paciente en el hospital (62). Presenta una vida media
corta, de 30 a 60 minutos, por lo que una elevacién mantenida de los niveles de S100B en

el tiempo hace pensar en una secrecion constante por los tejidos dafiados (62).

Un dato importante a tener en cuenta a la hora de evaluar las concentraciones séricas de
S100B en pacientes que presentan dafio cerebral consiste en la presencia de localizaciones
extracraneales de S100B, por lo que su liberacidon también puede tener otro origen a parte

del SNC, como son el musculo esquelético, la piel y el tejido adiposo (91-93).

En cuanto a su utilidad en el TCE, varios autores coinciden en sefalar la elevada capacidad
predictora de lesidn intracraneal que caracteriza a la proteina S100B (94—-96). Algunos de
sus trabajos han demostrado que la determinacién de S100B junto con las variables clinicas
del paciente, puede predecir la evolucion a muerte encefdlica (97). Ademads, una
concentracion sérica elevada se correlacionaria con el grado de extension del dafio cerebral
segun los resultados de técnicas de neuroimagen, asi como con una mayor probabilidad de

muerte (98-100).

1.5 Biomarcadores de estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicion fisioldgica donde existe un desequilibrio entre las
concentraciones de ROS y RNS respecto a los mecanismos antioxidantes. El incremento en
la produccién de ROS y RNS favorece los fenédmenos de LPO, la oxidacién de proteinas y de
acidos nucleicos (101). Todos estos procesos en conjunto juegan un papel clave en el

proceso neurodegenerativo apoptoético y la consiguiente evolucién a necrosis. El dafo
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celular causado por el estrés oxidativo se ha implicado en el desarrollo de numerosos
estados patoldgicos, como el cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la
aterosclerosis y las enfermedades neurodegenerativas entre otras; por lo que han sido
numerosos los estudios que se han centrado en el estudio de biomarcadores de estrés
oxidativo que puedan ayudar al manejo clinico y evaluacién prondstica de los pacientes que

sufren este tipo de patologias (102—-107).

1.5.1 Capacidad antioxidante total

Tras un TCE se produce un aumento considerable en la produccién de ROS, de manera que
el estrés oxidativo juega un papel decisivo (108,109). Si bien los productos del estrés
oxidativo inducido por ROS se usan ampliamente para controlar sus efectos biolégicos,
también es importante evaluar la capacidad antioxidante de los fluidos bioldgicos y las

células.

Para evitar que se desborde la cascada de estrés oxidativo, las células requieren generary
mantener defensas antioxidantes de manera dptima e incrementarlas acorde al tamafio de
la agresién (110). Este sistema amortiguador antioxidante puede ser evaluado
indirectamente como una capacidad antioxidante total (CAT). Por lo tanto, la medicién de
CAT en suero o plasma puede proporcionar informacidén mas relevante desde el punto de
vista bioldgico sobre el estado antioxidante del paciente que la obtenida al medir las

concentraciones de compuestos antioxidantes de forma individual (111).

Las técnicas desarrolladas para la cuantificacion de CAT en muestras bioldgicas se basan en
evaluar la habilidad de los compuestos antioxidantes (donantes de un hidrégeno o un
electrén) presentes en el fluido a estudio, para reducir las especies oxidantes introducidas

en el sistema de ensayo. De forma general, estas técnicas son clasificadas como métodos
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de inhibicion directos o indirectos del poder oxidante de una molécula estandar
determinada que es el iniciador, y se conocen como métodos SET (del inglés, “single

electron transfer”) (110).

Hasta la fecha, la cuantificacién de CAT en pacientes que han sufrido un TCE grave ha sido
poco evaluada, pero ciertos estudios como el de Kavakli et al. y Lorente et al., han
constatado unos niveles mdas elevados de CAT en los pacientes que fallecen como
consecuencia del trauma respecto a aquellos que sobreviven (112), sugiriendo su

determinaciéon como un biomarcador predictor de mortalidad (111).

1.5.2 Malondialdehido

El principal producto de la LPO son los hidroperdxidos, pero debido a su corta vida media,
el estudio de la LPO en el TCE se ha basado en gran medida en la deteccion de otros

productos finales mas estables, como son los isoprostanos, el MDA y el hidroxinonenal (38).

La medicién de los productos finales de la LPO es uno de los ensayos mas ampliamente
aceptados para evaluar el dafio oxidativo, por lo que estos productos secundarios
aldehidicos de la LPO son marcadores generalmente aceptados de estrés oxidativo. Sin
embargo, su cuantificacion no estd exenta de inconvenientes, pues debido a su falta de

especificidad deben usarse con precaucidn (40).

Para determinar el grado de oxidacién lipidica de un tejido se puede cuantificar el contenido
en sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (113). Entre estas sustancias se
encuentra el MDA que forma un aducto 1:2 con el acido tiobarbiturico (figura 2) que
posteriormente se puede medir colorimétricamente o fluorimétricamente. Los niveles de

TBARS se determinan a partir de un estandar de equivalencia de MDA.
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Figura 2. Reaccién entre MDA y dos moléculas de TBA para formar el aducto MDA-TBA, (Tomado de

Weitneret al.) (114).

Aunque la especificidad del ensayo TBARS hacia compuestos distintos de MDA ha sido
controvertida, el ensayo continua siendo el formato mdas empleado para evaluar el estado

de LPO (38).

Tras un TCE grave y como consecuencia de una sobreproduccién de ROS, se produce un
estado hiperoxidativo. Algunos de los productos de la LPO, como el MDA, pasan facilmente
del tejido cerebral al LCR y a sangre periférica (115,116). Por tanto, los procesos de LPO que
tienen lugar en el cerebro se reflejardn en concentraciones elevadas de TBARS en LCR y en
sangre periférica. Diversos estudios han encontrado niveles mas elevados de MDA en
pacientes que han sufrido un TCE respecto a controles, y dentro de los pacientes con TCE,
niveles superiores en aquellos que no sobreviven al mismo (108,117,118). Otros estudios
han demostrado una correlacion entre los niveles de MDA vy la gravedad del traumatismo,
valorada en términos de la puntuacidn alcanzada en la escala APACHE (Acute Physiology
And Chronic Health Evaluation), GCS y mortalidad (119). Sin embargo, estos resultados
deben ser tratados con cautela, pues diversos estudios han constatado que no existe

asociacion entre los niveles elevados de MDA y una mayor mortalidad en pacientes con TCE

(120,121).
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1.6 Biomarcadores de neuroinflamacion

Uno de los principales fendmenos que integran la cascada bioquimica desencadenada como
consecuencia de un TCE grave es la reaccion neuroinflamatoria iniciada y regulada por un
conjunto de citoquinas, quimiocinas y moléculas asociadas a dafio celular (DAMPs, del

inglés “Damage-Associated Molecular Patterns”) liberadas por la microglia.

Tras el TCE, las células de la microglia en reposo se activan expresando el fenotipo M1 o
M2. La microglia M1 libera multiples citoquinas proinflamatorias, lo que provoca dafio
celulary exacerbacién de la lesidn cerebral. Sin embargo, la microglia M2 secreta citoquinas
antiinflamatorias y factores de crecimiento que contribuyen a la reparacion de los tejidos

(figura 3).

= \ ==
a

Microglia en reposo

Neurotoxicidad Neuroproteccion
Pro-inflamacion: Anti-inflamacién:
TNFa, IL-1B, IL-6, IL-4, IL-10, NGF,

IL-8, IL-18, NO, IFNy TGFB, BDNF

Figura 3. Activacién microglial tras un accidente cerebrovascular o lesién cerebral traumatica.

ACV: Accidente Cerebrovascular, TCE: Traumatismo Craneoencefalico (Adaptado de Shi et al.) (122).
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Las citoquinas son proteinas de vida media corta, producidas por los linfocitos y células
gliales. Se liberan rdpidamente en respuesta al TCE, y su perfil de expresion varia en funcién
del tejido o fluido analizado, asi como del perfil temporal (123). Tanto estudios de
investigaciéon en modelos animales, como epidemiolégicos en pacientes con TCE grave, han
demostrado una alteracion en los perfiles de produccién de citoquinas tales como IL-1, IL-

6, IL-8 e IL-10, entre otras (124-127).

1.6.1 Interleuquina -1

La IL-1, una citoquina con propiedades proinflamatorias, es uno de los biomarcadores mas
estudiados en el TCE. Su liberacién estd mediada por TNF-a y se ha visto que juega un papel
determinante en la patogénesis de gran cantidad de enfermedades neuroldgicas debido a

sus efectos neurotdxicos. Se conocen tres formas: IL-1a, IL-1B e IL-1RA.

Tras un TCE, IL-1 es rapidamente liberada por la activacién de la microglia y astrocitos,
estimulando asi la produccién de proteinas de fase aguda (128) y desencadenando un

estado proinflamatorio y de riesgo de muerte neuronal (129).

Son muchos los trabajos que han demostrado que un incremento en los niveles de IL-1 se
asocian con un peor prondstico en el TCE (130,131). Ademads, diversos estudios han
establecido que IL-1 es un marcador precoz de gravedad debido a que sus propiedades
proinflamatorias se acentuan en la fase aguda de la respuesta jugando un papel crucial en
el comienzo y refuerzo de dicha respuesta inflamatoria (132). Concretamente, los niveles

de IL-1PB son detectables desde la primera hora en el lugar de la lesién (133,134).

IL-1B es producida como una pre-proteina por macréfagos activados. Su forma activa surge

por protedlisis por accion de la caspasa 1. La microglia es la principal fuente de producciéon
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de IL-1B y entre sus funciones destaca por ser un mediador importante de la respuesta
inflamatoria y por estimular la proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular (135). Tras
una lesién cerebral, se ha visto que la liberacién de IL-1f por las neuronas desempefia un
papel importante en la respuesta inflamatoria, asi como en la activacién y reclutamiento de

células inmunitarias (136).

1.6.2 Interleuquina -8

La IL-8 es una citoquina de naturaleza proinflamatoria que se incluye dentro de la familia
de las quimiocinas. Actla como factor quimiotactico para los leucocitos, fundamentalmente
neutrdfilos, y es considerada junto con la IL-6, como una de las principales citoquinas
implicadas en la fisiopatologia del TCE grave (137). Un incremento en los niveles de IL-8 en
pacientes con TCE grave se ha asociado con un mal prondstico (124,137), asi como con la
puntuacién en la escala de gravedad de GCS, APACHE y edad del paciente (138). Sin
embargo, estos resultados deben ser tomados con cautela, pues otros autores no han
encontrado relacidén alguna entre los niveles de IL-8 y el pronéstico tras el TCE (139,140). El
motivo de estos resultados contradictorios puede estar relacionado con la presencia de
lesiones multiples tras el TCE. Seekamp et al. encontraron niveles disminuidos de IL-8 en
pacientes con TCE aislado y niveles elevados en pacientes con lesiones traumaticas
multiples, lo que sugiere que el aumento sérico de IL-8 en pacientes con TCE no esta

Unicamente relegado al parénquima cerebral (141).

1.6.3 Interleuquina -10

La IL-10, es una de las principales citoquinas antiinflamatorias. Su mecanismo de accidn se

basa en su capacidad para inhibir la produccién de ciertas citoquinas proinflamatorias en
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macrofagos y monocitos (IL-1, TNF-a e IL-6, entre otras) ademas de reducir su sintesis como
consecuencia de la supresion de la expresidn de receptores de citoquinas proinflamatorias

en el SNC (142).

Tras un TCE grave se produce un aumento de los niveles de IL-10 con el objetivo de reducir
y contrarrestar las consecuencias de la reaccidn inflamatoria aguda. Son varios los estudios
gue han demostrado una relacién entre los niveles de IL-10 y el nivel de gravedad del TCE,

asi como la mortalidad a corto y largo plazo (143,144).

1.7 Vulnerabilidad genética del traumatismo craneoencefalico:

Apolipoproteina E

Tras una lesion cerebral traumatica, los factores genéticos pueden determinar la gravedad
de las lesiones, la capacidad de recuperacién y la evolucién. Hoy en dia, son varios los genes
que se postulan en relacion con el TCE. El mas estudiado de ellos es el gen de la
Apolipoproteina E o gen APOE, mas conocido por su papel en la aparicion y curso de la

Enfermedad de Alzheimer (EA) (145,146).

La Apolipoproteina E (ApoE) es una glicoproteina polimorfica perteneciente a la familia de
las apolipoproteinas, que se localiza principalmente en el higado, aunque también se

expresa ampliamente en el SNC, concretamente en astrocitos y microglia (147).

ApoE es el componente mayoritario de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs, del
inglés “Very low density lipoproteins”), las cuales juegan un papel esencial en el

mantenimiento de los niveles de colesterol en sangre. Pero, ademas, interviene en el
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mantenimiento de la integridad estructural y funcional de las neuronas tras una lesién

cerebral (148,149).

La proteina tiene tres isoformas, E2, E3 y E4, codificadas por los alelos €2, €3 y €4 en el brazo
largo del cromosoma 19 y tienen una prevalencia respectiva del 7%, 78% y 15% en la

poblacidn, aunque estas tasas pueden variar significativamente segun la etnia (150).

El mecanismo a través del cual ApoE influye en la recuperacién después de un TCE no se
comprende completamente; sin embargo, se ha postulado que ApoE esta involucrada en
diferentes mecanismos como son el mantenimiento y la reparacién de la membrana celular,
la formacién de sinapsis, el mantenimiento del citoesqueleto neuronal y la transmisidon

sindptica, la homeostasis intracelular del calcio y la mediacién del estrés oxidativo (151).

En 1995, el grupo de Mayeux et al. sugirié una posible relacién entre el genotipo de APOE,
la EA y el dafio cerebral producido tras un TCE. Establecieron que dicha asociacién podria
contribuir a la patogénesis de la enfermedad y, por tanto, a un aumento del riesgo de
padecerla, pero sélo en aquellos pacientes que presentaban el alelo €4 de APOE (152). A
partir de ese momento, fueron numerosos estudios los que ratificaron que la isoforma €4
se relacionaba con un mayor riesgo de padecer enfermedades caracterizadas por una
situacion de estrés oxidativo y proinflamacién, como es el caso de la EA (153). En relacién
con el TCE, se ha puesto de manifiesto que la presencia del alelo €4 se asocia con un peor
prondstico, una menor respuesta al tratamiento con terapias antioxidantes y una mayor

mortalidad (154).
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1.8 Estrategias antioxidantes y antiinflamatorias en el traumatismo

craneoencefalico: La melatonina

Como ya hemos visto, el estrés oxidativo y la neuroinflamacidn son dos de los multiples
mecanismos patogénicos desencadenados en el TCE. Son varios los estudios que han
establecido una estrecha relacién entre el estrés oxidativo, la neuroinflamacién y la
patogénesis del TCE. Sin embargo, los resultados obtenidos en relacion a la administracion
de agentes antioxidantes y antiinflamatorios como estrategia terapéutica siguen siendo
contradictorios (155). Entre las diferentes terapias estudiadas se encuentra la melatonina
(MLT), una hormona secretada por la glandula pineal que destaca por su capacidad
neutralizadora de radicales libres y su actividad reguladora sobre la produccién de

citoquinas inflamatorias.

