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Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

% AMPA: 2 — amino - 3 (hodroxi — 5 — metil — 5 — metilisoxazol — 4 - il) propionato.
v ATP: Trifosfato de adenosina.

+ BDNF: Factor de crecimiento derivado del cerebro.

s Ca*2: Calcio.

% CAD: Dano de la arteria coronaria.

% cAMP: Adenosina monofosfato ciclico.

% cFn: Fibronectina celular.

% CFU-EC: Unidades formadoras de colonias de células endoteliales.
% CI: Cloruro.

% COg: Di6xido de Carbono.

« dL: Decilitro.

% DNA: Acido desoxirribonucleico.

% EAAT: Transportador de aminoacidos excitatorios.

% ELISA: Enzyme - Linked Immunosorbent Assay.

« EPCs: Células progenitoras endoteliales. Endothelial Progenitor cells.
% FSC: Flujo sanguineo cerebral.

% FRV: Factores de riesgo vascular.

s G: Gramo.

« GAB: Descarboxilasa del acido glutamico.

< GABA: Acido gamma-aminobutirico.

« G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos.

+ GM-CSF: Factor estimulante de colonias de macroéfagos y granulocitos.
« GMPc: Monofosfato de guanosina ciclico.

s H>0,: Peroxido de hidrogeno.

% H*: Protén.

% Hg: Mercurio.

% HSCs: Células madre hematopoyéticas. Hematopoietic stem cells.
% ICAM-1: Molécula de adhesion intracelular — 1.

% IL: Interleucina.

« K*: Potasio.

% mg: Miligramo.

« mGlu: Receptor de glutamato.

% min: minuto.

«» mkL: mililitro.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

mm: milimetro.

MMPs: Metaloproteasas de matriz.

mRS: Escala de Rankin modificada. Modified Rankin Scale.
Na*: Sodio.

NGF: Factor de crecimiento neural.

NIHSS: Escala de Ictus del National Institute of Health.
NMDA: N — metil — D — aspartato.

NO: Oxido nitrico.

NOS: Sintasa del 6xido nitrico.

O2: Anion superoxido.

OH-: Radical hidroxilo.

ONOO-: Peroxinitrito.

PAD: Preson arterial diastoélica.

PAS: Presion arterial sistélica.

PECAM-1: Molécula de adhesion plaquetoendotelial — 1.
PET: Tomografia por emisién de positrones.

RM-DWI: Resonancia magnética de difusion.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

ROC: Del inglés, receiver operating characteristics.
rpm: Revoluciones por minuto.

r-tpA: Activador tisular del plasminégeno recombinante.
SCF: Factor de células madre. Stem cell factor.

SDF-1: Del inglés, stromal cell - derived factor — 1.
TAC: Tomografia axial computarizada.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alpha.

pm: Micromoles.

VCAM-1: Molécula de adhesion vascular 1.

VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular.

VEGFR: Receptor del VEGF.
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1. INTRODUCCION
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1.1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR: ICTUS.

1.1.1. CONCEPTO

La isquemia cerebral es el resultado de una disminucion del flujo
sanguineo cerebral hasta un nivel suficiente como para provocar
alteraciones metabodlicas y bioquimicas que producen necrosis celular y
alteran el funcionamiento del sistema nervioso. Dependiendo del
territorio afectado hablamos de isquemia cerebral focal cuando existe
un area de disminucion de flujo limitada a una zona del encéfalo, y de
isquemia cerebral global cuando se afecta la totalidad del tejido, como

ocurre en el caso de paro cardiaco o shock prolongado.

La Organizacion Mundial de la Salud define ictus como el
desarrollo clinico rapido de signos focales de alteracion de la funcion

cerebral sin otra causa aparente que no sea el origen vascular (1).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en todo el mundo. Segun la OMS representa la tercera causa
de muerte y la primera de invalidez en la poblacion adulta en el mundo.
En Espana, segun los datos del INE (Instituto Nacional de Estadistica)

correpondientes al ano 2002, el ictus isquémico es la primera causa de
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muerte en mujeres y la segunda en varones, suponiendo el 10% de la
mortalidad global (2). Mientras la mayoria de los paises desarrollados
muestran tasas estables de mortalidad por ictus, los paises en
desarrollo incrementan sus tasas anuales de prevalencia y mortalidad;
4.5 de los 10 millones de fallecimientos anuales por ictus pertenecen a
los paises no industrializados. En Espana, su incidencia es de 174
casos nuevos por 100.000 habitantes y ano (3), y su tasa de mortalidad
de 97.7 por cada 100.000 habitantes y ano, siendo ligeramente superior
en mujeres (111.9 por 100.000 habitantes/ano) que en hombres (82.9

por 100.000 habitantes/ano) (4).

El ictus es la primera causa de discapacidad en los adultos. De
los supervivientes, aproximadamente el 31% necesita ayuda para
realizar sus actividades de la vida diaria, el 20% necesita ayuda para
caminar, el 16% requieren cuidados institucionales y hasta un 25%
presentara después del ictus un deterioro cognitivo en mayor o menor
grado. Todo ello conlleva a un gasto economico muy elevado, estimado
en 41 billones de doélares al afio en los Estados Unidos. Por esto, el ictus
supone un auténtico problema de salud que obliga a establecer las
mejores pautas de prevencion y tratamiento para reducir su incidencia
y el grado de discapacidad que origina. Ademas, teniendo en cuenta que
la incidencia aumenta en personas mayores de 65 anos y que, debido a
la mejora en la calidad de vida, se esta produciendo un incremento

notable en la esperanza de vida y un envejecimiento progresivo de la
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poblacion mundial, la prevalencia de esta enfermedad aumenta y
consecuentemente también lo hace la magnitud del problema

sociosanitario que supone.

1.1.3. CLASIFICACION

Existen dos tipos principales de ictus: el isquémico, en el que un
flujo sanguineo inadecuado provoca un area circunscrita de infarto
cerebral, y el hemorragico, en el que una extravasacion sanguinea en el
parénquima cerebral o en el espacio subaracnoideo produce lesion y
desplazamiento de las estructuras cerebrales. Los ictus isquémicos se
dividen a su vez en ataques isquémicos transitorios e infartos
cerebrales. Los ictus hemorragicos se dividen en hemorragias

intracerebrales y hemorragias subaracnoideas.

Los ataques isquémicos transitorios (AIT) se definen como la
disfuncion cerebral focal o monocular, con una duracion de los
sintomas inferior a 24 horas, causada por la alteracion cualitativa o
cuantitativa vascular debida a trombosis o embolia arterial en relacion

con enfermedad arterial, cardiaca o hematologica (5).

El infarto cerebral esta ocasionado por la alteracion cualitativa o
cuantitativa del aporte circulatorio a un territorio encefalico, que
determina un déficit neurologico de mas de 24 horas de duracion, lo

cual es expresion de una necrosis tisular.
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Dependiendo del mecanismo de produccion, el infarto cerebral se

subdivide, segun los criterios TOAST (6), en:

- Infarto aterotrombdtico: Presencia de estenosis igual o mayor al
50% del diametro luminal u oclusion de una arteria extracraneal
o intracraneal de gran calibre que supla la region clinicamente

afectada, en ausencia de otra etiologia.