La MLT tiene una actividad pleiotrépica debido a la gran versatilidad funcional que posee,
entre sus principales mecanismos destacan: su capacidad antioxidante al actuar como un
neutralizador directo de radicales libres, estimular la actividad de enzimas antioxidantes
(156-158), mejora la funcion mitocondrial al aumentar el transporte de electrones y la
funcién de los complejos | y IV; y disminuir el dafio oxidativo mitocondrial directo (159,160),
modula los efectos de los neurotransmisores excitatorios actuando sobre la excitotoxicidad
(161), ejerce un papel inmunomodulador mediante la regulacién de citoquinas (162,163), e
inhibe la apoptosis como consecuencia de todos estos mecanismos (164,165). Ademas, sus
propiedades lipofilas le permiten atravesar facilmente la BHE y alcanzar compartimentos
intracelulares donde actia como un agente neuroprotector, efecto que ha sido demostrado

en varios modelos animales de dafio neuroldgico (166-168).
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Una reciente revisién del grupo de Barlow et al. sobre la utilidad de la MLT en el TCE, reveld
gue esta molécula ejerce un efecto favorable sobre el estado neuroldgico y cognitivo, y
ademads disminuye el tamafio de la lesién traumatica, el edema cerebral y los fenédmenos
de estrés oxidativo (169). Estos hallazgos demuestran que la MLT es una buena estrategia
terapéutica para mejorar el resultado funcional y patolégico de aquellos pacientes que han

sufrido un TCE.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS

El TCE desencadena una serie de cascadas bioquimicas como consecuencia de la pérdida de
homeostasis cerebral, las cuales ocasionan estrés oxidativo e inflamacion, favoreciendo la
lesion cerebral. La determinacion de marcadores de lesidn cerebral, estrés oxidativo e
inflamacién en sangre periférica constituye una herramienta con capacidad pronéstica a
corto/medio plazo en los pacientes que sufren un TCE grave o potencialmente grave. A su
vez, la produccién in vitro de marcadores de estrés oxidativo e inflamacion por parte de
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de dichos pacientes puede regularse

mediante la administracion de MLT.

2.2 OBJETIVOS

Principal:

1. Evaluar la utilidad de la determinacién de diferentes marcadores clinicos y
bioquimicos en la valoracion del prondstico en pacientes que sufren un TCE grave o
potencialmente grave, asi como valorar su modulacion mediante una intervencién
in vitro sobre PBMCs tras la aplicaciéon de MLT.

Secundarios:

1. Analizar la capacidad prondstica de las proteinas de dafo cerebral S100B y NSE en
suero de pacientes con TCE grave o potencialmente grave.

2. Valorar el nivel de estrés oxidativo en pacientes con TCE grave o potencialmente
grave mediante la cuantificacion de CAT, MDA y ApoE y su posible relacién con el
prondstico del paciente.

3. Evaluar los niveles de citoquinas pro- y anti-inflamatorias (IL-1B, IL-8 e IL-10) en

pacientes con TCE grave y su papel como biomarcadores de gravedad.
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I1l. METODOLOGIA
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3.1 Tipo de estudio

3.1.1 Estudio observacional

Se llevé a cabo un primer estudio observacional, con seguimiento longitudinal y de caracter
prospectivo, desarrollado en la Unidad de Neurocriticos del Hospital de Rehabilitacion y
Traumatologia (HRT) del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, entre junio de
2010 y noviembre de 2014. En este estudio se evalué la utilidad de diferentes marcadores

prondsticos de mortalidad en pacientes con TCE grave o potencialmente grave.

3.1.2 Ensayo in vitro

Posteriormente, se realiz6 un segundo estudio observacional analitico, con seguimiento
longitudinal y de caracter prospectivo, desarrollado en la Unidad de Neurocriticos del
Hospital de Rehabilitacidon y Traumatologia del Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla, entre abril de 2017 y abril de 2019. En este estudio se evalud el papel de la MLT
como farmaco modulador de la respuesta oxidativa e inflamatoria tras su administracién in

vitro sobre PBMCs de pacientes con TCE grave o potencialmente grave.

3.2 Unidad de estudio y localizacion

Los presentes estudios han sido realizados en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla, complejo hospitalario gestionado por el Servicio Andaluz de Salud y constituido por
4 centros hospitalarios (Hospital General, Hospital de Rehabilitacién y Traumatologia,

Hospital Materno-Infantil y Hospital Duques del Infantado).
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EI HRT es uno de los principales centros de referencia para la patologia neurotraumatolégica
existentes en Espafia. En él estd ubicada la Unidad de Cuidados Intensivos Neuroquirurgicos,
formada por 22 camas y dividida en dos subunidades clinicas: en una de ellas se atienden a
pacientes con TCE grave y grandes quemados; y en la otra, a pacientes politraumatizados,

traumatismos raquimedulares, patologia neuroquirdrgica y neurovascular.

Ademas, el Hospital Universitario Virgen del Rocio también integra el Instituto de
Biomedicina de Sevilla (IBiS), centro de investigacion biomédica que permite a los
profesionales clinicos dirigir y participar en proyectos competitivos de investigacién. En
dicho centro se encuentra el Laboratorio de Neurocriticos, el cual se haya adscrito a la
Unidad de Cuidados Intensivos Neuroquirurgicos y lleva a cabo diversos proyectos de

investigacién como los desarrollados en este trabajo.

3.3 Diseiio del estudio y recogida de datos
3.3.1 Criterios de inclusion

Pacientes que sufrieron un TCE grave o potencialmente grave y que cumplieron los

siguientes criterios:

1. Pacientes mayores de 18 afios.

2. Puntuacién en la GCS igual o inferior a 8 en el momento del ingreso y tras
resucitacion hemodinamica, y/o que presentando un GCS superior a 8 en el
momento del ingreso, el paciente sufra un empeoramiento en su evolucién y
requiera ingreso en UCI como consecuencia del TCE.

3. Extraccién de la primera muestra de suero dentro de las primeras 6 horas post-

traumatismo.
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4. Obtencion de muestras sanguineas no hemolizadas para la realizacién del presente

estudio.

Presencia de estabilidad hemodindmica, con una presién arterial media > 75 mm Hg,
con o sin apoyo de drogas vasoactivas.

Que el representante legal autorizara y firmara el consentimiento informado para la

inclusion del paciente en el estudio.

3.3.2 Criterios de exclusidn

Basados en los siguientes puntos:

1. Pacientes embarazadas.

Pacientes con historia médica de abusos de alcohol u otras drogas.

Parada cardiorrespiratoria tras el TCE.

Insuficiencia renal crénica o aguda tras el TCE.

Politraumatizado multiple con una puntuacion en la escala AIS > 2 en dos érganos
diferentes del cerebro.

Presencia de antecedentes en la historia médica del paciente de algln tipo de lesion
histolégica compatible con melanoma.

Presencia de antecedentes en la historia médica del paciente de otras patologias

previas a nivel del SNC que pudieran interferir en la evaluacién del resultado final.
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3.4 Variables de estudio

La informacion recopilada para los estudios fue la siguiente:

3.4.1 Variables demograficas

- Edad expresada en afios

- Sexo

3.4.2 Variables clinicas

- Nivel de consciencia: evaluada mediante la escala GCS [Tabla 2].

- Examen pupilar: al ingreso, evaluando el tamafo, simetria y reactividad a la luz de
ambas pupilas. Las alteraciones fotomotoras fueron catalogadas como: respuesta
conservada (isocoria) y respuesta no conservada (anisocoria y midriasis bilateral
arreactiva).

- Existencia de hipotension prehospitalaria: definida como una presién arterial
sistélica < 90 mm Hg.

- Existencia de hipoxia prehospitalaria: definida como una saturacion periférica de
oxigeno (Sa02%) < 90%.

- Presencia de sepsis de origen infeccioso y de inicio precoz (durante los primeros
cuatro dias de ingreso).

- Presencia de SIRS (del inglés, “Systemic Inflammatory Response Syndrome”).

- Resultados de la TAC: clasificados segun la escala TCDB [Tabla 1].

- Presencia de lesiones extracraneales: la gravedad de las lesiones extracraneales fue
estimada en funcidn de la ISS.

- Supervivencia de los pacientes a la salida de UCl y a los 6 meses post-traumatismo.

59
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

3.4.3 Manejo clinico y tratamiento de los pacientes

Todos los pacientes fueron tratados siguiendo las guias de practica clinica de la
Brain Trauma Foundation, asi como mediante los protocolos de manejo de la propia Unidad

de Neurotrauma (170,171).

3.4.4 Recogida y procesamiento de muestras

- Estudio observacional

Para el primer estudio, se extrajeron dos tubos BD VACUTAINER® para suero con gel
separador (Becton Dickinson®) de 4 mL para la extraccion de suero, tan pronto como fue
posible en el momento del ingreso, aceptando un periodo ventana de 6 horas desde el
momento del traumatismo. También se recogieron muestras a las 24 y 48 horas tras esa

primera extraccion.

Una vez extraidas las muestras, éstas eran enviadas al laboratorio para proceder a su
centrifugacién a 3.500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, el suero fue alicuotado en
criotubos debidamente identificados y congelados en ultracongeladores de -802C hasta el

momento de su analisis.

- Ensayo in vitro

Para el segundo estudio, se realizaron dos extracciones sanguineas por cada paciente: una
en las primeras 48 horas de evolucién, y una segunda extraccién en las siguientes 48 horas
(hasta las 96 horas del traumatismo). En cada extracciéon se tomaron un tubo BD
VACUTAINER® con EDTA K2 para determinacion de genotipo de APOE y dos tubos

VACUTAINER® CPT™ de 8 mL para el aislamiento de PBMCs.
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Una vez extraidas las muestras, éstas eran recogidas y llevadas en mano al laboratorio.
Respecto al protocolo de aislamiento de PBMCs, se procedié de la siguiente forma: los tubos
VACUTAINER® CPT™ contienen un anticoagulante (heparina de sodio) y un medio de
separacién de células consistente en un gel y un liquido de gradiente de densidad (ficoll). El
CPT permite en un solo paso la separacion de PBMCs centrifugdndolos durante 20 minutos
a 3.000 rpm. Durante la centrifugacién, las PBMCs, por su menor densidad, se trasladan
desde el plasma y se suspenden en el liquido gradiente de densidad por encima del gel, el
cual forma una barrera estable e impermeable a los eritrocitos y los neutroéfilos, los cuales
se depositan en el fondo del tubo. Se recuperaron las PBMCs de la interfase por aspiracion
y se lavaron dos veces con tampdn fosfato salino (PBS, del inglés “Phosphate-Buffered
Saline”). Tras eliminar el sobrenadante, se resuspendieron las células en 3 mL de PBS y se

procedid al recuento de células en cdmara de Neubauer.

Para la preparacién de los cultivos celulares, se trabajé a una concentraciéon de un millén de
células/mL a partir de las células extraidas de los CPT. Las células se incubaron con medio
RPMI completo (RPMI 1640, L-glutamina, penicilina, estreptomicina y HEPES; Lonza
Bioscience®), y suero fetal bobino al 10% en placas de 6, 24 o 48 pocillos segiin volumen de
cultivo (Biolite Multidish Thermo Fisher Scientific’). Para la estimulacién de los cultivos se
aplicé fitohemaglutinina (PHA) como agente mitogénico, a una concentracién de 8 pug/mL,
en presencia o ausencia de MLT a una concentracién de 103 M. Se empleé dimetilsulféxido
como agente vehiculo (estos tres ultimos reactivos fueron de Sigma-Aldrich®, Dorset; UK).
Los cultivos se llevaron a cabo en atmésfera himeda, con COz al 5%y 372C. Para la medicién
de la produccién de marcadores de estrés oxidativo los cultivos se incubaron durante 24

horas, mientras que para la determinacién de citoquinas se incubaron 48 horas.
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Transcurrido ese tiempo, se recogid el contenido de cada pocillo en tubos Eppendorf®, los
cuales se centrifugaron a 1.500 rpm 5 minutos. A continuacién, se pasaron los
sobrenadantes a nuevos tubos Eppendorf® y se congelaron a -802C hasta su posterior

manipulacién.

3.4.5 Variables analiticas

- Proteina S100B

Cuantificacion mediante técnica de electroquimioluminiscencia (ECLIA, Elecsys 2010
Inmunoassay Systems, Roche Diagnostics®) que permite la determinacidn cuantitativa in
vitro de S100B en suero humano. Este test sigue una técnica tipo sandwich con una primera
incubacién con un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-S100B y un anticuerpo
monoclonal anti-S100B marcado con quelato de rutenio para formar el complejo sdndwich;
y una segunda incubacidon con microparticulas recubiertas de estreptavidina en la que el
complejo formado se fija a la fase sélida por interaccidn entre la biotina y la estreptavidina.
La mezcla de reaccidn es trasladada a una célula de medida donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan
posteriormente. Al aplicar una corriente eléctrica controlada se produce una reaccion
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados
se determinan mediante una curva de calibracion generada especificamente para el
instrumento a partir de una calibracién a 2 puntos y una curva master suministrada a través
del cddigo de barras del reactivo utilizado. La duracién total de la técnica es de 18 minutos

y requiere un volumen de muestra de 20 pL.
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El intervalo de medicion es de 0,005-39 pg/L y el limite de deteccidn inferior es de <0,005
ug/L. Los valores inferiores al limite de deteccidn se indicaron como <0,005 pg/L y los
superiores habrian sido diluidos con calibrador Elecsys S100 Call o bien con suero negativo
para S100 hasta obtener un valor cuantitativo, pero en ningln caso fue necesario. Los
estudios de repetitividad y precisidon intermedia de la técnica muestran una desviacién

estandar <0,056 pg/Ly un coeficiente de variacién <2,8%.

- Enolasa neuroespecifica

Cuantificacion mediante técnica de electroquimioluminiscencia (ECLIA, Elecsys 2010
Inmunoassay Systems, Roche Diagnostics®) que permite la determinacidn cuantitativa de
NSE en suero humano. El principio de la técnica se basa en una metodologia tipo sandwich
la cual tiene una primera incubacién con un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-NSE y
un anticuerpo monoclonal anti-NSE marcado con quelato de rutenio para formar el
complejo sandwich; y una segunda incubacidn con microparticulas recubiertas de
estreptavidina en la que el complejo formado se fija a la fase sélida por interaccién entre la
biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccidn es trasladada a una célula de medida
donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los
elementos no fijados se eliminan posteriormente. Al aplicar una corriente eléctrica
controlada se produce una reaccidon quimioluminiscente cuya emisién de luz se mide con
un fotomultiplicador. Los resultados se determinan mediante una curva de calibracidn
generada especificamente para el instrumento a partir de una calibracién a 2 puntos y una
curva master suministrada a través del cddigo de barras del reactivo utilizado. La duracion

total de la técnica es de 18 minutos y requiere un volumen de muestra de 20 pL.
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Elintervalo de medicidn es de 0,050-370 ng/mLYy el limite de deteccidn inferior es de <0,050
ng/mL. Los valores inferiores al limite de deteccidn se indicaron como <0,050 ng/mL y los
superiores habrian sido diluidos con Diluent NSE hasta obtener un valor cuantitativo, pero
en ningun caso fue necesario. Los estudios de repetitividad y precisidon intermedia de la

técnica muestran una desviacion estandar <3,87 pg/L y un coeficiente de variacion <4,4%.

- Capacidad antioxidante total

Cuantificacién mediante técnica de absorbancia: OxiSelect™ Total Antioxidant Capacity
Assay kit (Cell Biolabs®, Inc). Los reactivos que incluye la técnica son: un tampdn de
reaccion, un reactivo de iones de cobre y una solucidn de parada. El principio de la técnica
se basa en una comparacidn de las muestras frente a unas concentraciones conocidas de
acido Urico. Se emplearon 20 uL de muestra y se afiadieron 180 pL de tampdn de reaccion.
Sobre esta mezcla se afladieron 50 uL de reactivo de iones de cobre y se dejé incubando 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se pard la reaccion con 50 L de solucién
de parada y se cuantifico la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. En presencia de
antioxidantes, el cobre en forma oxidada (Cu?*) se reduce a Cu* y éste Ultimo se une al
cromodgeno presente en la mezcla de reaccién absorbiendo luz a 490 nm. A partir de una
curva estandar se calculé la “concentracion equivalente de mM de acido urico” (UAE). Para
determinar la concentracidén “equivalente a los UM de reductores de cobre” (CRE), se
multiplicé el valor de UAE por 2.189 uM Cu?*/mM &cido Urico, ya que 1 mM de &cido urico
equivale a 2.189 uM de reductores de cobre. Asi, el valor de CRE es proporcional al poder
antioxidante o CAT de la muestra. Debido a que se trata de una técnica manual, el tiempo
empleado para su realizacion fue de aproximadamente tres horas. El rango establecido para

la curva estandar es 0-1 mM. No fue necesario llevar a cabo diluciones sobre las muestras
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de suero ni sobre los sobrenadantes de los cultivos celulares. Para el analisis de resultados
en sobrenadantes de cultivos PBMCs se emplearon aquellos que no fueron estimulados con

PHA.

- Malondihaldehido

Cuantificacién mediante técnica de absorbancia: OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA
Quantitation) (Cell Biolabs®, Inc). Los reactivos que incluye la técnica son: 4cido
tiobarbiturico (TBA), diluyente de acido tiobarbiturico, dodecilsulfato sédico como solucién
de lisis e hidréxido de sodio para ajustar el pH del reactivo de TBA. Se emplearon 100 pL de
muestra y se afiadieron 100 pL de solucién de lisis, dejando incubar durante cinco minutos
a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 150 plL de reactivo TBA y se dejé
incubar a 952C durante 45-60 minutos. Posteriormente, los tubos se dejaron enfriar en hielo
durante 5 minutos y se procedié a su centrifugacién a 3.000 rpm durante 15 minutos. Para
terminar, se transfirieron 200 uL de los sobrenadantes a una placa de 96 pocillos para
realizar una lectura de absorbancia a 532 nm, longitud de onda a la que el complejo formado
entre el MDA y el TBA absorbe luz. La concentracidn de MDA se calculd por extrapolacién a
partir de una curva estandar. Debido a que se trata de una técnica manual, el tiempo
empleado para su realizacion fue de aproximadamente cuatro horas. El rango establecido
para la curva estandar es 0-125 uM. No fue necesario llevar a cabo diluciones sobre las

muestras de suero.

- Interleuquinas -1beta, -8 y -10

La determinacién de la produccion de interleuquinas se realizé mediante técnica ELISA tipo

sandwich. Las tres determinaciones siguieron el mismo principio utilizando los reactivos de
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la casa comercial Thermo Fisher Scientific®. Dichos reactivos incluyen: anticuerpo de
captura, anticuerpo de deteccién biotinilado, streptavidina conjugada con peroxidasa y
tetrametil bencidina como sustrato. Para finalizar la reaccién se empled acido sulfurico. La
cuantificacion de la concentracién de interleuquinas en los sobrenadantes de cultivos de
PBMCs se realizd por extrapolacion a una curva estandar. Para el analisis de resultados en
sobrenadantes de cultivos de PBMCs se emplearon aquellos que fueron estimulados con
PHA y se normalizaron los valores de IL-1B, IL-8 e IL-10 mediante transformacion
logaritmica. Las caracteristicas especificas de la técnica ELISA para cada citoquina se

resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas analiticas de las técnicas de ELISA empleadas para la cuantificacién de

citoquinas.
IL-1B IL-8 IL-10
Sensibilidad (pg/mL) 2 2 2
Rango Curva estandar (pg/mL) 2-150 2-250 2-300
Dilucién de sobrenadantes con PHA 1/40 1/1.600 1/10

- Apolipoproteina E

Cuantificacion mediante técnica de ELISA tipo sandwich: Human Apolipoprotein E Elisa
development kit (Mabtech®). Los reactivos suministrados en la técnica son: anticuerpo de
captura, anticuerpo de deteccion biotinilado, estreptavidina conjugada con peroxidasa y
tetrametil bencidina como sustrato. Para finalizar la reaccién se empled acido sulfurico. La
concentracion de ApoE se calculd por extrapolacién a partir de una curva estandar,

siguiendo el protocolo establecido por los fabricantes. La sensibilidad de la técnica es de 0,1
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ng/mLy el rango establecido para la curva estandar es 0,1-10 ng/mL. Fue necesario realizar
una dilucion de 1/20.000 sobre las muestras de suero. Para el andlisis de resultados en
sobrenadantes de cultivos de PBMCs se emplearon aquellos que no fueron estimulados con

PHA.

Analisis de expresion génica de APOE

Deteccion y genotipado de los alelos de APOE mediante la tecnologia de reaccidn en cadena
de la polimerasa en tiempo real (Real-Time PCR) usando el equipo LightCycler 480 (Roche
Diagnostics®) y sondas especificas fluorescentes (TagMan® de Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific®). La fluorescencia emitida por cada fluoréforo fue proporcional a la
cantidad de producto especifico de ADN amplificado. De esta forma se pudo discriminar

entre los diferentes alelos de APOE (€2, €3 y €4) en sus formas homocigota y heterocigota.

3.5 Consideraciones éticas y legales

Los dos proyectos que constituyen el presente estudio fueron presentados al comité de
ética del Hospital Universitario Virgen del Rocio para su aprobacién previo al inicio de los
mismos. Para ello se generd una hoja de consentimiento informado especifica que fue
entregada a los familiares de los pacientes para la toma de decisiones a efectos de inclusién

en el estudio.

Se han seguido las recomendaciones para médicos en investigacidon bioquimica en las que
participan seres humanos, segun la Declaracidn de Helsinki (Adoptada en la 18 Asamblea
Médica Mundial en 1964 en Helsinki, Finlandia, revisada en la 29 Asamblea Médica Mundial

en 1975 en Tokio, Japdn y en la 35 Asamblea Médica Mundial en septiembre de 1989).
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3.5.1 Confidencialidad

Se ha mantenido la confidencialidad de los pacientes que formaron parte de este estudio.
Para ello se adjudicé a cada paciente un cddigo constituido por 3 digitos que corresponden

al niumero de orden de inclusion en el estudio.

3.5.2 Informacion al paciente/representante legal

Dado que muchos de los pacientes a incluir en el presente estudio presentaban un nivel de
consciencia insuficiente para poder ser informados, bien los pacientes o el/los
representante/s legal/es de los pacientes, fueron informados de forma oral y por escrito de
un modo comprensible, sobre los objetivos del mismo y los resultados que se pretendian
obtener, asi como que la participacidn en este estudio no conllevaba ningun tipo de riesgo

adicional.

Fue necesaria la autorizacidén escrita expresa, por ser un estudio en el que se obtuvieron
muestras bioldgicas extraordinarias para analisis, no incluidas entre las habituales de la

practica clinica diaria.

3.6 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé mediante el software estadistico: Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS®) (versidn 20.0, Chicago, IL, USA).

En primer lugar, se realizd una exploracién de los datos generando estadisticos de resumen
y representaciones graficas con el objetivo de identificar valores atipicos y caracterizar

diferencias entre subpoblaciones y/o grupos de casos.
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3.6.1 Analisis descriptivo

Las variables numéricas se expresaron como medias y desviaciones estandar (DE). En el caso
de que las distribuciones fueran muy asimétricas, se expresaron con medianas y percentiles
(P2sy P7s). Para las variables no numéricas se emplearon tablas de frecuencias y porcentajes.
La descripcion de la muestra se completd con distintas representaciones graficas segun el
tipo de informacién (cuantitativa o cualitativa). Ademas, para los diferentes estadisticos se

obtuvieron intervalos de confianza al 95%.

3.6.2 Analisis inferencial bivariante

Para evaluar la relacion entre dos variables cualitativas, se realizaron tablas de
contingencias y se aplicé el test de Chi-cuadrado, Chi- cuadrado con correcciéon de
continuidad o test exacto de Fisher (para tablas 2x2 poco pobladas) segun criterios de

aplicacidn.

Para analizar la relacién entre una variable cualitativa dicotémica y una variable cuantitativa
se empled la prueba de t de Student una vez validados los requisitos de aleatoriedad,
independencia, normalidad e igualdad de varianza. En el caso de no cumplirse el requisito
de normalidad, evaluado mediante la prueba de Shapiro-Wilk, se realizé |la prueba U de

Mann-Whitney.

En el caso de variables numéricas relacionadas, una vez comprobados los supuestos de
aleatoriedad, independencia de las observaciones, homocedasticidad y normalidad de las
distribuciones, se realizé el test de Wilcoxon en caso de evaluar dos variables, o el test de
Friedman si las variables eran mas de dos. Para la comparacion de variables numéricas no

relacionadas, se realizd la prueba ANOVA (andlisis de la varianza) o en su defecto el test de
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Kruskal-Wallis. En caso de encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes subgrupos se efectuaron pruebas de comparacion “a posteriori” (prueba de
Bonferroni o U de Mann-Whitney segun criterios de aplicacién) con el nivel de significacién

corregido.

Para comparar la informacidn de tipo cuantitativo en dos subgrupos de estudio se utilizé la
prueba de comparacién de medias t de Student o, en caso de que no cumplieran los
requisitos de aplicacidon de ésta, la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Para
analizar la relacién entre variables de tipo cualitativo, se elaboraron tablas de contingencia
y se aplicd la prueba de Chi-cuadrado o, en su caso, el test exacto de Fisher (tablas 2x2 poco

pobladas).

Todos los resultados obtenidos de estas pruebas de hipdtesis se presentaron con intervalos

de confianza al 95% para diferencias de medias o proporciones.

3.6.3 Analisis de supervivencia mediante regresion de Cox

La regresion de Cox o modelo de los riesgos proporcionales se utiliza para generar modelos
de tiempos de supervivencia para detectar relaciones existentes entre el riesgo que se
produce en un determinado individuo en el estudio y algunas variables independientes y/o

explicativas sobre la funcidon de riesgo, y por ello también sobre la funcién de supervivencia.

Tras un analisis univariante previo que identificé aquellas variables relacionadas con el
tiempo hasta que se produce la muerte, se establecieron diferentes modelos de
supervivencia multivariantes mediante regresiéon de Cox. De esta forma, se examind la
relacion entre el tiempo hasta que se produce la muerte y cada variable explicatoria,

controlado por el resto de las variables incluidas en el modelo.
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En el andlisis univariante previo al andlisis multivariante se ha considerado un nivel de
significacion de 0,15. Para las variables seleccionadas por el mismo se calcularon los hazard

ratio (HR) e intervalos de confianza al 95%.

3.6.4 Curvas ROC

La realizacién de curvas ROC (“Receiver Operating Characteristic”) permitié evaluar la
capacidad discriminativa del test diagndstico para clasificar a los individuos en uno de los
dos grupos en base al valor de una determinada variable. Para ello se obtuvo como
estadistico el area situada bajo la curva ROC (AUC, del inglés “Area Under the Curve”) y una

tabla con los puntos de coordenadas de dicha curva (falsos positivos y sensibilidad).

En todos los contrastes de hipodtesis se ha considerado un nivel de significacién de 0,05.
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IV. RESULTADOS
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4.1 Estudio observacional

4.1.1. Datos demograficos

Se incluyeron un total de 74 pacientes, con una edad comprendida entre los 16 y 81 afios,
siendo el promedio de ésta de 44,57 y la desviacién estandar de 18,56 afios. El 81,1% de los
pacientes fueron varones. En relacién con el mecanismo lesional, predominaron los
accidentes de trafico, seguido por las caidas. Los datos demograficos de estos pacientes se

encuentran recogidos en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio observacional.

IC: Intervalo de Confianza. DE: Desviacién Estandar.

Variables demograficas n (%) 1C95%
Edad (afios), media (DE) 44,57 (18,56) 40,54;48,74
Sexo
Hombres 60 (81,1) 61,60;89,20
Muijeres 14 (18,9) 10,80;28,40

Mecanismo lesional

Accidente de trafico 30 (40,5) 29,70;51,40

Caida 20 (27,0) 17,60;37,80

Atropello 11 (14,9) 8,10;24,30

Agresion 5(6,8) 1,40;12,20

Otros 8(10,8) 4,10;17,60
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4.1.2. Datos clinicos

En la tabla 6 se representan los datos clinicos de los pacientes incluidos en el estudio

observacional.

En relacion con las complicaciones prehospitalarias, se detectd la presencia de hipoxia e
hipotensién en un 16,2% de los pacientes en ambos casos. La complicacién por parada

cardiorrespiratoria no fue relevante, con tan solo un caso.

Al ingreso, el nivel de GCS expresado como valor mediano fue de 7 (P2s;P75 = 4;8) y el valor
de ISS fue de 29 (P25;P75 = 25;38). También se evaluaron las alteraciones fotomotoras,
observandose un 62,1% de pacientes con respuesta fotomotora conservada (pupilas
isocoricas) y un 37,9% con respuesta fotomotora no conservada (31,1% con anisocoria y

6,8% con midriasis bilateral arreactiva).

En relacidn a las lesiones extracraneales, constatamos que un 35,1% de los pacientes
sufrieron un TCE grave puro sin otras lesiones asociadas. Al analizar los hallazgos
radiolégicos, expresados mediante la escala TCDB, todos los pacientes presentaron
hallazgos patolégicos en la TAC, es decir, ningln paciente presenté una puntuacién de uno
en la TCDB. Se observd una clara predominancia de las lesiones tipo difusas
(43,2%, TCDB 1l) y de las lesiones tipo masa evacuada (35,1%). En 29 pacientes (39,2%)
fue preciso llevar a cabo procedimientos neuroquirdrgicos para la evacuacion de

hematomas intracraneales.