- Infarto cardioembdlico: Presencia de fuente emboligena inequivoca
(trombo o tumor intracardiaco, estenosis mitral reumatica,
protesis aortica o mitral, endocarditis, fibrilacion auricular,
enfermedad del nodo sinusal, aneurisma ventricular izquierdo,
infarto agudo de miocardio de menos de 3 meses de evolucion, o
presencia de hipocinesia cardiaca global o discinesia) en ausencia

de otra etiologia.

- Infarto lacunar: Infarto de menos de 15 mm de diametro en el
territorio de una arteria perforante cerebral, que suele ocasionar
clinicamente un sindrome lacunar (sindrome motor, sensitivo,
sensitivo-motor, hemiparesia ataxia, disartria-mano torpe), en

ausencia de otra etiologia.

- Infarto de origen inhabitual: infarto de pequeno, mediano o gran
tamano, de localizaciéon cortical o subcortical, en territorio
carotideo o vertebrobasilar, habiendo descartado origen

aterotrombotico, cardioembdlico o lacunar. Suele estar producido
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por enfermedades sistémicas (conectivopatias, infecciones,
neoplasias, sindrome mieloproliferativo, alteraciones metabdlicas
o de la coagulacion) o por otras enfermedades como diseccion
arterial, displasia fibromuscular, aneurisma sacular,
malformaciones arteriovenosas, trombosis venosa cerebral,

vasculitis, migrafa, etc.

- Infarto de origen indeterminado: Infarto cerebral en el que tras un
exhaustivo estudio diagnéstico, han sido descartados los subtipos
aterotrombotico, cardioembodlico, lacunar o inhabitual, o bien
coexista mas de una posible etiologia. En este caso se pueden
subdividir en indeterminado por estudio incompleto, por mas de

una etiologia o por causa desconocida.

Segun la clasificacion OCSP (Oxfordshire Community Stroke
Project) (7) los infartos cerebrales se dividen en funcion de su

localizacion clinica en:

- Infarto total de la circulacion anterior o TACI (Total anterior

circulation infarction): Cuando se cumplen estos tres criterios:

1. Disfuncion cerebral superior (afasia, disclaculia o

alteraciones viso espaciales).

2. Déficit motor y/o sensitivo en al menos dos extremidades

(valorando cara, brazo y pierna).

3. Hemianopsia homonima.
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- Infarto parcial de la circulacion anterior o PACI (Partial anterior

circulation infarction): Cuando se cumple alguno de los siguientes

criterios:

1. Disfuncion cerebral superior (afasia, disclaculia o

alteraciones visoespaciales); o

2. Cuando se cumplen 2 de los 3 criterios de TACI; o

3.

Déficit motor y/o sensitivo mas restringido que el
clasificado como LACI (déficit limitado a wuna sola
extremidad, o a cara y mano pero sin afectacion del resto

del brazo).

- Infartos lacunares o LACI (Lacunar infarction): Cuando no existe

disfuncion cerebral superior ni hemianopsia y se cumple uno de

los siguientes criterios:

. Hemisindrome motor puro que afecte al menos a dos

extremidades (valorando cara, brazo y pierna).

. Hemisindrome sensitivo puro que afecte al menos a dos

extremidades (valorando cara, brazo y pierna).

. Hemisindrome sensitivo-motor que afecte al menos a dos

extremidades (valorando cara, brazo y pierna).

. Hemiparesia-ataxia ipsilateral.

. Disartria-mano torpe u otro sindrome lacunar.
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- Infartos de la circulacién posterior o POCI (Posterior circulation

infarction): Cuando se cumple alguno de los criterios siguientes:

1. Afectacion ipsilateral de pares craneales con déficit motor

y/o sensitivo contralateral.
2. Déficit motor y/o sensitivo bilateral.
3. Patologia oculomotora.
4. Disfuncion cerebelosa sin déficit de vias largas ipsilaterales.
5. Hemianopsia homonima aislada.

En la figura 1 se muestra la correlacion en neuroimagen de los

distintos tipos de infartos cerebrales segun la clasificacion OCSP.

TACI PACI POCI LACI

Figura 1. Tipos de infartos cerebrales segin su localizacién clinica
(clasificacion OCSP).

En cuanto a los ictus hemorragicos, constituyen el 20 % de las
enfermedades cerebrovasculares. Consisten en la extravasacion de

sangre dentro de la cavidad craneal, secundaria a la rotura de un vaso
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sanguineo, arterial o venoso. A su vez, se pueden dividir en hemorragia
intracerebral o hemorragia subaracnoidea (8). Dentro de las
hemorragias intracerebrales se pueden distinguir la hemorragia
intraventricular primaria y la hemorragia parenquimatosa, a su vez

subdividida en lobar, profunda, troncoencefalica o cerebelosa.

1.1.4. FACTORES DE RIESGO VASCULAR (FRV)

Los factores de riesgo para el ictus cerebral se clasifican en
factores que no se pueden modificar (como el sexo, la edad o la raza), y
factores modificables, y por lo tanto prevenibles. Dentro de los factores
modificables los mas frecuentes son la hipertension arterial (52.1%), la
fibrilacion auricular (27.4%), la diabetes mellitus (20%), la hiperlipemia
(16.8%), el infarto cerebral previo (16.4%), la cardiopatia isquémica
(13.3%), el ataque isquémico transitorio (12.4%), el tabaquismo (11.5%)

y la arteriopatia periférica (7.8%) (9).

1.1.4.1. Factores de riesgo no modificables:

- Edad: El envejecimiento es uno de los principales factores de
riesgo para el la enfermedad cerebrovascular. La incidencia del
ictus aumenta exponencialmente con la edad, alcanzando sus

valores maximos por encima de los 65 anos.
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- Sexo: Se ha visto que los varones tienen mayor incidencia de ictus
que las mujeres.

- Raza: La ateromatosis de grandes vasos afecta con mayor
frecuencia a los individuos de raza caucasica, mientras que la
patologia de pequeno vaso es mas frecuente en africanos y
asiaticos.

- Herencia y genética: Existe una clara predisposicion familiar a
padecer ictus, tanto por via materna como paterna. Puede ser que
esta tendencia se deba a la asociacion de los factores de riesgo
fundamentales, como son la hipertension arterial, la diabetes
mellitus y la hipercolesterolemia. Sin embargo, sobre todo en
personas jovenes, en ocasiones el Unico antecedente que se

recoge es un familiar de primer grado afecto de ictus.