Se detectd la presencia de HTEC en 17 pacientes, correspondiendo al 23% de la muestra. La
presencia de SIRS se encontrd en un 35,1% de los pacientes y la aparicion de sepsis precoz

en un 24,3%.
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Para el seguimiento de los pacientes se valoré la supervivencia en dos puntos temporales:
a la salida de UCI (85,1%) y a los 6 meses desde el TCE (79,7%). Hay que destacar que de
aquellos pacientes que fallecieron a la salida de UCI, un 4,1% fue como consecuencia de

evolucion a muerte encefélica (ME).

Tabla 6. Datos clinicos de los pacientes reclutados. *En el momento del ingreso. **Pre-hospitalaria.
IC: Intervalo de Confianza. TCDB: Traumatic Coma Data Bank. GCS: Glasgow Coma Scale. ISS: Injury
Severity Score. TCE: Traumatismo Craneoencefdlico. HTEC: Hipertension Endocraneal.

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome.

Variables clinicas n (%) 1C95%
Escalas de gravedad
TCDB
| 0(0) 0;0
Il 32 (43,2) 31,9;54,2
Il 5 (6,8) 1,4;13,9
v 1(1,4) 0,0;4,2
Lesién evacuada quirdrgicamente 26 (35,1) 25,0;47,2
Lesidon no evacuada 8(10,8) 4,2;18,1
GCS*, mediana (Pzs; P7s) 7(4;8) 5,0;8,0
ISS*, mediana (P2s; P7s) 29 (25;38) 27,0;35,0
Superviviencia a la salida de UCI 63 (85,1) 77,0;93,2
Superviviencia a los 6 meses 59 (79,7) 70,3;89,2
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Valoracién clinica
Hipoxia** 12 (16,2) 8,1;24,3
Hipotension** 12 (16,2) 8,1;25,7
Respuesta fotomotora*
Conservada 46 (62,1) 51,4;73,0
No conservada 28 (37,9) 21,6;41,9
TCE puro 26 (35,1) 24,3;45,9
HTEC 17 (23,0) 13,5;32,4
Muerte encefalica 3(4,1) 0;9,5
Infeccién
SIRS 26 (35,1) 23,0;45,9
Sepsis 18 (24,3) 14,9;35,1
Intervenciones neuroquirirgicas 29 (39,2) 28,4;50,0

4.1.3. Datos analiticos

En la tabla 7 se representan los datos analiticos de los biomarcadores analizados en los

pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 7. Datos analiticos de los pacientes reclutados en el estudio. IC: Intervalo de Confianza.

NSE: Enolasa Neuroespecifica. CAT: Capacidad Antioxidante Total. MDA: Malondialdehido.

Variables analiticas Mediana (P2s; P7s) 1C95%
S100B (pg/L)
Al ingreso 0,304 (0,195;0,603) 0,258;0,370
A las 24 horas 0,229 (0,127;0,375) 0,181,0,301
A las 48 horas 0,142 (0,079;0,244) 0,116;0,175

NSE (ng/mL)

Al ingreso 13,30 (7,24;22,42) 8,42;17,26
A las 24 horas 9,71 (4,72;17,96) 7,25;13,15
A las 48 horas 6,88 (3,63;11,74) 4,97;9,30

CAT (mM CRE)

Al ingreso 0,772 (0,643;0,968) 0,723;0,859
A las 24 horas 0,777 (0,588;1,012) 0,698;0,864
A las 48 horas 0,880 (0,578;1,169) 0,754;1,022
MDA (uM)
Al ingreso 12,963 (6,895;21,004) 9,820;16,587
A las 24 horas 10,390 (7,347;16,822) 8,856;13,511
A las 48 horas 10,206 (6,289;16,787) 8,823;12,351
ApoE (ug/mL)
Al ingreso 35,50 (24,22;54,30) 29,17;45,00
A las 24 horas 36,92 (24,23;51,57) 30,32;40,68
A las 48 horas 36,98 (24,72;45,38) 31,85;40,23
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Cuando evaluamos el perfil temporal de los distintos biomarcadores, observamos una
disminucién de los niveles séricos de S100B desde el ingreso hasta las 48 horas. Lo mismo
ocurrié cuando se valoraron los niveles séricos de NSE. En ambos casos, se alcanzaron
diferencias significativas entre las muestras extraidas en el momento del ingreso y a las 24
horas (p=0,004, p=0,035; respectivamente), asi como entre el momento del ingreso y a las
48 horas (p<0,001, para ambos biomarcadores). Sin embargo, aunque si se observé una
tendencia en la disminucién de los niveles séricos de S100B y NSE entre las 24 y 48 horas,

estos no alcanzaron significacion estadistica (figuras 4 y 5).

1,5+

*

1,0

S100B (pg/L)

1 T

T T T
Alingreso 24 horas 48 horas

0

Perfil temporal

Figura 4. Diagrama de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de S100B.

* si p<0,05; **si p<0,01 y *** si p<0,001.
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Figura 5. Diagrama de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de NSE.

* si p<0,05 y *** si p<0,001. NSE: Enolasa Neuroespecifica.

En el caso de la CAT, MDA, y ApokE, los niveles séricos tendieron a mantenerse constantes a
lo largo del perfil temporal, por lo que no se objetivaron diferencias significativas

(figuras 6, 7y 8).
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Figura 6. Diagrama de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de CAT.

CAT: Capacidad Antioxidante Total.
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Figura 7. Diagrama de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de MDA.

MDA: Malondialdehido.
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Figura 8. Diagrama de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de ApoE.

4.1.4. Relacion entre las diferentes variables clinicas y analiticas y la supervivencia

Se analizaron las diferentes variables clinicas y analiticas de los pacientes en funcion de la

supervivencia a la salida de UCl y a los 6 meses tras el TCE grave.

- Evaluacion de la supervivencia a la salida de UCI

A la salida de UCI, y segun la escala de gravedad TCDB, se objetivd que los pacientes que
fallecieron tenian mayor presencia de lesiones intracraneales tipo masa (tanto evacuada
como no evacuada) en la TAC del ingreso. Ademas, se observd una mayor prevalencia de
pacientes con TCE puro, asi como la necesidad de intervencién neuroquirudrgica. También

destacd una prevalencia superior de sepsis. Estos resultados se reflejan en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los pacientes agrupados en funcidn de la supervivencia a la salida
de UCI. *En el momento del ingreso. **Pre-hospitalaria. IC: Intervalo de Confianza. DE: Desviacién
estandar. TCDB: Traumatic Coma Data Bank. GCS: Glasgow Coma Scale. |SS: Injury Severity Score.
TCE: Traumatismo Craneoencefdlico. HTEC: Hipertensién Endocraneal. SIRS: Systemic Inflammatory

Response Syndrome. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Sobrevive (n=63) Exitus (n=11)
n (%) 1C95% n (%) 1C95% p

Edad media (DE) 42,84 (18,58) |38,32;47,46 | 54,45 (15,74) |45,00;63,00 |0,369
Sexo 0,946

Hombre 51 (81,0) 69,80;90,50 |9 (81,8) 54,50;100

Mujer 12 (19,0) 9,50;30,20 2(18,2) 0;45,50
Escalas de gravedad
TCDB 0,014

Lesion tipo difusa 36 (57,1) 46,70;70,00 |2 (18,2) 0;45,50

Lesion tipo masa 25 (42,9) 30,00;53,30 |9(81,8) 54,50;100
GCS*, mediana (Ps;P+s) |7 (5;9) 6,00;8,00 6 (3;8) 3,00;8,00 0,080

ISS*, mediana (P2s;P7s) |29 (25;38) 27,00;35,00 |34 (27;50) 26,00;58,50 | 0,344

Valoracion clinica

Hipoxia** 11(17,5) 7,90;27,00 1(9,1) 0;27,30 0,680
Hipotensién** 10 (15,9) 7,90;25,40 2(18,2) 0;45,50 0,999
Respuesta fotomotora* 0,462
Conservada 41 (65,1) 54,00;77,80 |5 (45,5) 18,20;72,70
No conservada 26 (34,9) 17,50;39,70 6 (54,5) 18,20;74,30
TCE puro 18 (28,6) 17,50;39,70 |8(72,7) 45,50;99,80 |0,013
HTEC 15 (23,8) 14,30;34,90 |2 (18,2) 0,00;45,50 0,999
Infeccién
SIRS 20(31,7) 20,60;42,90 |6 (54,5) 27,30;81,80 |0,178
Sepsis 12 (19,0) 9,50;28,60 6 (54,5) 27,30;81,80 |0,020

Intervenciones

neuroquirtrgicas 21 (33,3) 22,20;46,00 8(72,7) 45,50;100 0,020
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En relacién a los biomarcadores evaluados, aquellos pacientes que fallecieron durante su
estancia en UCI presentaron mayores niveles de CAT a las 24 horas y a las 48 horas, asi como

de ApoE a las 48 horas (tabla 9).

Tabla 9. Resultados analiticos de los pacientes agrupados en funcién de la supervivencia a la salida
de UCI. IC: Intervalo de Confianza. NSE: Enolasa Neuroespecifica. CAT: Capacidad Antioxidante Total.

MDA: Malondialdehido. Los resultados significativos son resaltados en negrita.
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Sobrevive (n=63) Exitus (n=11)
Mediana (P2s; Pss) 1C95% Mediana (P2s; Ps) 1C95% P

S100B (pg/L)

Alingreso 0,295 (0,184,0,589) |0,256;0,379 |0,365 (0,229;1,152) |0,218;0,913 |0,432

Alas 24 horas |0,224 (0,121;0,357) |0,176;0,286 |0,334(0,170;1,050) |0,170;1,050 |0,165

Alas 48 horas |0,141 (0,078;0,225) |0,109;0,171 |0,346 (0,076;0,642) |0,090;0,609 |0,140

NSE (ng/mL)

Alingreso 13,70 (7,48;22,65) 8,75;18,77 |8,65 (6,20;21,40) 6,59;23,50 (0,699

Alas 24 horas |10,21 (4,44;17,40) 6,76;14,15 8,34 (5,67;24,10) 5,75;23,46 0,817

Alas 48 horas |6,63(3,58;10,34) 4,79;8,71 10,75 (3,41;16,63) 3,67;15,58 0,370

CAT (mM CRE)

Al ingreso 0,763 (0,602;0,933) |0,712;0,852 |0,909 (0,714;1,116) |0,699;1,086 |0,215

Alas 24 horas |0,768 (0,557;0,976) |0,665;0,829 |0,955 (0,809;1,493) |0,809;1,493 |0,027

Alas 48 horas |0,795(0,540;1,112) |0,725;0,952 |1,228(0,991;1,845) |0,959;2,017 |0,009

MDA (uM)

Alingreso 12,41 (6,89;18,84) 9,26;14,98 21,36 (8,66;30,92) 11,12;33,84 | 0,155

Alas 24 horas | 10,08 (7,36;16,24) 8,57;13,49 12,30 (5,43;12,30) 6,19;26,42 0,372

Alas 48 horas |10,70 (6,26;16,86) 9,11;12,62 8,03 (6,45;18,13) 6,10;21,69 0,550

ApoE (pg/mL)

Alingreso 35,96 (23,68;54,99) |28,50;44,50 |33,55(21,12;56,74) |14,97,64,40 |0,814

Alas 24 horas | 36,15 (24,72;52,45) |29,61;41,33 |39,59(22,99;49,28) |22,99;49,28 |0,713

Alas 48 horas | 35,44 (22,95;43,49) |29,27;39,09 |45,95(39,23;58,20) |40,05;59,26 |0,016
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Cuando analizamos el perfil temporal de cada biomarcador dentro de cada grupo,
observamos que los niveles séricos de S100B y NSE disminuian a lo largo del tiempo en
aquellos pacientes que sobrevivieron. Se alcanzaron diferencias significativas en el
descenso de niveles entre la muestra del ingreso y a las 24 horas (p=0,006, p=0,020,
respectivamente); y entre el ingreso y las 48 horas (p<0,001 para ambos biomarcadores).
Sin embargo, en el grupo de pacientes que fallecieron, los niveles séricos de S100B se
mantuvieron constantes a lo largo de todo el perfil temporal. Lo mismo ocurrié para los
niveles de NSE, aunque con una tendencia al aumento en los valores obtenidos a las 48

horas, sin alcanzar significacidn estadistica (figuras 9 y 10).

2,0 Perfil
temporal

. Jalingreso
124 horas
48 horas

.k
1,5

S100B (pg/L)
£
I
e
[
0 00

I I T

T T
Sobrevive Exitus

L0

Supervivencia ala salida de UCI

Figura 9. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de S100B en funcion

de la supervivencia a la salida de UCI. ** si p<0,01 y *** si p<0,001.
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Figura 10. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de los niveles séricos de NSE en funcidn

de la supervivencia a la salida de UCI. ** si p<0,01 y *** si p<0,001. NSE: Enolasa Neuroespecifica.

En cuanto a los niveles de CAT, MDA y ApoE, estos se mantuvieron constantes en los

pacientes que sobrevivieron; mientras que en los que fallecieron se observé una tendencia

al aumento de los niveles séricos de CAT y ApoE; y un descenso de los niveles de MDA, sin

alcanzar en ningun caso significacion estadistica (figuras 11, 12 y 13).
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Figura 11. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de CAT en funcidn de la supervivencia a

la salida de UCI. CAT: Capacidad Antioxidante Total.
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Figura 12. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de MDA en funcién de la supervivencia

a la salida de UCI. MDA: Malondialdehido.
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Figura 13. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de ApoE en funcion de la supervivencia

a la salida de UCI.

- Evaluacion de la supervivencia a los 6 meses

Cuando evaluamos la supervivencia a los 6 meses, se objetivé que aquellos pacientes que
fallecieron presentaban una edad superior. A su vez, y segun la escala de gravedad TCDB,
estos pacientes presentaron mayor proporcion de lesiones intracraneales tipo masa (tanto
evacuada como no evacuada) en la TAC del ingreso. Ademas, también destacé una mayor
prevalencia de TCE puro, sepsis, asi como la necesidad de intervencién neuroquirurgica.

Estos resultados se reflejan en la tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes agrupados en funcién de la supervivencia a los 6
meses desde el TCE. *En el momento del ingreso. **Pre-hospitalaria. IC: Intervalo de Confianza.
DE: Desviacion estandar. TCDB: Traumatic Coma Data Bank. GCS: Glasgow Coma Scale. 1SS: Injury
Severity Score. TCE: Traumatismo Craneoencefalico. HTEC: Hipertensién Endocraneal. SIRS: Systemic

Inflammatory Response Syndrome. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Sobrevive (n=59) Exitus (n=15)
n (%) 1C95% n (%) 1C95% P

Edad media (DE) 41,83 (18,51) |36,90;46,54 |55,33(14,89) |47,67;62,46 |0,011
Sexo 0,721

Hombre 47 (79,7) 69,50;89,80 |13(86,7) 66,70;100

Mujer 12 (20,3) 10,20;30,50 |2 (13,3) 0;33,30
Escalas de gravedad
TCDB 0,005

Lesion tipo difusa 35(61,4) 48,20;75,00 |3 (20) 0;40,00

Lesion tipo masa 22 (38,6) 25,00;51,80 |12 (80) 60,00;100
GCS*, mediana (Pzs; Ps) |7 (5;8) 6,00;8,00 6(3;9) 4,00;8,00 0,515

ISS*, mediana (Pas; Pys) 29 (25;38) 27,00;35,00 |30 (26;42) 27,00;42,00 | 0,490

Valoracion clinica

Hipoxia** 11 (18,6) 10,20;28,80 |1(6,7) 0;20,00 0,439
Hipotension** 10(16,9) 8,50;27,10 2 (13,3) 0,00;33,30 0,999
Respuesta fotomotora* 0,978
Conservada 37 (62,7) 49,20;74,60 |9 (60) 33,30;86,70
No conservada 22 (37,3) 18,60;42,40 |6 (40) 13,30;60,00
TCE puro 16 (27,1) 16,90;39,00 |10 (66,7) 40,00;86,70 0,004
HTEC 13 (22,0) 11,90;33,90 |4 (26,7) 6,70;53,30 0,736
Infeccidn
SIRS 19 (32,2) 20,60;44,10 |7 (46,7) 20,00;66,70 0,295
Sepsis 10(16,9) 8,50;27,10 8(533) 26,70;80,00 0,007

Intervenciones

neuroquirurgicas 19 (32,2) 20,30;44,10 |10 (66,7) 40,00;86,70 0,015
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En relacién a los biomarcadores, aquellos pacientes que fallecieron presentaron mayores

niveles de S100B y ApoE a las 48 horas, asi como de CAT al ingreso, a las 24 y 48 horas (tabla

11).

Tabla 11. Determinaciones analiticas de los pacientes agrupados en funcion de la supervivencia a

los 6 meses desde el TCE. Los resultados significativos son resaltados en negrita. NSE: Enolasa

Neuroespecifica, CAT: Capacidad Antioxidante Total, MDA: Malondialdehido.

Sobrevive (n=59) Exitus (n=15)
Mediana (P2s; Pss) 1C95% Mediana (Pzs; Pss) 1C95% p

S100B (pg/L)

Al ingreso 0,290 (0,181,0,595) |0,246;0,362 |0,404 (0,239;0,913) |0,239;0,913 |0,254

Alas 24 horas |0,216(0,199;0,370) |0,172;0,271 |0,311(0,190;0,588) |0,200;0,434 |0,128

Alas 48 horas |0,127(0,077;0,211) |0,104;0,165 |0,350(0,113;0,616) |0,166;0,609 |0,007

NSE (ng/mL)

Al ingreso 14,10 (7,54;23,44) |8,42;19,06 |10,18(6,01;18,62) |6,20;17,93 |0,414

Alas 24 horas |10,43 (4,43;18,54) 7,21;14,26 8,00 (5,67;16,48) 5,77;14,09 0,686

Alas 48 horas |6,63 (3,41;10,34) 4,88;8,96 8,51 (3,66;14,09) 3,70;12,72 |0,522

CAT (mM CRE)

Al ingreso 0,757 (0,598;0,922) |0,697;0,846 |1,002(0,759;1,167) |0,759;1,167 |0,032

Alas 24 horas |0,744(0,550;0,953) |0,652;0,829 |0,955 (0,809;1,390) |0,809;1,390 |0,008

Alas 48 horas | 0,787 (0,533;1,112) |0,720;0,950 |1,058 (0,959;1,477) |0,959;1,280 |0,014

MDA (pM)

Al ingreso 12,31 (6,76;18,82) |9,08;14,33 |20,60 (12,06;27,26) |12,99;26,52 |0,072

Alas 24 horas |9,97 (7,36;16,16) 8,45;13,51 |13,322(7,16;19,52) |9,89;18,19 |0,256

Alas 48 horas |11,10(6,19;16,86) 8,82;13,00 9,08 (6,84;16,55) 6,84012,63 |0,700

ApoE (pug/mL)

Al ingreso 35,50 (22,05;53,48) |28,23;43,15 |39,27(27,32;68,15) |27,38;66,90 |0,506

Alas 24 horas | 35,80 (24,73;52,45) |29,39;40,48 |40,12(22,98;49,28) |32,50;49,28 |0,528

Alas 48 horas |35,44(22,95;42,10) |28,26;38,44 |45,20(35,72;53,05) |36,78;51,69 |0,026
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En relacién al perfil temporal de los biomarcadores, observamos que los pacientes que

sobrevivieron presentaron un descenso de los niveles séricos de S100B y NSE a lo largo del

tiempo, alcanzdndose diferencias significativas entre la muestra del ingreso y a las 24 horas

(p=0,006, p=0,010, respectivamente); y entre el ingreso y las 48 horas (p<0,001 para ambos

biomarcadores). En el grupo de pacientes que fallecieron, observamos que los niveles

séricos de S100B y NSE se mantuvieron constantes a lo largo de todo el perfil temporal

(figuras 14 y 15).
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Figura 14. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de S100B en funcién de la supervivencia

a los 6 meses. ** si p<0,01y *** si p<0,001.
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Figura 15. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de NSE en funcién de la supervivencia a

los 6 meses. ** si p<0,01y *** si p<0,001. NSE: Enolasa Neuroespecifica.

Respecto a los niveles de CAT, MDA y ApoE, estos se mantuvieron constantes en los

pacientes que sobrevivieron; y, en los que fallecieron, se observé una tendencia al aumento

de los niveles séricos de CAT y ApoE; y un descenso de los niveles de MDA, sin alcanzar

significacion estadistica en ningun caso (figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de CAT en funcién de la supervivencia a

los 6 meses. CAT: Capacidad Antioxidante Total.
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Figura 17. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de MDA en funcién de la supervivencia

a los 6 meses. MDA: Malondialdehido.
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Figura 18. Diagramas de cajas y bigotes del perfil temporal de ApoE en funcién de la supervivencia

a los 6 meses.

4.1.5. Variables clinicas y analiticas candidatas para los modelos de supervivencia

El andlisis de regresidon multiple univariante para determinar qué variables presentaban
algin papel en la supervivencia y/o mortalidad de los pacientes reveld los siguientes

resultados:

Observamos que las siguientes variables clinicas aumentaban el riesgo de mortalidad a la
salida de UCI: presencia de lesidn tipo masa segun la TCDB, presencia de TCE puro, sepsis y
necesidad de intervencidn neuroquirurgica, siendo la presencia de TCE aislado la variable
con mayor HR. Respecto a los biomarcadores estudiados, encontramos que mayores niveles

de S100B y CAT a las 24 y 48 horas aumentaban el riesgo de mortalidad, destacando el HR

94
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

alcanzado por los valores de S100B a las 48 horas: por cada incremento de 1 pg/L, el HR

para evolucionar a muerte era de 60,047 (tablas 12 y 13).

Tabla 12. Analisis univariante de las variables clinicas que pueden influir en la supervivencia a la

salida de UCl tras un TCE. HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza. TCDB: Traumatic Coma Data

Bank. TCE: Traumatismo Craneoencefalico. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Variables clinicas HR 1C95% p
Edad 1,029 0,997;1,062 0,080
Sexo masculino 1,075 0,232;4,985 0,927
TCDB lesidn tipo masa 4,748 1,026;21,985 0,046
GCS 0,777 0,602;1,002 0,052
ISS 1,029 0,969;1,093 0,350
Hipoxia 1,971 0,252;15,418 0,518
Hipotension 1,008 0,218;4,673 0,992
Respuesta fotomotora no

1,784 0,543;5,861 0,341
conservada
TCE aislado 6,056 1,602;22,889 0,008
SIRS 2,064 0,628;6,790 0,233
Sepsis 3,457 0,861;13,881 0,080
Neurocirugia 3,699 0,980;13,965 0,054
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Tabla 13. Analisis univariante de las variables analiticas que pueden influir en la supervivencia a la

salida de UCl tras un TCE. HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza. CAT: Capacidad Antioxidante

Total. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Variables analiticas HR 1C95% P

S100B al ingreso 1,130 0,697;1,831 0,619
S100B 24 horas 2,217 0,759;6,477 0,146
S100B 48 horas 60,047 4,355;827,946 0,002
CAT al ingreso 2,841 0,381;21,179 0,308
CAT 24 horas 6,930 1,424;33,737 0,017
CAT 48 horas 3,848 1,458;10,157 0,006
ApoE al ingreso 0,993 0,965;1,022 0,642
ApoE 24 horas 1,005 0,977;1,034 0,737
ApoE 48 horas 1,014 0,994;1,034 0,179

En relacion a la supervivencia a los 6 meses, observamos que las variables clinicas de edad,

lesion tipo masa seglun la TCDB, presencia de TCE puro, necesidad de intervencion

neuroquirdrgica y presencia de sepsis aumentaban el riesgo de mortalidad, siendo la

presencia de lesion tipo masa la variable clinica con mayor HR. Cuando evaluamos los

biomarcadores, se objetivdé que mayores niveles séricos de S100B a las 48 horas, y niveles

séricos de CAT a las 24 y 48 horas, también aumentaban el riesgo de mortalidad.

Observamos que por cada incremento de 1 pg/L en los valores de S100B a las 48 horas, el

HR para evolucionar a muerte era de 235,394; mientras que, en el caso de los niveles de
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CAT, por cada incremento de 1 M CRE en sus valores a las 24 y 48 horas, el HR para

evolucionar a muerte era de 5,308 y 3,341; respectivamente (tablas 14 y 15).

Tabla 14. Analisis univariante de las variables clinicas que pueden influir en la supervivencia a los 6

meses desde el TCE. *En el momento del ingreso. HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza.

TCDB: Traumatic Coma Data Bank. TCE: Traumatismo Craneoencefalico. Los resultados significativos

son resaltados en negrita.

Variables clinicas HR 1C95% p
Edad 1,035 1,007;1,065 0,014
Sexo masculino 1,452 0,328;6,437 0,623
TCDB lesidn tipo masa 5,016 1,414;17,790 0,013
GCS 0,938 0,794;1,109 0,455
ISS 1,025 0,975;1,078 0,336
Hipoxia 1,239 0,280;5,493 0,778
Hipotension 2,839 0,373;21,592 0,313
Respuesta fotomotora no

1,201 0,427;3,374 0,728
conservada
TCE aislado 4,449 1,519;13,034 0,006
SIRS 1,711 0,620;4,722 0,300
Sepsis 4,746 1,426;15,797 0,011
Neurocirugia 3,494 1,193;10,236 0,023
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Tabla 15. Andlisis univariante de las variables analiticas que pueden influir en la supervivencia a los
6 meses desde el TCE. *En el momento del ingreso. HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza.

CAT: Capacidad Antioxidante Total. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Variables analiticas HR 1C95% p
S100B al ingreso 1,117 0,725;1,718 0,616
S100B 24 horas 2,430 0,895;6,597 0,082
S100B 48 horas 235,394 17,040;3251,740 <0,001
CAT al ingreso 3,678 0,818;16,543 0,090
CAT 24 horas 5,308 1,439;19,578 0,012
CAT 48 horas 3,341 1,375;8,117 0,008
ApoE al ingreso 1,010 0,990;1,030 0,319
ApoE 24 horas 1,005 0,982;1,030 0,662
ApoE 48 horas 1,014 0,996;1,032 0,134

4.1.6. Modelos de supervivencia en pacientes con traumatismo craneoencefalico grave

Las variables que alcanzaron un nivel de significacién p<0,15 en el andlisis univariante
fueron sometidas a andlisis multivariante. Las variables incluidas fueron: edad, presencia de
lesion tipo masa seguin la TCDB, puntuacion obtenida en la escala GCS, presencia de TCE
puro, necesidad de intervencidon neuroquirdrgica, presencia de sepsis, niveles séricos de
S100B a las 24 y 48 horas; niveles séricos de CAT al ingreso, a las 24 y 48 horas; y niveles

séricos de ApoE a las 48 horas.
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Para evaluar la supervivencia a la salida de UCI, las variables que permanecieron en el

modelo fueron los niveles séricos de S100B y CAT a las 48 horas, alcanzando el modelo un

AUC de 0,864 (tabla 16) (figura 19).

Tabla 16. Modelo de supervivencia para evaluar la supervivencia a

la salida de UCI.

HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza. AUC: Area Under the Curve. CAT: Capacidad

Antioxidante Total.

Variable HR 1C95% P AUC 1C95% p
S100B 48h | 65,05 |[4,27;992,11 0,003
Modelo 1 0,864 |0,761;0,967 <0,001
CAT 48h 4,74 1,34;16,78 0,016
1,0
0,8
- 05
2
2
s 0,4

Figura 19. Curva ROC que compara

T T
0,2 0,4 0,6

1- Especificidad

0,8

1,0

(S100B + CAT a las 48h) para predecir la supervivencia/mortalidad a la salida de UCI.

sensibilidad frente a especificidad del modelo
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Cuando evaluamos la supervivencia a los 6 meses desde el TCE, el modelo resultante fue el

mismo que a la salida de UCI con un AUC de 0,868 (tabla 17) (figura 20).

Tabla 17. Modelo de supervivencia para evaluar la mortalidad a los 6 meses desde el TCE.
HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza. AUC: Area Under the Curve. CAT: Capacidad

Antioxidante Total.

Variable HR 1C95% p AUC 1C95% p

S100B 48h [191,71 |15,11;2432,45 |<0,001
Modelo 1 0,868 |0,769;0,968 |<0,001
CAT48h  |[3,55 1,06;11,93 0,040

0,8+

Sensibilidad

0,4~

T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1- Especificidad

Figura 20. Curva ROC que compara sensibilidad frente a especificidad del primer modelo (S100B +

CAT a las 48h) evaluado para predecir la supervivencia/mortalidad a los 6 meses.

Puesto que al evaluar la supervivencia a los 6 meses se observé una influencia de la edad

en el resultado, decidimos explorar un segundo modelo que tuviera en cuenta dicha
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variable. En este caso, las variables que permanecieron en este segundo modelo fueron la
edad y los niveles séricos de S100B y CAT a las 24 horas, con un AUC de 0,801 (tabla 18)

(figura 21).

Tabla 18. Modelo de supervivencia para evaluar la mortalidad a los 6 meses desde el TCE.
HR: Hazard Ratio. IC: Intervalo de Confianza. AUC: Area Under the Curve. CAT: Capacidad

Antioxidante Total.