1.1.4.2. Factores de riesgo modificables:

- Hipertensién arterial: Es el principal factor de riesgo para
cualquier tipo de ictus, tanto isquémico como hemorragico. Todos
los tipos de hipertension, tanto sistolica como diastolica o
combinada, incrementan el riesgo de ictus a partir de cifras
moderadas. Cifras de tension arterial sistolica en torno a 140-160
mm Hg o diastélica de 90-94 mm Hg incrementan el riesgo de

ictus en 1.5 veces.
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- Cardiopatia: Las enfermedades cardiacas tienen una clara
asociacion con los ictus, especialmente la fibrilacion auricular, las
valvulopatias, el infarto de miocardio, la hipertrofia ventricular
izquierda y la cardiomegalia.

- Diabetes mellitus: Se ha estimado que el riesgo de ictus en
pacientes diabéticos aumenta 1.8 veces en varones y en 2.2 veces
en mujeres. La diabetes predispone a los ictus isquémicos debido
a su influencia en el desarrollo de aterosclerosis.

- Hiperlipemia: La hiperlipemia favorece el desarrollo de la
ateromatosis y de la isquemia, tanto coronaria como carotidea.

- Tabaquismo: El consumo de cigarrillos predispone a la aparicion
de aterosclerosis en hombres y mujeres, con un incremento del
riesgo de 2-3 veces. El tabaco facilita el espasmo arterial y el dano
endotelial. Se ha visto que este riesgo anadido del tabaco
desaparece tras cinco anos de abstencion.

- Otros factores: El sedentarismo, la obesidad, el ronquido
nocturno, el sindrome de apneas del sueno, los anticonceptivos
orales y el consumo excesivo de alcohol también se han

relacionado con un incremento del riesgo de ictus.

Para ver cuales son los factores de riesgo que mas influyen en la
enfermedad cerebrovascular, es importante conocer su prevalencia y su
riesgo relativo, ya que un factor con un riesgo relativo elevado, puede

tener poca relevancia si no es muy frecuente. En la tabla 1 se resumen
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la prevalencia y el riesgo

modificables.

relativo de

los principales factores

Factor de riesgo | Prevalencia (%) Riesgo relativo

Hipertension arterial 25a40 x3ab
Fibrilacion auricular la?2 x5al8
Dislipemia 6 a 40 x1la?2
Tabaquismo 20 a 40 x1.5a2.5
Diabetes mellitus 4 a 20 x1.5a3
Alcoholismo 5a30 xla3
Inactividad fisica 20 a 40 x 2.7

Tabla 1. Prevalencia y riesgo relativo de los principales factores de riesgo

modificables para el ictus.

Otra peculiaridad importante es la asociacion de diferentes

factores de riesgo, ya que a medida que se van sumando, el riesgo de

padecer un ictus aumenta de manera exponencial. En la grafica 1 se

resumen los resultados de un estudio en el que ha sido valorada la

probabilidad de desarrollar un ictus a los 10 anos, en relacion con la

asociacion de diferentes factores de riesgo en hombres de 70 anos (9).

Los datos se muestran en relacion a dos niveles de presion arterial, 120

mm Hgy 180 mm Hg.
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Factores de riesgo

Grafica 1. Probabilidad de desarrollar ictus a los 10 afios a dos niveles de
presion arterial. Impacto de otros factores de riesgo en varones de 70 anos.
(Stroke 1991; 22: 312-318).

1.1.5. FISIOPATOLOGIA DEL ICTUS ISQUEMICO

La isquemia cerebral se origina por la disminuciéon del flujo
sanguineo hasta un nivel suficiente capaz de interferir con la funcion
del sistema nervioso. Este proceso es el resultado de una alteracion del
equilibrio de numerosos factores hemodinamicos, lo cual puede
producir una serie de alteraciones metabolicas y bioquimicas en las

neuronas y en la glia, que conduciran a la necrosis celular (11).

Cuando se obstruye un vaso sanguineo cerebral se produce un

gradiente de perfusion sanguinea. La disminucion del flujo sanguineo
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cerebral (FSC) en una determinada zona de tejido cerebral por debajo de
10 mL/100 g/min produce una rapida muerte neuronal (12). Sin
embargo, entre este nucleo intensamente isquémico y el parénquima
normalmente perfundido (FSC > 50 mL/100 g/min), existe una zona
moderadamente hipoperfundida, cuya extension depende del mejor o
peor funcionamiento de la circulacion colateral (13, 14). Estudios
recientes de tomografia por emision de positrones (PET) han logrado
diferenciar en la zona hipoperfundida dos regiones con pronostico
claramente diferenciado: una ligeramente hipoperfundida (FSC > 22
mL/100 g/min) en la que la transformacion en infarto sélo sucede en
circunstancias especialmente adversas (zona oligohémica), y otra,
denominada de penumbra isquémica (15, 16), con una perfusion
cerebral criticamente disminuida (FSC < 22 mL/100 g/min), pero en la
que el consumo de oxigeno es todavia suficiente para preservar la
supervivencia tisular (perfusion de miseria) (figura 2). Sin embargo, la
penumbra isquémica no tiene que estar necesariamente alrededor de
una zona de necrosis neuronal, sino que puede constituir por si misma
un territorio cerebral con aporte sanguineo comprometido pero con un

metabolismo energético preservado (17).

17
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Figura 2. Zonas de tejido cerebral en relaciéon al flujo sanguineo tras la
obstruccién de un vaso.

La penumbra isquémica se define como el tejido cerebral en el
cual el flujo sanguineo cerebral ha disminuido hasta el punto de causar
silencio electrofisiologico y pérdidas pasajeras pero recurrentes de los
gradientes de membrana y metabolitos energéticos (18). En la
penumbra isquémica hay alteracion de la actividad funcional de las
neuronas, pero se conserva una actividad metabdlica minima que
preserva la integridad estructural durante algun tiempo. En esta zona el
tejido resulta danado, se altera el mecanismo de autorregulacion, se
mantiene parcialmente la reactividad al CO», la transmision sinaptica y
el contenido de ATP son normales y disminuye el contenido de glucosa.
Esto produce la aparicion de sintomas neurolégicos, pero no de dafnos

irreversibles (11). Lo importante, y que constituye la base para el



Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

tratamiento de la isquemia cerebral, es que las neuronas de la
penumbra isquémica sobreviven, y podran recuperarse cuando se
mejoren las condiciones hemodinamicas y se restaure el flujo sanguineo

cerebral que aporte de nuevo la glucosa y el oxigeno necesarios (19).

1.1.5.1. Factores relacionados con la isquemia cerebral

Existen diferentes factores que pueden condicionar la aparicion
de un infarto cerebral, como la hipoxia, la hipoglucemia, las
alteraciones del flujo sanguineo cerebral o el estado de la circulacion

colateral.

1.1.5.1.1. Hipoxia

Un descenso moderado en la presion parcial de oxigeno conlleva
un ligero aumento del flujo cerebral, pero cifras inferiores a 40 mm Hg

producen confusion, y cifras por debajo de 20 mm Hg ocasionan coma.

La hipoxia aislada, sin la presencia de acidosis o isquemia
simultaneas, no ocasiona dano cerebral agudo (20). Sin embargo, los
efectos de la hipoxia son potenciados por la presencia simultanea de
hipotension arterial, como ocurre durante el shock o la parada
cardiorrespiratoria. Cuando se produce esta situacion durante unos

minutos, se produce un dano cerebral irreversible, con afectacion
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fundamentalmente de la sustancia gris de los territorios arteriales mas

distales o de las zonas fronterizas (21).

1.1.5.1.2. Hipoglucemia

La hipoglucemia es responsable de la aparicion de alteraciones
funcionales y estructurales en el sistema nervioso central, originando
confusion con cifras inferiores a 20 mg/dL, o coma por debajo de 10
mg/dL. Inicialmente el cerebro consume los depodsitos de glucosa y
glucogeno, sin llegar a producir secuelas neurologicas, siendo la
situacion reversible. Al cabo de un tiempo, el cerebro empieza a
consumir otras sustancias, apareciendo lesiones estructurales, con

necrosis neuronal selectiva, preservando el tejido glial (22).

1.1.5.1.3. Flujo sanguineo cerebral

El flujo sanguineo cerebral es una variable que depende del
gradiente de presion de la perfusion sanguinea y de la resistencia
vascular, que depende a su vez de la viscosidad de la sangre y del
diametro de los vasos sanguineos. Estas variables se pueden afectar de
forma compleja durante el desarrollo del infarto cerebral. La presion de
perfusion cerebral esta determinada por la diferencia entre la presion
media de las arterias cerebrales y las presiones intracraneal y venosa

(23). En condiciones fisiologicas la presion venosa y la presion
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intracraneal son muy pequenas, por lo que la presion de perfusion
cerebral es equiparable a la presion sanguinea de las arterias de
mediano calibre. Cuando se produce hipertension intracraneal,
trombosis venosa o respiracion artificial se modifica de manera
importante la presion de perfusion cerebral, lo que puede condicionar la

aparicion de infartos cerebrales.

En situaciones fisiologicas, la regulacion del flujo sanguineo
cerebral es independiente de variaciones amplias de la presion de
arterial, gracias a un complejo mecanismo de autorregulacion de la
circulaciéon cerebral (grafica 2), en el que intervienen factores
miogénicos, bioquimicos, neurogénicos y peptidérgicos (11).
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Grafica 2. Autorregulacion del flujo sanguineo cerebral normal, en
pacientes hipertensos y en el tejido isquémico.
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En pacientes hipertensos, la curva de autorregulacion se desplaza
a la derecha, por lo que los limites superior e inferior de la
autorregulacion se desplazan hacia presiones medias mas altas.
Durante la isquemia cerebral se produce una alteracion de los
mecanismos de autorregulacion del flujo cerebral. Dicho mecanismo
desaparece en el territorio isquémico y la presion de perfusion se hace
dependiente de la tension arterial (esta falta de regulacion aparece con
disminuciones superiores al 40% del flujo cerebral). Esta dependencia
es mas intensa con la disminucion de la tension arterial que con el
aumento, debido a que en el tejido isquémico la presion de perfusion
esta por debajo del limite inferior de la capacidad autorregulatoria del
lecho vascular, y por esta razéon los vasos estan dilatados al maximo.
Una disminucion de la presion arterial, en este caso, no puede

compensarse con una mayor reduccion de la resistencia vascular (24).

Durante el infarto cerebral también se altera la regulacion
funcional, y se produce una abolicion de la reactividad al COz en el
centro del territorio afectado. En algunas ocasiones se produce una
disminucion del flujo al aumentar la concentracion de COz por un
fenomeno de “robo intracerebral” originado por la vasodilatacion de las
arterias normales como respuesta a la hipercapnia, que roba sangre del
tejido isquémico donde los vasos ya estan dilatados al maximo (25). El
area con abolicion del mecanismo de autorregulacion en la isquemia

cerebral focal es mayor que la zona de arreactividad al COz. Esto origina
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en la periferia del infarto un desequilibrio entre el control
hemodinamico y metabdlico responsable de la “circulacion de lujo”
cerebral aumentado por encima de las necesidades titulares de oxigeno,
lo que conduce a una extraccion de oxigeno reducida y a la aparicion de

una red de sangre venosa (26).

1.1.5.1.4. Circulacion colateral

El cerebro se protege contra la isquemia focal mediante la
circulacion colateral, que constituye un factor adicional de seguridad en

la vascularizacion del cerebro.

La principal anastomosis a nivel extracraneal esta situada entre
las dos carotidas primitivas. Entre la circulacion intracraneal y la
carotida externa se establece una comunicacion a través de la arteria
oftalmica. Dentro de la circulacion intracraneal se establecen
comunicaciones por medio del poligono de Willis y a través de las

anastomosis leptomeningeas.

1.1.5.2. Fisiopatologia de la isquemia en el tejido cerebral

El cerebro consume una tercera parte de su energia en el
mantenimiento de la transmision sinaptica, otra tercera parte en el
transporte de iones y otro tercio en la preservacion de su integridad

estructural. Cuando disminuye la perfusion cerebral, se alteran
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progresivamente estas funciones, hasta conducir a la muerte celular.
Sin embargo, no todas las neuronas reaccionan de la misma manera a
la isquemia, existiendo una vulnerabilidad selectiva en relaciéon con la
densidad neuronal. Las neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo,
nucleo amigdalino y cerebelo son mas sensibles a la isquemia que el
resto de las neuronas o las células gliales, y sufren cambios

estructurales de manera mas precoz (27).

La mayoria de los infartos cerebrales se produce en la sustancia
gris, pero hasta un 20% de los casos se produce en al sustancia blanca
como consecuencia de la oclusion de una arteria perforante (28). La
fisiopatologia de la isquemia cerebral es diferente en la sustancia gris y
en la sustancia blanca del cerebro, debido a que ésta no contiene
cuerpos neuronales ni sinapsis, pero si axones mielinizados con una

compleja estructura especializada (29).

1.1.5.2.1. Isquemia en la sustancia gris

La hipoxia produce una disminucion del ATP, lo que ocasiona un
fallo en las bombas de Na* y K*, con lo que se origina una rapida
deplecion del K* intracelular, con la consecuente despolarizacion
neuronal. Este hecho es responsable de la apertura de los canales de
CaZ?* voltaje-dependientes y el desbloqueo de algunos canales de Ca2*

receptor-dependientes, produciendo un incremento de la concentracion
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de Ca2?* intracelular de aproximadamente el doble de su valor, que
aunque no es capaz de producir la muerte neuronal por si sola, lo es de
originar una despolarizaciéon de la membrana (12, 13, 30, 31). Esto
produce una cascada citotéoxica en la que intervienen diferentes

sustancias, desencadenando una respuesta inflamatoria.