Variable HR 1C95% P AUC 1C95% p
Edad 1,04 1,00-1,07 0,030
Modelo2 |S100B 24h (4,05 1,51-10,89 0,006 0,801 |0,679-0,923 |0,001
CAT 24h 6,57 1,42-30,27 0,016
1,0
0,8+
- 067
s
=
s 0,4

g T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1- Especificidad

Figura 21. Curva ROC que compara sensibilidad frente a especificidad del segundo modelo (Edad +

S100B + CAT a las 24h) para predecir la supervivencia/mortalidad a los 6 meses.
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4.2 Ensayo in vitro

4.2.1 Datos demograficos

En esta segunda parte del estudio, se incluyeron un total de 35 pacientes, con una edad

comprendida entre los 18 y 83 afios, siendo el promedio de ésta de 49,94 y la desviacidén

estandar de 19,42 afios. El 80% de los pacientes fueron varones. En relacién con el

mecanismo lesional, predominaron los TCE como consecuencia de las caidas, seguido por

los accidentes de trafico. Los datos demograficos de estos pacientes se encuentran

recogidos en la tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos

IC: Intervalo de Confianza. DE: Desviacién Estandar.

en el ensayo in vitro.

Variables demograficas n (%) 1C95%
Edad (afos), media (DE) 49,94 (19,42) 43,09;56,28
Sexo
Hombres 28 (80,0) 65,7;94,3
Mujeres 7 (20,0) 5,7;34,3
Mecanismo lesional
Accidente de trafico 10 (31,3) 15,6;46,9
Caida 14 (43,8) 28,1;62,5
Atropello 2(6,3) 0,0;15,6
Agresion 3(9,4) 0,0;18,8
Otros 3(9,4) 0,0;21,9
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4.2.2 Datos clinicos

En la tabla 20 se representan los datos clinicos de los pacientes incluidos en el ensayo in

vitro.

En relacion con las complicaciones prehospitalarias, se detectd la presencia de hipoxia e
hipotensién en un 3,8% y 16,1%, respectivamente. Al ingreso, el nivel de GCS expresado
como valor mediano fue de 9 (P25;P75=3;12,8) y el valor de ISS fue de 23,50 (P2s;P75=16;25).
También se evaluaron las alteraciones fotomotoras, observandose un 75,9% de pacientes
con respuesta fotomotora conservada (pupilas isocdricas) y un 24,1% con respuesta
fotomotora no conservada (17,2% con anisocoria y 6,9% con midriasis bilateral arreactiva).
Ademas, se recogieron datos de PIC en 14 pacientes, detectandose la presencia de HTEC en

un 28,6% de los mismos.

Al analizar los hallazgos radioldgicos, expresados mediante la escala TCDB, todos los
pacientes presentaron hallazgos patoldgicos en la TAC, es decir, ningln paciente presentd
una puntuacién de uno en la TCDB. Se detectdé una clara predominancia de las lesiones tipo
difusas (48,6%, TCDB II) y de las lesiones tipo masa evacuada (28,6%). En 15 pacientes
(46,9%) fue preciso llevar a cabo intervenciones neuroquirdrgicas para proceder a la

evacuacion de hematomas intracraneales.

La supervivencia de los pacientes se evalué a la salida de UCl y a los 6 meses desde el TCE,

constatandose una supervivencia del 85,3% y del 75,8% respectivamente.
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Tabla 20. Datos clinicos de los pacientes

**Pre-hospitalaria. IC: Intervalo de

*En el momento del ingreso.

Traumatic

Coma Data Bank.

GCS: Glasgow Coma Scale. ISS: Injury Severity Score. HTEC: Hipertensidn Endocraneal.

Variables clinicas n (%) 1C95%
Escalas de gravedad
TCDB
[ 0(0) 0,0
Il 7 (48,6) 33,6;66,7
1l 1(2,9) 0,0;9,1
\% 0(0,0) 0,0;0,0
Lesidn evacuada quirdrgicamente 0(28,6) 15,2;45,5
Lesion no evacuada 5(14,3) 6,1;27,3
GCS*, mediana (P2s; P7s) 9 (6,3;12,8) 8,00;10,00
ISS*, mediana (P2s; P7s) 23,50 (16,25) |16,00;25,75
Supervivencia a la salida de UCI 29 (85,3) 73,5;97,0
Supervivencia a los 6 meses 5(75,8) 60,6;90,9
Valoracién clinica
Hipoxia** 1(3,8) 0,0;11,5
Hipotension** 5(16,1) 3,3;29,0
Respuesta fotomotora*
Conservada 22 (75,9) 58,7;89,7
No conservada 7(24,1) 3,5;31,0
HTEC 4(28,6) 7,1,50,0
Intervenciones neuroquirurgicas 5(46,9) 31,3;65,6
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4.2.3 Datos analiticos

- Evoluciéon temporal de los biomarcadores en sobrenadante de cultivos de PBMCs

En las tablas 21y 22 se representan los datos analiticos de los biomarcadores analizados en

sobrenadantes de cultivos de PBMCs de los pacientes incluidos en el estudio.

Observamos una disminucién de los niveles de IL-10 entre los resultados obtenidos en el
primer intervalo de tiempo (0-48 horas) y el segundo (48-96 horas), tanto en las muestras
estimuladas con el mitégeno (PHA) como en las suplementadas con MLT. En el resto de los

biomarcadores analizados no se objetivaron diferencias significativas en su perfil temporal.

Tabla 21. Datos analiticos de los biomarcadores analizados en sobrenadantes de cultivos de PBMCs
en funcion del perfil temporal y sin MLT. MLT: Melatonina, CAT: Capacidad Antioxidante Total, IC:

Intervalo de Confianza. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Sin MLT
Muestra A (0-48 horas) Muestra B (48-96 horas)
Mediana Mediana
1C95% 1C95% p
(P25, P75) (P25, P7s)

IL-1B (log10 pg/mL) | 2,86 (2,63;3,34) 2,75;3,25 3,02 (2,60;3,57) 2,65;3,25 0,521

IL-8 (log10 pg/mL) | 5,33 (5,22;5,48) 5,25;5,44 5,23 (5,08;5,39) 5,14;5,33 0,191

IL-10 (logl0 pg/mL) | 2,93 (2,75;3,09) | 2,86;3,02 |2,80(2,61;2,97) | 267,291 |0,045

174,81 175,46
CAT (1M CRE) 149,92;197,86 153,64;201,16 | 0,932
(139,88;228,32) (135,29;226,40)

ApoE (pg/mL) 1,61(0,41;4,20) | 0,77;2,70 | 1,65(0,74;4,37) | 0,99;2,56 |0,441
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Tabla 22. Datos analiticos de los biomarcadores analizados en sobrenadantes de cultivos de PBMCs

en funcién del perfil temporal y con MLT. MLT: Melatonina, CAT: Capacidad Antioxidante Total, IC:

Intervalo de Confianza. Los resultados significativos son resaltados en negrita.

Con MLT

Muestra A (0-48 horas)

Muestra B (48-96 horas)

Mediana Mediana
1C95% 1C95% p
(P25, P7s) (P25, P7s)
IL-1PB (log10 pg/mL) | 3,44 (3,21;3,59) 3,35;3,58 3,35(3,14;3,52) 3,18;3,44 0,080
IL-8 (log10 pg/mL) | 5,33 (5,20;5,44) 5,25;5,39 5,20 (5,01;5,37) 5,06;5,33 0,053
IL-10 (log10 pg/mL) | 2,89 (2,72;3,00) 2,81;2,98 2,62 (2,42;2,87) 2,52;2,79 0,005
258,59 268,53
CAT (1M CRE) 234,12;294,03 227,09;309,14 | 0,704
(222,64;325,95) (213,25;256,20)
ApoE (ug/mL) 1,07 (0,22;2,75) 0,54;1,52 1,05 (0,51;2,22) 0,59;1,89 0,751

4.2.4 La melatonina como modulador de inflamacion

Cuando analizamos el efecto de la MLT como posible modulador de la respuesta

inflamatoria en cultivos de PBMCs estimulados con PHA, observamos que provocaba un

aumento en la produccién de IL-1B (p<0,001 en ambas muestras) y una disminucion de

IL-10 en la segunda muestra (p<0,05).

produccion de IL-8.

No observamos efecto significativo sobre la

Los diagramas de cajas y bigotes de cada una de las citoquinas se representan en las figuras

22,23y 24.
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Figura 22. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de IL-1B en sobrenadantes de cultivos de

PBMCs en funcidn del efecto de la MLT. *** si p<0,001. MLT: Melatonina.
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Figura 23. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de IL-8 en sobrenadantes de cultivos de PBMCs

en funcién del efecto de la MLT. MLT: Melatonina.
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Figura 24. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de IL-10 en sobrenadantes de cultivos de PBMCs

en funcién del efecto de la MLT. * si p<0,05 y ** si p<0,01. MLT: Melatonina.

4.2.5 La melatonina como modulador del estrés oxidativo

Para evaluar los posibles efectos de la MLT sobre el estrés oxidativo celular, se cuantificaron

los niveles de CAT en sobrenadantes de PBMCs sin estimular con PHA.

Se objetivd un marcado incremento en los valores de CAT en los sobrenadantes de cultivos
de PBMCs tratados con MLT, alcanzando diferencias significativas en ambas muestras

(p<0,001) (figura 25).
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Figura 25. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de CAT en sobrenadantes de cultivos de PBMCs
en funcidn del efecto de la MLT. ***si p<0,001. CAT: Capacidad Antioxidante Total, MLT:

Melatonina.

4.2.6 Implicacion del genotipo de APOE

Se recogieron resultados de genotipo de APOE en 34 pacientes. Estos resultados se

muestran en la tabla 23.

Tabla 23. Distribucién del genotipo de APOE en nuestra poblaciéon de estudio.

n (%) 1C95%

€2/€3 3(8,6) 0,0;20,0

€3/€3 27 (80) 65,7;91,4

€3/€4 4 (11,4) 2,9;22,9
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- Efecto de la melatonina sobre el estrés oxidativo en cultivos de PBMCs segun el genotipo

de APOE

A continuacidn, se evalud la posible interaccién del genotipo de APOE en la respuesta
oxidativa a la MLT. Evaluamos el efecto del farmaco sobre la CAT en funcién del genotipo
(tablas 24 y 25), considerando el balance de CAT como el porcentaje (%) de incremento de

la CAT basal (sin MLT) tras la administracion de MLT.

Tabla 24. Efecto de la MLT sobre la CAT en funcidn del genotipo de APOE en el primer intervalo de

tiempo (0-48 horas). CAT: Capacidad Antioxidante Total, MLT: Melatonina, IC: Intervalo de

Confianza.
CAT (1M CRE) [Sin MLT] CAT (1M CRE) [Con MLT] Balance de CAT (%)
Mediana Mediana Mediana
1C95% 1C95% 1C95%
(P2s; Pys) (P2s; P7s) (P2s; P7s)
273,4 356,1 49,9
€2/€3 136,2;306,4 165,9;524,6 49,5;50,3
(136,2;306,4) (165,9;524,6) (49,5;50,3)
158,2 247,8 47,7
€3/€3 144,2;196,6 225,4;286,9 36,6;50,4
(138,7;216,2) (217,3;317,2) (30,3;60,7)
207,9 305,6 51,3
£€3/€4 174,9;266,7 262,9;354,4 35,1;71,3
(180,8;254,4) (270,6;352,6) (38,8;66,7)
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Tabla 25. Efecto de la MLT sobre la CAT en funcién del genotipo de APOE en el segundo intervalo

de tiempo (48-96 horas). CAT: Capacidad Antioxidante Total, MLT: Melatonina,

IC: Intervalo de Confianza.

CAT (1M CRE) [Sin MLT] CAT (1M CRE) [Con MLT] Balance de CAT (%)
Mediana Mediana Mediana
1C95% 1C95% 1C95%
(P2s; Ps) (P2s; P7s) (P2s; P7s)
234,6 364,2 67,6
€2/€3 191,6;319,0 334,8;515,6 63,02;72,1
(191,6;319,0) (334,8;515,6) (63,02;72,1)
165,2 232,8 49,8
€3/€3 136,7;181,2 213,9;293,3 39,7;61,5
(127,2;218,3) (209,7;321,5) (36,5;61,6)
178,6 323,2 52,5
€3/€4 169,8;336,5 253,9;427,6 46,2;59,8
(170,5;298,4) (263,5;409,3) (46,9;58,8)

En todos los casos constatamos que la MLT producia un incremento del balance de CAT en
menor o mayor medida en funcion del genotipo de APOE expresado. Observamos que los
pacientes con genotipo €3/€3 eran los que presentaban menores niveles de CAT, asi como
menor balance de CAT, pero en ningln caso se observaron diferencias estadisticamente

significativas (figura 26).
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Figura 26. Diagrama de cajas y bigotes del balance neto de CAT resultante del efecto de la MLT en
sobrenadantes de cultivos de PBMCs segin el genotipo de APOE en el primer

(0-48h) (A) y segundo (48-96h) (B) intervalo de tiempo. CAT: Capacidad Antioxidante Total.

Adicionalmente, cuantificamos los niveles de ApoE en sobrenadantes de cultivos de PBMCs
y observamos que existia una correlacién positiva entre los niveles de ApoE y de CAT. Tal
correlacidn alcanzaba significacidn estadistica en los sobrenadantes sin suplementar con
MLT en el segundo intervalo de tiempo (48-96 h) y en los sobrenadantes suplementados

con MLT en todo el perfil temporal (figuras 27-30).
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Figura 27. Diagrama de dispersion y andlisis de correlacion lineal mediante coeficiente Rho de

Spearman entre los niveles de ApoE y CAT en sobrenadantes de cultivos de PBMCs sin suplementar

con MLT en el primer intervalo de tiempo (0-48h).
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Figura 28. Diagrama de dispersion y andlisis de correlacion lineal mediante coeficiente Rho de

Spearman entre los niveles de ApoE y CAT en sobrenadantes de cultivos de PBMCs sin suplementar

con MLT en el segundo intervalo de tiempo (48-96h).
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Figura 29. Diagrama de dispersion y andlisis de correlacidn lineal mediante coeficiente Rho de

Spearman entre los niveles de ApoE y CAT en sobrenadantes de cultivos de PBMCs suplementados

con MLT en el primer intervalo de tiempo (0-48h).
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Figura 30. Diagrama de dispersion y andlisis de correlacidn lineal mediante coeficiente Rho de

Spearman entre los niveles de ApoE y CAT en sobrenadantes de cultivos de PBMCs suplementados

con MLT en el segundo intervalo de tiempo (48-96h).
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V. DISCUSION
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El presente estudio se disefid con el objetivo de evaluar la utilidad de diferentes marcadores
prondsticos de mortalidad en pacientes que sufren un TCE grave o potencialmente grave.
Nuestros hallazgos revelan que la determinacion sérica de la proteina S100B, asi como de
la CAT constituyen herramientas utiles para la prediccion de mortalidad a corto y medio
plazo tras un TCE. A su vez, hemos constatado que la produccion de CAT, asi como de una
serie de citoquinas implicadas en el proceso inflamatorio, por parte de PBMCs, pueden

regularse por la administracion in vitro de MLT.

A lo largo de las ultimas décadas se han desarrollado diversos estudios cientificos con el
objetivo de evaluar el papel de diferentes biomarcadores en el pronéstico de pacientes con
TCE grave. Como consecuencia de esta gran utilidad, estos biomarcadores también han
despertado interés desde el punto de vista terapéutico, ya que la modulacién de algunos
de ellos podria abrir nuevas lineas de investigacién en el tratamiento de pacientes con TCE
con el objetivo de mejorar su resultado funcional. Por lo tanto, el abanico de posibilidades
que puede ofrecer la busqueda de nuevos biomarcadores es muy amplio, pues podrian
utilizarse no sélo como predictores de mortalidad y gravedad clinica, sino también como
herramientas de ayuda en el diagndstico y evolucion, asi como en la efectividad del

tratamiento y la recuperacién tras un TCE.

5.1 Capacidad predictora de mortalidad de los biomarcadores de dano
cerebral y estrés oxidativo
En nuestro estudio observacional, hemos podido determinar que los pacientes que fallecen

tras sufrir un TCE grave o potencialmente grave presentan, en las primeras 48 horas tras el

trauma, unos niveles séricos elevados de S100B y CAT en comparacion con aquellos que
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sobreviven. Estos resultados de supervivencia fueron evaluados en dos puntos temporales,
a la salida de UCl y a los 6 meses desde el accidente, para valorar la mortalidad a corto y
medio plazo. Nuestros resultados coinciden con lo descrito en la bibliografia, pues varios
autores han constatado la utilidad de estos biomarcadores como factores predictores de

mortalidad (69,111).

La proteina S100B ha sido ampliamente validada como marcador de lesidn cerebral y
diversos estudios han mostrado una clara relacién de los niveles de este biomarcador con
la gravedad clinica y prondstico de los pacientes con TCE grave. Goyal et al. analizaron de
forma paralela los niveles de S100B en suero (n=80) y LCR (n=138) durante un periodo de
6 dias desde el TCE grave. Observaron que los niveles de S100B eran superiores en los
pacientes con TCE grave respecto al grupo control, y tras evaluar su valor prondstico en la
supervivencia a los 6 meses, reportaron una clara asociacion con la mortalidad (172).
Resultados semejantes fueron observados por nuestro propio grupo de investigacion
cuando analizamos, en otra serie de pacientes con TCE, que aquellos que fallecian como
consecuencia del TCE (bien a la salida de UCI, bien a los 6 meses del accidente) presentaban

niveles superiores de S100B en suero respecto a los supervivientes (69).

Otros autores han analizado distintos periodos de mortalidad. Korfias et al. evaluaron en
102 pacientes con TCE grave la posible relacidn entre los niveles séricos de S100B y la
gravedad de la lesidn, el curso clinico, la supervivencia y eficacia del tratamiento. Concluyen
que los niveles séricos iniciales de S100B son buenos predictores de mortalidad al mes
desde el TCE grave siempre que se acompafien de la presencia de pupilas dilatadas y edad
avanzada (172). De forma similar a los resultados obtenidos por Korfias et al., hay que

destacar que, aunque en nuestro estudio no observamos una relacion entre los niveles de
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S100B y el estado pupilar, si objetivamos una asociacion significativa entre la mortalidad y

la concentracion de S100B, siendo ésta superior en aquellos pacientes que fallecieron.

En cuanto al perfil temporal evaluado, observamos que los niveles de S100B en los
pacientes que fallecen se mantienen elevados de forma persistente desde el momento del
ingreso hasta pasadas 48 horas desde el traumatismo. Sin embargo, en los pacientes que
sobreviven, las concentraciones de S100B descienden a partir de las 24 horas. De acuerdo
con nuestros resultados, Petzold et al. remarcan que la concentracién sérica de S100B fue
significativamente mayor durante las primeras 24 horas tras la lesion primaria en los
pacientes que fallecieron (173). Estos hechos pueden ser basados en que, una vez producida
la lesién primaria en forma de dafo tisular local y ruptura de la BHE, se desencadena la
lesion secundaria que propiciard una elevacion persistente de los niveles de S100B en
sangre. La mayoria de los trabajos encontrados en la literatura coinciden con nuestros
resultados, y revelan concentraciones séricas elevadas de S100B que se mantienen

constantes en los pacientes que fallecen (69,174,175).

La NSE, otra proteina ampliamente estudiada en modelos de lesion traumatica, fue definida
como un biomarcador muy prometedor de gravedad en el TCE debido a su mayor
especificidad por el tejido neuronal. Sin embargo, en nuestro estudio no hemos obtenido
unos resultados satisfactorios. Aunque si vimos diferencias entre los niveles de NSE en los
pacientes que sobreviven y fallecen en todo el perfil temporal, éstos no fueron significativos
cuando se evalud su valor prondstico en el resultado funcional tras el TCE. Creemos que
esto puede ser debido a la baja sensibilidad y especificidad de esta proteina. Tras realizar
una busqueda bibliografica, encontramos que los resultados publicados sobre NSE son

contradictorios, pues algunos autores hablan de su posible utilizacién como herramienta de
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cribado inicial de gravedad en el TCE grave (78), mientras que otros no han encontrado

correlacion con el prondéstico clinico de estos pacientes (76).

En referencia al posible efecto del estrés oxidativo sobre el resultado funcional tras el TCE,
éste fue evaluado mediante la cuantificacion de la CAT y MDA. Observamos un aumento de
los niveles séricos de CAT y un mantenimiento de éstos, en las primeras 48 horas desde el
trauma, en los pacientes que fallecen a corto y medio plazo. En los pacientes que
sobreviven, los niveles de CAT también se mantienen constantes, aunque a concentraciones
significativamente inferiores. La explicacién de estos hallazgos radica en que una elevacién
en la concentracion sérica de la CAT tendria lugar como consecuencia de un exceso de
produccién de radicales libres y de productos oxidantes en los pacientes que fallecen tras
el TCE. En un intento de contrarrestar el exceso de ROS, se produce un aumento en la
concentracién de sustancias antioxidantes para tratar de mantener un balance oxidante-
antioxidante adecuado y minimizar asi los efectos perjudiciales del estrés oxidativo que

postulamos.

En el estudio de Kavakli et al., 54 pacientes con TCE grave fueron incluidos para evaluar la
asociacién entre el estrés oxidativo y los hallazgos clinicos observados tras el traumatismo.
Evaluaron el estado oxidante (TOS, del inglés “Total Oxidant Status”) y antioxidante (TAS,
del inglés “Total Antioxidant Status”) y calcularon el indice de estrés oxidativo, observando
que los pacientes que fallecieron presentaban niveles superiores de todos estos
pardmetros. De forma adicional constataron una correlacién positiva entre los valores de
los parametros de estrés oxidativo y la GCS, asi como con varios sintomas clinicos como la

presencia de nauseas, vomitos, pérdida de consciencia y convulsiones (112).
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El grupo de Lorente et al. obtuvo resultados similares, en este caso sobre una cohorte de
100 pacientes con TCE grave. Evaluaron el estado de estrés oxidativo mediante la
cuantificacién de CAT; y de la LPO a través de la cuantificacion de MDA, para analizar
posteriormente su posible implicacién en la mortalidad a los 30 dias desde el TCE (111,119).
Destacaron que los pacientes que fallecieron presentaban niveles superiores de CAT
resaltando su utilidad como marcador predictor de supervivencia. Estos datos coinciden con
los observados en el presente estudio. De forma paralela objetivaron una asociacién

positiva entre los niveles de CAT y la escala de gravedad APACHE Il y GCS (112).

Respecto a la cuantificacion de MDA como marcador de LPO, no obtuvimos resultados tan
concluyentes como con la CAT, y creemos que esto puede ser debido a la baja especificidad
de la técnica empleada. Varios trabajos han obtenido resultados similares, que reportan la
necesidad de complementar esta determinacién con otros biomarcadores de LPO como el
4-hidroxinonenal, los isoprostanos y/o las proteinas carboniladas para evaluar con mayor
especificidad la contribucién de la LPO en la fisiopatologia del TCE (40,120,121). Sin
embargo, Lorente et al., si que mencionan una clara asociacion entre los niveles de MDA y
la mortalidad de los pacientes tras un TCE grave (119). Cabe destacar que los reactivos
empleados por este grupo de investigacién difieren de los empleados en el presente

estudio.

En relacion a la cuantificacion de ApoE, constatamos unos niveles superiores a las 48 horas
desde el TCE en los pacientes que fallecen a corto y medio plazo con respecto a los
supervivientes. A pesar de haber realizado una exhaustiva busqueda bibliografica, no
hemos encontrado ningun trabajo donde se analicen los niveles séricos de ApoE en

pacientes neurocriticos, pues la mayoria de los estudios se centran en analizar el genotipo
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de APOE. Dado que ApoE es sintetizado, entre otras células, por astrocitos y microglia, una
mayor tasa de destruccion de tales células conllevaria un aumento de su concentracion en
sangre periférica, asi como en LCR (147), igual que en el caso de la proteina S100B. Esto
explicaria que los pacientes que fallecen como consecuencia del TCE, presenten niveles
superiores de ApoE a las 48 horas que aquellos que presentan un mejor prondstico y

sobreviven.

5.2 Modelos predictores de mortalidad

Tras analizar todos los biomarcadores incluidos en el estudio, concluimos que la proteina
S100B y la CAT pueden predecir la mortalidad a corto y medio plazo tras un TCE grave y/o
potencialmente grave. Posteriormente decidimos evaluar ambos biomarcadores de forma
conjunta observando que la capacidad predictiva para evaluar la mortalidad aumentaba.
Fueron los niveles de S100B y CAT a las 48 horas desde el TCE los que mejor capacidad
prondstica presentaron a la hora de analizar la mortalidad tanto a la salida de UCI como a
los 6 meses desde el traumatismo. A la vista de estos resultados y de acuerdo con lo descrito
en laliteratura, consideramos que es mas ventajoso disponer de un panel de biomarcadores
complementarios que muestren diferentes perfiles temporales y que reflejen las distintas
condiciones fisiopatoldgicas desencadenadas tras el traumatismo, algo asi como una firma
biologica para el TCE (64,65). Anada et al. exponen que la combinacién de varios
biomarcadores puede ayudar a estratificar a los pacientes segun la gravedad del TCE y servir
como herramienta complementaria a la GCS (176). Por otra parte, Gradisek et al. establecen
que la combinacién de los biomarcadores S100B y GFAP junto con las caracteristicas clinicas
y radioldgicas al ingreso o tras el traumatismo, puede predecir con precisién la mortalidad

al afio de los pacientes que sufren un TCE grave (177).
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Hay que destacar en este punto, que a pesar de que la mayoria de los estudios incluyen la
GCS como una valiosa herramienta de prediccion, en nuestro andlisis no resulté incluida
probablemente debido a uno de estos dos motivos: bien al tamafio muestral, o bien a que
analizamos una poblacidn un tanto heterogénea en cuanto al GCS, pues no nos cefiimos
exclusivamente a un GCS inferior a 8, sino a pacientes que presentaron TCE graves y/o

potencialmente graves.

En nuestro estudio también se objetivo una influencia de la edad sobre el prondstico, la cual
afiadia valor predictivo a la combinacién de los biomarcadores S100B y CAT a las 24 horas
desde el TCE para evaluar la mortalidad a medio plazo. De acuerdo con la bibliografia, la
edad es una de las principales variables demograficas que se deben tener en cuenta a la
hora de evaluar la supervivencia tras un TCE, y los resultados reportados hasta la fecha en
diversos estudios remarcan la importancia de combinar no sélo las caracteristicas clinicas
de mal prondstico con el andlisis de biomarcadores, sino también las caracteristicas
demogriéficas como la edad y el sexo (178). En la actualidad, existe una herramienta de
calculo para evaluar el prondstico tras un TCE grave, la International Mission for Prognosis
and Clinical Trials in Traumatic Brain Injury database (IMPACT). Este modelo de célculo se
basa en la combinaciéon de variables demogréficas (edad y sexo), variables clinicas y
radiolégicas, y parametros bioquimicos validados en una muestra poblacional de gran
tamafio (179,180). Creemos que la inclusién de nuevos biomarcadores especificos de dafio
cerebral y sistémico como S100B y CAT podria mejorar la capacidad predictiva de este tipo

de modelos, pero siempre sin generalizar y considerando a los pacientes de forma

individual.
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5.3 Papel de la melatonina como farmaco modulador de la respuesta

inflamatoria y oxidativa

- Efecto de la melatonina sobre la respuesta inflamatoria

Los resultados obtenidos en el ensayo in vitro mostraron un efecto modulador por parte de
la MLT sobre la respuesta inflamatoria y sobre el estrés oxidativo en los sobrenadantes de

cultivos de PBMCs de pacientes que sufrieron un TCE grave y/ o potencialmente grave.

En relacién con la modulaciéon de la respuesta inflamatoria tras el TCE, objetivamos que la
MLT provoca un aumento en la produccién de IL-1B y un descenso de IL-10 en las dos
muestras analizadas. Estos datos sugieren que la MLT ejerce acciones moduladoras sobre

la respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria.

Varios estudios han reportado un efecto de la MLT sobre los niveles de diferentes
citoquinas. Dehghan et al. observaron un efecto modulador de la MLT sobre los niveles en
tejido cerebral de varias citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias (163). Su modelo
experimental estaba constituido por siete ratas macho que se dividieron en cinco grupos:
un grupo placebo y cuatro grupos de TCE (control, administracidn del vehiculo de MLT,
administracion de 5mg/kg de MLT y administracion de 20 mg/kg de MLT a la primera hora
y alas 24, 28 y 72 horas tras el TCE). Una vez concluido el protocolo, se midieron los niveles
de citoquinas (IL-1pB, IL-6, TNF-a e IL-10) en las muestras de homogenizado de cerebro, de
manera que en los grupos que fueron sometidos a suplementacién con MLT, se observé un
descenso de IL-1B, IL-6 y TNF-0, asi como un incremento de IL-10 en comparacion con los

grupos sin suplementacién (control y vehiculo) (163).

123
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

El grupo de Ding et al. también desarrollé un modelo experimental de TCE similar al de
Dehghan et al., en el que constataron una disminucidon de los niveles de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) en tejido cerebral, una restriccion de la activacién
microglial y un incremento del numero de neuronas viables en el grupo tratado con MLT a
una concentracion de 10 mg/kg. Ademas, también resaltaron la implicacion de la via mTOR
como posible mecanismo responsable del efecto modulador de la MLT sobre la

neuroinflamacion (166).