Glutamato

El fallo energético y la consecuente despolarizacion de la
membrana neuronal condiciona el aumento de la liberacion de
cantidades excesivas de glutamato y otros aminoacidos excitadores (30,
31). Esto se debe, en parte, a la inversion de los transportadores de
glutamico (32). Existen 5 transportadores de glutamato, 2 gliales
(EAAT1 y EAAT2), y 3 neuronales (EAAT3, EAAT4 y EAATS). Estos
transportadores intercambian Na* e H* por K*, y recaptan glutamato
hacia el interior de la célula, a través de un mecanismo dependiente de
energia. Tras la caida de ATP, los transportadores neuronales de
glutamato dejan de recaptar, por lo que aumenta la concentracion
extracelular de glutamato, que estimula receptores de membrana
ionotropicos (fundamentalmente AMPA y NMDA) y receptores
metabotropicos. La estimulacion del receptor AMPA produce una mayor
despolarizacion de membrana al aumentar la concentracion intracelular

de Na*, induciendo la liberacion de mas glutamato, lo que produce
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edema celular y abre canales no especificos voltaje-dependientes
permeables al Ca2*. La estimulacion de los receptores NMDA es
responsable del aumento de la concentracion de CaZ2* intracelular,
desencadenando la cascada isquémica que conducira a la muerte

neuronal (figura 3).

Figura 3. Accién del glutamato. Estimulaciéon de los receptores AMPA y
NMDA.

El papel de los receptores metabotropicos no esta totalmente
aclarado. Existen tres grupos de receptores metabotropicos distintos
para el glutamato: Grupo I (mGlula, b, ¢, d, e y mGluSa, b), cuya
activacion libera CaZ2* intracelular y activa la protein-kinasa C; Grupo II

(mGlu2 y mGlu3), que reduce la formacion de AMPc y el Grupo III



Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

(mGluda, b, mGlub, mGlu7a, b y mGlu8a, b), que disminuye la
concentracion intracelular de Ca?* y GMPc. El estimulo de los
receptores del grupo I aumenta la liberacion de glutamico, mientras que

el estimulo de los receptores del grupo II y III la disminuye.

Sustancias reactivas de oxigeno

La elevacion de la concentracion intracelular de Ca2* es un factor
clave en el desarrollo del dano neuronal irreversible. El aumento del
Ca2* intracelular activa una serie de enzimas (proteinquinasas,
proteasas, endonucleasas, proteinfosfatasas y sintasa de 6xido nitrico) y

condiciona la expresion de varios genes de respuesta inmediata (33).

En la isquemia cerebral, la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) puede exceder la capacidad antioxidante de las neuronas,
provocando alteraciones de algunos constituyentes celulares, como
proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Las ROS responsables del estrés
oxidativo de las neuronas son los radicales libres como el anion
superoxido (O2°*), el radical hidroxilo (*OH) y el 6xido nitrico (NO°*), y
otras especies reactivas que no son radicales libres, pero son sustancias
muy toxicas, como el peréoxido de hidrogeno (H202) y el peroxinitrito

(ONOO") (34).

El anion superoxido se genera a través de multiples vias

metabodlicas, e inicia la cascada del estrés oxidativo en la isquemia
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cerebral. La activacion del receptor NMDA estimula la fosfolipasa Ao,
liberando acido araquidonico, prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos. Durante el metabolismo del acido araquidéonico se forma
el Oz, que estimula de nuevo la fosfolipasa A, estableciendo un
sistema de retroalimentacion positiva. También se puede generar Oz°*-
por otros mecanismos, como la conversion de la xantina-
deshidrogenasa en xantina-oxidasa, los neutrofilos infiltrados y las
mitocondrias danadas. El Oz°- se produce en el interior de la neurona, y
alli es donde actta, ya que es incapaz de atravesar la membrana
neuronal. Sin embargo, mediante la actuacion del enzima superoxido
dismutasa, el Oz se transforma en H207, que difunde facilmente en la
célula donde se origina y en las neuronas situadas en la proximidad

(34).

El 6xido nitrico (NO®) es un gas inorganico permeable, difusible,
con gran capacidad reactiva (35). Se sintetiza a partir del aminoacido L-
arginina por medio del enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS). En
condiciones normales, el NO*® actiia como mensajero neuronal, pero en
situaciones especiales como la isquemia, se origina una elevada
produccion de NO°, que se ha puesto en relacion con mecanismos
antagonicos de neurotoxicidad y de neuroproteccion. La accion diferente
del incremento del NO* depende del tipo de NOS que actue. Existen tres
isoformas del enzima NOS: la neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y

una forma inmunolégicamente inducida (iINOS). El aumento de NO*
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producido por la accion de la nNOS produce una lesion neuronal
inmediata, mientras que el producido por la iNOS contribuye al dano
neuronal retardado. Sin embargo, la produccion de NO* mediada por la
eNOS actua como neuroprotector, al inducir la relajacion de la fibra

muscular lisa y el mantenimiento del flujo sanguineo cerebral (36).

La formacion de NO* interviene en la excitotoxicidad por estimulo
del NMDA (37, 38). En situaciones de isquemia, la activacion de los
receptores NMDA y la entrada de Ca?2* estimula la nNOS, produciendo

un aumento de la sintesis de NO-e.
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Figura 4. Accién del NO* sobre la membrana celular.

La toxicidad del NO* depende de su reaccion con el O2°¢- (figura

4). Cuando se forma NO® en presencia de O2¢ se origina el anion

29



30

Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

ONOO-, que es el responsable directo de la lisis neuronal, al reaccionar

con grupos sulfidrilo, proteinas, lipidos y con los acidos nucleicos (39).

Glicina v GABA

Durante la isquemia cerebral, ademas del glutamato, aparecen
otros neurotransmisores en el espacio extracelular, principalmente la

glicina y el acido y-aminobutirico (GABA).

La glicina es un coactivador del receptor NMDA. Su excesiva
liberacion durante la isquemia origina un aumento de la estimulacion

del receptor, ocasionando un mayor dano neuronal (40).

El GABA ejerce una accion inhibitoria. Los niveles de GABA en el
cerebro son controlados por el enzima descarboxilasa del acido
glutamico (GAD), que sintetiza GABA a partir del glutamato, y por el
enzima GABA-transaminasa (GABA-T), que lo degrada. El GABA actua a
través de dos receptores, el GABA-A, mas abundante en la sustancia
gris, y el GABA-B, mas activo en sustancia blanca. El receptor GABA-A
es ionotropico, y su estimulacion condiciona la entrada de Cl- en el
interior de la neurona, facilitando su repolarizacion. El receptor GABA-
B es metabotropico, acoplado a la proteina G, que actua a través de un

segundo mensajero modificando la conductancia del Ca2* y del K*.

Durante la isquemia cerebral se produce un aumento de la

sintesis del GABA, por un lado favorecido por el aumento de la
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concentracion de glutamato (por el aumento de actividad del GAD, que
es independiente del ATP y mas activo en presencia de acidosis) y por
otro debido a la inhibicion del enzima GABA-T (mas activa en presencia
de alcalosis). A su vez, la despolarizacion de la membrana neuronal
producida por la isquemia, conduce a la liberacion del GABA en el
espacio extracelular, donde alcanza niveles hasta 250 veces superior

que en condiciones fisiologicas.