En cuanto a nuestro estudio, creemos que estas discrepancias en relacién a los resultados
obtenidos por otros grupos de investigacion pueden ser debidas a las diferencias en la
ejecucion de los estudios, y mas concretamente a la muestra de analisis empleada en cada
caso. En nuestro trabajo evaluamos el efecto de la MLT a nivel sistémico en cultivos de
PBMCs de pacientes con TCE grave, mientras que en el resto de los trabajos publicados
hasta la fecha se evalla su efecto a nivel local en muestras de homogenizados de cerebro

de modelos experimentales.

Tras realizar una busqueda exhaustiva en la bibliografia, no encontramos ningun trabajo
que evaluara los efectos de la MLT sobre cultivos de PBMCs de pacientes con TCE grave.
Pero si constatamos el efecto regulador de la MLT sobre la produccién de citoquinas en
cultivos de PBMCs en varios estudios que evaluaban la funcidn de ésta sobre el sistema
inmune. Kuhlwein et al. analizaron la expresion de citoquinas Th1/Th2 vy, al igual que en
nuestro trabajo, observaron una reduccidén en la produccién de IL-10 en los sobrenadantes
de cultivos de PBMCs suplementados con MLT (181); y Sutherland et al. resaltan los efectos

inmunomoduladores de la MLT en pacientes con asma nocturno, donde observaron un
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aumento de la produccién de IL-1, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivos de PBMCs

(182).

Como podemos observar, existen diferencias en cuanto a la dosis de MLT empleada en
cultivos de PBMCs, en su mayoria de 10%2, 10'1° y 10> M; mientras que en nuestro trabajo
utilizamos concentraciones de 103 M. Sin embargo, los resultados obtenidos van en
consonancia con los publicados en la bibliografia, reflejando una disminuciéon de la

produccién de IL-10 y un aumento de IL-1f (181,182).

- Efecto de la melatonina sobre la respuesta oxidativa

Cuando evaluamos el efecto de la MLT sobre el estrés oxidativo, observamos que los
sobrenadantes de cultivos de PBMCs suplementados presentaban niveles superiores de
CAT en las dos muestras analizadas, determinando asi que la MLT es una sustancia

moduladora del estrés oxidativo que potencia el efecto antioxidante.

Un estudio reciente del grupo de Barlow et al. resalta que la MLT es un buen agente
neuroprotector debido a su amplia variedad de mecanismos, destacando su efecto directo
en la reducciéon de ROS y su accién antioxidante al aumentar las enzimas y reservas
antioxidantes (169). Lorente et al. analizaron la correlacidn entre los niveles séricos de MLT
y la concentracién de CAT y MDA en 118 pacientes con TCE grave. Observaron que los
pacientes que no sobrevivieron tenian niveles superiores de CAT, MDA y MLT; existiendo
una correlacidn positiva entre ellos. Ademas, los niveles séricos de MLT eran buenos

predictores de mortalidad a los 30 dias desde el TCE (174).
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5.4 Implicacion del genotipo de APOE en el efecto modulador de la

melatonina sobre la respuesta oxidativa

Cuando analizamos el efecto del genotipo de APOE en la respuesta oxidativa de la MLT,
objetivamos que los pacientes que presentaban el genotipo €3/€3 eran los que menor
balance de CAT presentaban. Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el balance de CAT ejercido por la MLT entre ninguno de los genotipos

expresados por los pacientes.

Si bien la revisidn de la literatura acuerda en postular que el genotipo €4 en pacientes con
TCE grave esta asociado a mayor vulnerabilidad a la oxidacién, asi como a una menor
respuesta a tratamientos antioxidantes (154-156), lamentablemente no hemos podido
constatar esta hipotesis en el presente estudio, dada la baja prevalencia de dicho genotipo
en nuestra poblacion de estudio, la cual a su vez coincide con la prevalencia descrita en la

bibliografia (184).

Sin embargo, si pudimos destacar una relacion entre los niveles de ApoE y la CAT en
sobrenadantes de cultivos de PBMCs, donde observamos que existia una correlacién
positiva en las muestras suplementadas con MLT. El grupo de Hayek et al., observé que en
ratones ApoE-deficientes se producia un incremento de la respuesta oxidativa, asi como de
la LPO; y remarcan que la presencia de ApoE permite regular este estado de oxidacion
intentando equilibrar el balance oxidante-antioxidante. De acuerdo con nuestros
resultados, podemos ver cdmo los niveles de CAT se correlacionan con los de ApoE, lo que

sugiere una implicacién de esta molécula en el efecto antioxidante desencadenado tras el

TCE (185).
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5.5 Limitaciones

Desde el inicio del diseno de este trabajo se intentaron controlar todas las variables
confusoras y sesgos que pudieran interferir en la calidad de los resultados obtenidos, pero

a pesar de ello, se encontraron algunas limitaciones que deben ser comentadas.

En primer lugar, habria que destacar la baja prevalencia de mortalidad en la poblaciéon
estudiada. Se consideré que una marcada variacidon en la distribucion de los grupos de
estudio podria repercutir en los resultados, pero una vez analizados y teniendo en cuenta
la bibliografia reportada hasta el momento, pudimos confirmar que lo expuesto es
consistente con lo descrito en la literatura sobre la tasa de mortalidad de pacientes que han
sufrido un TCE grave (111,186), por lo que finalmente no consideramos que pueda suponer

una alteracion de los resultados obtenidos.

Otro limitante a tener en consideracion fue la distribucidon del género. Se encontrd una
mayor proporcién de pacientes varones, sin embargo, este comportamiento es acorde con
los datos demograficos existentes en la actualidad en relacién a los estudios realizados
sobre el TCE grave (187,188). Ademas, diversos autores han demostrado que la
concentracion de los biomarcadores analizados en el estudio no varia en funcidn del sexo

(119,189).

Respecto a la cuantificacién de MDA, creemos que, debido a la baja especificidad de la
técnica empleada, es posible que los resultados no sean concluyentes, lo que nos hace
pensar que seria necesario complementar esta determinacién con la medicién de otros
productos finales de la LPO (40,120,121). Aun asi, hemos de afirmar que la evaluacién del

estrés oxidativo mediante la cuantificacion de la CAT ha resultado satisfactoria, lo que

127
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-99¢2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d 27/03/2020 11:54:50 Horario peninsular
N° registro DIRECCIC)N DE VALIDACION
08745e2000017 https dministrac

GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-99c2-c78d-4c0a-4d2a-8376-9187-2202-5d3d | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Tesis Doctoral: Laura Gonzdlez Garcia

corrobora el papel principal que juega el estrés oxidativo en la fisiopatologia del TCE grave

(111,190).

También podemos considerar como otra limitacion el no haber cuantificado marcadores
séricos en la parte del estudio in vitro para constatar que estos analitos estaban alterados
como consecuencia del TCE y que ademds se relacionaban con la evolucion del paciente.
Pero debido a que el objetivo de ese estudio era analizar el efecto de la MLT in vitro sobre
la produccién de dichos marcadores en sobrenadantes de cultivos de PBMCs, no se planteé

su andlisis en suero.

5.6 Fortalezas

La principal fortaleza de este trabajo radica en su ejecucién, asi como en el disefio
observacional y longitudinal que presenta. Ademas, la inclusién de varios biomarcadores
para analizar su contribucidn en la fisiopatologia a nivel local y sistémica en el TCE, hacen
gue el estudio sea alin mas consistente. De forma secundaria, resulta interesante cémo se
ha plasmado a través del segundo estudio, la valoracidn de una terapia in vitro para intentar

obtener una respuesta sobre los biomarcadores analizados.

A su vez, hay que destacar el periodo de seguimiento de los pacientes en el estudio
observacional. Este se llevé a cabo en dos momentos, con un primer punto de evaluacién a
la salida de UCI y un segundo punto a los 6 meses. Esto nos permitié obtener no sélo una
valoracién precoz de la evolucién de los pacientes, sino también una valoracién funcional y

de supervivencia a medio plazo.
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Otro punto a favor es la valoracién del perfil temporal de los biomarcadores analizados.
Gracias a la realizacidon de extracciones de muestras mas alla de las 24 horas tras el TCE, se
pudo optimizar la informacién aportada por los biomarcadores en ambos trabajos. Diversos
estudios han constatado que la muestra dptima para la valoracién de biomarcadores es una
vez transcurridas las 24 horas, pues hasta entonces el organismo presenta una respuesta
exacerbada y una vez superada la misma, es cuando podemos valorar cémo esta
respondiendo cada individuo (172,191,192). Esta afirmacién coincidiria con los resultados
observados en el presente estudio, pues hemos observado que la muestra que presenta

mejor capacidad prondstica es la de las 48 horas.

Otra fortaleza de este trabajo se basa en la seleccion de muestras. Dado que las muestras
extraidas a partir de las vias de los pacientes a menudo presentan hemdlisis, con objeto de
trabajar con una muestra homogénea y completa, en la que todos los pacientes tuviesen
valores fiables de NSE, descartamos para el estudio aquellos pacientes que presentaron
alguna de las extracciones con un indice hemolitico superior a 25. Esto también supuso una
mayor demora en el tiempo de reclutamiento de los pacientes candidatos. Hay que destacar
gue la mayoria de la bibliografia consultada al respecto no hace referencia ni tiene en
consideracion el efecto de la hemdlisis sobre la cuantificacidn de NSE, o al menos no se
especifica si las muestras que presentaron hemdlisis fueron o no descartadas (177,193—

195).

También hay que sefialar la restriccién que se tuvo en cuanto a la seleccidn de pacientes.
Se excluyeron aquellos con una puntuacién en la escala AIS > 2 en dos dérganos diferentes
del cerebro, con el fin de evitar la interferencia de una liberacion incrementada de

cualquiera de los biomarcadores analizados por localizaciones diferentes al cerebro
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(72,73,91-93). También se excluyeron aquellos pacientes con presencia de otras patologias
previas concurrentes a nivel del SNC, que pudieran artefactar la evaluacién del resultado

final.

Por ultimo, resaltar que las determinaciones de los niveles de los biomarcadores
estudiados, asi como la realizacién e interpretacion de las pruebas de neuroimagen, fueron
llevadas a cabo por los especialistas correspondientes, analista y radiélogo, de manera
ciega, sin tener conocimiento alguno sobre el estado o situacién del paciente, lo cual

exonera a este estudio de sesgos de interés.

5.7 Aplicabilidad del estudio

En base a los resultados obtenidos en el estudio observacional y una vez destacado el papel
de S100B y CAT como predictores de mortalidad tras el TCE grave, consideramos que la
cuantificacion de ambos biomarcadores podria ser efectiva y de gran ayuda en la valoracion
de la gravedad y prondstico de estos pacientes. Acompafiando esta valoracién analitica
junto con las variables demogréficas, clinicas y radiolégicas que se pueden obtener de la
anamnesis de estos pacientes, consideramos que se afadiria valor predictivo a la hora de

evaluar el estado y evolucién del paciente con TCE grave y/o potencialmente grave.

En relacién al ensayo in vitro, ponemos de manifiesto el papel modulador que ejerce la MLT
sobre la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo en sobrenadantes de cultivos de PBMCs
de pacientes con TCE grave. Creemos que la MLT podria aportar nuevas estrategias de
tratamiento para el TCE, aliviando el dafio encefalico y minimizando su morbimortalidad.

Esta terapia podria ser utilizada para optimizar el tratamiento y minimizar las secuelas del

TCE grave.
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VI. CONCLUSIONES
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1. La proteina S100B, CAT y ApoE se elevan de manera patoldgica, en las primeras 48 horas
tras un TCE grave y/o potencialmente grave, en aquellos pacientes que fallecen a corto y

medio plazo.

2. La proteina S100B y la CAT pueden ser predictores de mortalidad a corto y medio plazo
tras un TCE grave. Concretamente, los niveles de S100B y CAT a las 48 horas desde el TCE

son los que mejor capacidad prondstica presentan.

3. La edad también es un factor de riesgo en los pacientes que sufren un TCE. Esta junto con
los niveles de S100B y CAT a las 24 horas, presentan una mayor capacidad predictora de

mortalidad a corto y medio plazo tras un TCE grave.

4. La MLT ejerce un efecto modulador sobre la respuesta inflamatoria provocando un
aumento en la producciéon de IL-1B y un descenso de IL-10 en los sobrenadantes de cultivos

de PBMCs de pacientes que sufren un TCE grave y/o potencialmente grave.

5. La MLT ejerce un efecto modulador sobre la respuesta oxidativa provocando un aumento
de la CAT en los sobrenadantes de cultivos de PBMCs de pacientes que sufren un TCE grave

y/o potencialmente grave.

6. Existe una correlacién entre los niveles de CAT y ApoE en los sobrenadantes de cultivos
de PBMCs de pacientes que sufren un TCE grave, lo que sugiere una implicacién de ApoE en

el efecto antioxidante desencadenado tras el TCE.
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VIl. SIGLAS Y ACRONIMOS
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AIS: Abbreviated Injury Scale

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico

APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

ApoE: Apolipoproteina E

ATP: Adenosin Trifosfato

AUC: Area Under the Curve

BHE: Barrera Hematoencefilica

CAT: Capacidad antioxidante total

CRE: Concentracion Equivalente a los uM de Reductores de Cobre

DAMPs: Damage-Associated Molecular Patterns

DE: Desviacién Estandar

EA: Enfermedad de Alzheimer

ECLIA: Electrochemiluminescence

ELISA: Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

FSC: Flujo Sanguineo Cerebral

GBD: Global Burden of Disease Study
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GCS: Glasgow Coma Scale

GFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial

GOS: Glasgow Outcome Scale

GOSE: Extended Glasgow Outcome Scale

HR: Hazard Ratio

HRT: Hospital de Rehabilitaciéon y Traumatologia

HTEC: Hipertensién Endocraneal

IC: Intervalo de Confianza

IMPACT: International Mission for Prognosis and Clinical Trials in Traumatic Brain Injury

ISS: Injury Severity Scale

LCR: Liquido Cefalorraquideo

LPO: Peroxidacion lipidica

MDA: Malondialdehido

ME: Muerte Encefélica

MLT: Melatonina

NISS: New Injury Severity Score
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NMDA: N-metil-D-aspartato

NSE: Enolasa Neuroespecifica

PBMCs: Células Mononucleares de Sangre Periférica

PBS: Phosphate-Buffered Saline

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PHA: Fitohemaglutinina

PIC: Presion Intracraneal

RETRAUCI: Registro de Trauma en UCI

RNS: Reactive Nitrogen Species

ROC: Receiver Operating Characteristic

ROS: Reactive Oxigen Species

SET: Single Electron Transfer

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome

SNC: Sistema Nervioso Central

TAC: Tomografia Axial Computarizada

TBA: Acido Tiobarbiturico
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TBARS: Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico

TCDB: Traumatic Coma Data Bank

TCE: Traumatismo Craneoencefalico

TNF-a: Tumor Necrosis Factor a

UAE: Concentracién Equivalente de mM de Acido Urico

VLDLs: Very Low-Density Lipoprotein
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