Apoptosis

La muerte neuronal que se produce en la zona de penumbra
isquémica es también, en parte, el resultado de un proceso apoptotico.
La lesion del DNA que se produce por las endonucleasas o las ROS,
inicia un complejo mecanismo de autodestruccion en el que se produce
una alteracion de la expresion génica (41), en el que estan implicadas
las mitocondrias (42). Reducciones moderadas del ATP mitocondrial
originan la liberacion de caspasas, citocromo-c y de un factor de
induccion de la apoptosis, que actia como iniciadores de la muerte

neuronal apoptotica (43).

También se ha relacionado a la apoptosis con una forma de
neuroproteccion fisiologica, como la tolerancia isquémica. En las
neuronas de la zona de penumbra isquémica, que sobreviven al dano

isquémico inicial, la estimulacion del receptor NMDA y el aumento de la

31



32

Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

concentracion intracelular de Ca2?*, activan a una familia de genes de
respuesta inmediata (c-fos, c-jun), que pueden regular la sintesis
proteica en otros genes efectores. Esta sintesis proteica (proteinas de
estrés, factores de crecimiento neuronal, factor de necrosis tumoral-a,
etc.) puede ejercer un papel promotor de la supervivencia y
recuperacion neuronal, o bien activar la muerte celular programada o

apoptosis (44).

1.1.5.2.2. Isquemia en la sustancia blanca

Aunque la entrada de Ca2* es el factor comun de la lesion
isquémica, tanto en la sustancia gris como en la sustancia blanca, las
vias que conducen a este proceso son diferentes (28). Por un lado, la
sustancia blanca hemisférica es menos sensible a la hipoxia/isquemia
que la sustancia gris, sin embargo, la sustancia blanca es mucho mas
sensible a la anoxia. Ademas, la hipotesis excitotoxica, que esta mas
que demostrada en la sustancia gris, posiblemente es mucho menos
importante en la sustancia blanca, la cual no tiene sinapsis ni las
complejas estructuras pre y post-sinapticas, donde actiian el glutamato

y otros aminoacidos neuroexcitadores.

En situaciones fisiologicas, los astrocitos desarrollan una
actividad fundamental para controlar la acciéon neurotransmisora del

glutamato. La recaptacion del glutamato por parte de los astrocitos se
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realiza por medio de diferentes transportadores (fundamentalmente
EAAT1 y EAAT2), que consiguen concentraciones de glutamato dentro
de los astrocitos entre 3000 y 10000 veces superiores a las del espacio
extracelular (45). Para introducir el glutamato al interior del astrocito,
estos transportadores emplean el gradiente de membrana de Na‘.
Dentro del astrocito el glutamato se transforma en glutamina a través
de la glutamin-sintetasa, que sera de nuevo reutilizada por las

neuronas para la sintesis de glutamato y GABA.

Durante la isquemia cerebral, el primer cambio que se observa es
el edema de los astrocitos. Dicho edema esta condicionado por el fallo
energético (caida de ATP) que origina la despolarizacion y la apertura de
varios canales ionicos, dependientes o no del glutamato, con la
consiguiente entrada de Na* y agua (46). El edema astrocitico es
responsable de la disminucion de la recaptacion de glutamato, ademas
de otros factores como la disminucion de los transportadores, el acido
araquidonico, radicales libres, acido lactico y la presencia de

concentraciones elevadas de NO-e.

La microglia también contribuye al dano tisular isquémico a
través de varios mecanismos, como la producciéon de citocinas, NO® y

otros radicales libres (47).

En los oligodendrocitos, la disminucion de energia ocasiona una

pérdida de los gradientes idnicos que revierten el funcionamiento de
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algunas bombas de intercambio de Na* y Ca2*, con la consiguiente

acumulacion de ambos iones en el interior de la célula (47).

Las células de la glia que sobreviven a un episodio isquémico
sufren un proceso de hipertrofia y proliferacion, fundamentalmente en
astrocitos, conocido como gliosis reactiva, que se ha puesto en relacion
con mecanismos de neuroproteccion y reparacion de la lesion
isquémica. Los astrocitos son una de las fuentes mas importantes de
factores de crecimiento, que pueden desempenar un papel importante
en la tolerancia isquémica, como el factor de crecimiento neural (NGF),
el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) y del factor de

crecimiento de endotelio vascular (VEGF) (48).

1.1.5.3. Mecanismos fisiopatologicos del edema cerebral

El factor que mas contribuye en la morbilidad y mortalidad del
ictus es el desarrollo de edema cerebral (49). En pacientes con infartos
graves el edema producido puede ocasionar un aumento de la presion
intracraneal que conduzca a la herniacion, disminucion del nivel de
conciencia y muerte (50). Incluso en infartos mas pequenos, el edema
puede producir un aumento de la presion intracraneal, lo que

incrementa la isquemia (51).
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El edema que se produce en la isquemia cerebral puede ser
citotoxico (acumulo de liquido en el interior de la célula), vasogénico

(acimulo de liquido en el intersticio) o ambos.

El perfil temporal del desarrollo del edema en el tejido isquémico
se refleja en la grafica 3. Inicialmente se produce un edema citotoxico,
ya que las neuronas y la glia son mas sensibles a la isquemia que el
endotelio capilar. El edema citotoxico se origina por alteracion de la
permeabilidad celular y por el aumento de la osmolaridad intracelular.
La alteracion de la permeabilidad celular es consecuencia del fallo
energético, al ser incapaz de mantener las bombas de intercambio
ionico. Como consecuencia de la liberacion del glutamato se produce un
aumento de la osmolaridad. Posteriormente a la activacion de los
receptores de glutamato se desarrollan una serie de mecanismos (52),
que incluyen desde la entrada inicial de Na* (53, 54) a la activacion de
procesos secundarios, como la disfuncion endotelial, entrada de Ca2* y
produccion de ROS (55-57), lo que conducira a la incorporacion de Na*

y agua en el interior de las células.
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Grafica 3. Perfil temporal del desarrollo del edema y su relaciéon con la
presion intracraneal (PIC).

El edema vasogénico se produce por la alteracion de la barrera
hematoencefalica debido a la persistencia de la isquemia cerebral. Como
consecuencia de esta alteracion de la barrera hematoencefalica se
produce una extravasacion de proteinas en el parénquima cerebral, lo
que da lugar al acumulo de liquido en el espacio intercelular (58). Dias
después del desarrollo de la isquemia, el acimulo de proteinas en la
sustancia blanca es mas intensa que en el propio tejido isquémico,
donde la mayoria de las proteinas han sido digeridas por enzimas
proteoliticos. Esta localizacion del edema vasogénico con predominio
por la sustancia blanca contrasta con el edema citotoxico, que se

localiza fundamentalmente en la sustancia gris (59).

La microembolia cerebral origina una forma peculiar de edema. El

impacto de un émbolo en un territorio vascular sano no produce una
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disminucion global del flujo sanguineo cerebral, sino una redistribucion
del mismo. En estas circunstancias, se produce una alteracion
inmediata de la barrera hematoencefalica y un edema vasogénico
masivo localizado en la sustancia gris, donde habitualmente impactan
los émbolos. Pocas horas después, el edema se desplaza a la sustancia

blanca adyacente (60).

1.1.5.4. Mecanismos bioquimicos de la progresion del ictus

isquémico

Uno de los mecanismos que conduce a la progresion del ictus es
la transformacion de la penumbra isquémica en una zona de lesion
irreversible. En la zona de la penumbra isquémica se produce una
mayor demanda de energia debido a que aumentan las necesidades
metabolicas al producirse ondas de despolarizacion recurrentes. Estas
mayores necesidades de aporte de nutrientes no pueden ser cubiertas
debido a una disminucion del flujo sanguineo cerebral, por lo que el
umbral de perfusion se hace cada vez mas critico, y zonas de penumbra
se incorporan progresivamente al parénquima cerebral no viable. Sin
embargo, la zona de penumbra isquémica es clinicamente expresiva,
por lo que es probable que el deterioro neurologico implique, ademas, el

reclutamiento de la region de oligohemia mas periférica (17).
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Con niveles de flujo sanguineo cerebral inferiores a 22 ml/100
g/min se produce la liberacion de grandes cantidades de glutamato y de
otros aminoacidos neuroexcitadores, capaces de inducir ondas de
despolarizacion recurrentes en la zona de penumbra isquémica (17). E1
predictor mas potente de progresion de infarto cerebral es el glutamato.
Niveles plasmaticos de glutamato por encima de 200 pM/L en las
primeras 24 horas desde el inicio de la sintomatologia predicen el
deterioro neurologico con una probabilidad del 92% (61). También se
han asociado niveles elevados de glicina con el aumento de la
frecuencia de deterioro neurolégico precoz (61). La disminucion de la
concentracion del GABA en plasma también es un predictor importante
de deterioro neurologico en las primeras 48 horas desde el inicio de la
clinica en los infartos lacunares, sobre todos los localizados en los

nucleos de la base (62).

Pero para la progresion de la isquemia cerebral son necesarios
otros mecanismos secundarios. Se ha demostrado una relacion entre el
aumento de los depositos de hierro (como fuente de radicales libres) y el
deterioro neurologico (63). También se ha visto que el NO*® es un factor
importante en la progresion de la zona de penumbra isquémica,
especialmente en las zonas mas periféricas, donde la presencia de
oxigeno facilita la produccion de peroxinitrilo (38). Los mecanismos

inflamatorios también desempenan un papel fundamental en la
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progresion del infarto, y concentraciones plasmaticas elevadas de IL-6

son un potente predictor de deterioro neuroloégico precoz (64).

La hiperglucemia, la hipertermia, la cefalea y las crisis comiciales
en las primeras horas del ictus se han relacionado con el infarto
cerebral progresivo. Los niveles plasmaticos de glucosa elevados
durante la fase aguda del ictus isquémico aumentan la concentracion
de acido lactico. Se ha visto que el efecto de la hipertermia sobre la
progresion del infarto es dependiente de la neurotoxicidad del glutamato
(65), y posiblemente de la IL-6 y del TNF-a. La cefalea al inicio del ictus
isquémico esta mediada por el glutamato, por el NO*® y por la IL-6 (66).
Las crisis convulsivas al inicio del ictus aparecen en los infartos
corticales, y se relacionan con un empeoramiento neurologico como
resultado del aumento de concentracion de glutamato extracelular

liberado en esta zona (67).

También existen marcadores de neuroimagen del ictus progresivo.
La presencia de hipodensidad precoz en la tomografia axial
computarizada (TAC) o de hipersenal en la resonancia magnética de
difusion (RM-DWI) se relaciona con la progresion del infarto cerebral.
Este hecho se debe a la presencia de edema citotéxico relacionado con
el glutamato (46) o de edema vasogénico relacionado con el aumento de
la permeabilidad vascular originado por el NO® y por los mecanismos de

inflamacion (38, 64, 68, 69).
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1.1.5.5. Inflamacion en el ictus isquémico

Diferentes estudios han demostrado la asociacion entre la
inflamacion sistémica y un riesgo aumentado de padecer infarto de

miocardio e ictus (70, 71).

La isquemia cerebral y la posterior reperfusion inducen una
respuesta inflamatoria que se inicia en la microcirculacion, que ayudara
a la destruccion celular (37, 64, 72). En la periferia de la zona
isquémica se activan las células endoteliales, las neuronas, los
astrocitos y la glia, para iniciar una respuesta inflamatoria a través de
la liberacion de citocinas (69, 73), unas glicoproteinas que poseen la
capacidad de interaccionar entre ellas mismas y con muchas estirpes

celulares.

Las citocinas que inician la inflamacion son la interleucina-1 (IL-
1B) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (figura 5) (73). La
activacion de estas citocinas en la isquemia cerebral ocurre de manera

precoz, aunque de forma transitoria (64, 74).
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Figura 5. Inicio de la respuestra inflamatoria. Accién de la IL-1 y TNF-a.
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La IL-1B y el TNF-a inducen una segunda respuesta inflamatoria,
mucho mas persistente, mediada por otras citocinas, la interleucina-6
(IL-6) y la interleucina-8 (IL-8) (figura 6). La IL-6 y la IL-8 juegan un
papel importante en el desarrollo de reactantes de fase aguda,
incluyendo la fiebre, la proteina C reactiva y el fibrinégeno (75), y en la
liberacion de un grupo de moléculas, conocidas como moléculas de
adhesion celular o adhesinas, que originan la agregacion leucocitaria y
posteriormente su adherencia al tejido conjuntivo de la pared vascular

(76).

)

S

Figura 6. Segunda respuesta inflamatoria. Accién de IL-6 e IL-8

Dentro del grupo de las moléculas de adhesion se conocen
diferentes grupos: las selectinas, miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, y las integrinas. Las selectinas son glicoproteinas
que contribuyen a la interaccion inicial entre leucocitos y células
endoteliales en la periferia del infarto. Su accion es transitoria y
reversible, y conduce a otras interacciones celulares secundarias
mediadas por otros grupos de adhesinas. Las principales moléculas de

la superfamilia de las inmunoglobulinas son la molécula de adhesion
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intracelular-1 (ICAM-1), la molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-1) y
la molécula de adhesion plaquetoendotelial-1 (PECAM-1). Las integrinas
intervienen en la adhesion intracelular y en la interaccion de estas
células con elementos de la matriz extracelular. Estas moléculas se
activan por la IL-8, a diferencia de las selectinas y la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que se activan por la IL-6, y su accion es mucho

mas tardia (77) (figura 7).
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Figura 7. Accion de las moléculas de adhesion celular.

Debido a la activacion de las moléculas de adhesion se produce
un reclutamiento de leucocitos, y posteriormente, su agregacion y
adherencia a la pared vascular, lo cual es responsable de la obstruccion

de la microvascularizacion.

Se ha visto que algunas metaloproteasas de matriz (MMPs)
intervienen en la lesion tisular tras la isquemia. Los leucocitos que se
acumulan y se adhieren por la accion de las citocinas en la isquemia

cerebral utilizan la produccion de MMPs para migrar a través del
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endotelio, desestructurar la barrera hematoencefalica y contribuir a la

produccion del edema (figura 8).

Isquemia

1
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Figura 8. Accion de las metaloproteasas de matriz sobre el endotelio.

1.1.5.6. Marcadores moleculares de utilidad diagnodstica y

prondstica

Los mecanismos bioquimicos de neurotoxicidad e inflamacion han
resultado de utilidad como marcadores asociados a signos precoces de
isquemia, deterioro neurolégico, volumen del infarto, transformacion

hemorragica y con la eficacia del tratamiento trombolitico.

El edema citotoxico que se origina como consecuencia de la
activacion de los receptores AMPA por los aminoacidos excitatorios es

responsable de los cambios mas precoces que se pueden identificar en
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la tomografia computerizada, conocidos como signos precoces.
Posteriormente, otros factores como los diferentes mecanismos
inflamatorios y la disrupcion de la barrera hematoencefalica son
responsables del edema vasogénico. Se ha visto que existe una
asociacion secuencial entre los marcadores de excitotoxicidad
(glutamato), inflamacion (IL-6 y TNF-a) y ruptura de la barrera
hematoencefalica (MMP-9) segun la intensidad de los marcadores

precoces de isquemia (78). (Figura 9)

TC al ingreso (11.6 (9.4) horas), n=271
Signos precoces de isquemia cerebral, n=169 (62.3%)

n=61 n=56 n=32
(22.5%) (20.6%) (11.8%)

Efecto masa

Hipodensidad — e —
Sin efecto masa Grado | Grado |l Grado Ill
Borramiento del surco cortical ~ Asimetria ventricular Linea media

Marcadores bioquimicos asociados

Glutamato TNF-o IL-6 MMP -9
OR 13,2 OR 21,6 OR 26,5 OR 34,4
IL-6 MMP-9
OR 18,2 OR 11,9

Figura 9. Asociacion de los signos precoces de isquemia cerebral con
marcadores bioquimicos.
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Uno de los mecanismos responsables del deterioro neurolégico
precoz es la transformacion del tejido isquémico periférico a la zona de
infarto, denominado penumbra isquémica, en tejido necrotico. El
glutamato es el marcador bioquimico predictivo mas potente de
progresion del infarto (61), aunque también se ha visto que las
concentraciones elevadas de glicina, asi como los niveles bajos de GABA
en plasma son predictores del deterioro neurolégico que se produce en
las primeras 48 horas (62). Existe una fuerte relacion entre los
depositos de hierro, una fuente de radicales libres, y el deterioro
neurologico (63), al igual que con los marcadores moleculares de

inflamacioén, como la IL-6 (64,68,72).

El volumen final del infarto es consecuencia de la interaccion de
factores vasculares, hemodinamicas y bioquimicos. Algunos marcadores
moleculares poseen un efecto neuroprotector, como el GABA y la IL-10,
mientras que otros, como el ICAM-1, VCAM-1, TNF-a, IL-6, glutamato,
ferritina, MMP-9 y NOe se asocian con un mayor volumen del infarto

(79). (Figura 10)
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Figura 10. La interaccion entre los marcadores bioquimicos y el volumen del
infarto presenta una gran complejidad. Los marcadores con accion neurotoxica se
reflejan mediante linea continua, mientras que aquellos que poseen accién
neuroprotectora se reflejan mediante linea discontinua.

La transformacion hemorragica de un infarto cerebral es una
complicacion evolutiva con implicaciones clinicas significativas. El
tamano de la lesion, la hipertension arterial, el tratamiento con
anticoagulantes, la edad, la presencia de signos precoces en
neuroimagen o la hiperglucemia se asocian con un mayor riesgo de
transformacion hemorragica (80,81). Parece que la causa de la
transformacion hemorragica es la pérdida de la integridad de la lamina
basal de la microcirculacion cerebral debido a la isquemia (82). La
activacion de las MMPs en modelos animales produce el deterioro de los
componentes de la lamina basal, como la laminina, el colageno y la
fibronectina, originando la transformacion hemorragica (83). Se ha

observado que la concentracion de MMP-9 es tres veces mayor en
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aquellos pacientes que presentan transformacion hemorragica (84).
Asimismo las concentraciones elevadas de fibronectina celular (cFn)
pueden predecir transformacion hemorragica en aquellos pacientes que

reciben tratamiento trombolitico (85) (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismos moleculares de transformacion hemorragica en la
isquemia cerebral.

El tratamiento trombolitico con r-tPA es el lnico farmaco que ha
demostrado ser eficaz en el tratamiento del ictus isquémico, sin
embargo, la respuesta a dicho tratamiento no es homogénea, y la mayor
complicacion que se produce es la transformacion hemorragica. Los
niveles plasmaticos de IL-6, TNF-a y MMP-9 obtenidos basalmente se
relacionan con la eficacia del tratamiento trombolitico y con la

incidencia de complicaciones como la transformacion hemorragica (79).
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1.2. CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES.
1.2.1. DEFINICION Y CARACTERIZACION

Las células progenitoras son células primitivas derivadas de la
médula 6sea que poseen la capacidad de proliferacion, migracion y
diferenciacion hacia diversas estirpes celulares de la etapa adulta. Las
EPCs, en particular, poseen la capacidad de diferenciacion hacia células
del lumen de los vasos sanguineos (86). La primera evidencia
indicadora de la presencia de EPCs en la circulacion adulta emergié en
1997, cuando Asahara y colaboradores observaron que células
mononucleadas sanguineas aisladas de individuos sanos adquirian un
fenotipo endotelial in vitro y se incorporaban en capilares in vivo (87).
Las EPCs fueron caracterizadas via expresion de CD34 y el “vascular
endothelial growth factor receptor - 2” (VEGFR-2); dos antigenos
presentes en las células progenitoras endoteliales embrionarias y en las
células madre hematopoyéticas (HSCs, hematopoietic stem cells).
Posteriores estudios confirmaron que las células CD34" aisladas de la
meédula 6sea y de la sangre del cordon umbilical muestran capacidad de
diferenciacion hacia células endoteliales maduras (88,89,90). Sin
embargo, tanto el CD34 como el VEGFR-2 son expresados por células

endoteliales adultas (91).

Ademas de CD34, las células progenitoras hematopoyéticas

tempranas expresan CD133, marcador no expresado después de su
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diferenciacion (91,92). Usando la expresion de CD133 como un
marcador especifico de células progenitoras hematopoyéticas en estadio
temprano de su diferenciacion, Peichev y colaboradores aislaron una
subpoblacion de células capaces de diferenciarse a células endoteliales
maduras, caracterizadas por la expresion de VEGFR-2*/CD133*/CD34+
(93). Mas recientemente, las células progenitoras hematopoyéticas que
expresan CD34 y el receptor 1 del factor de crecimiento fibroblastico, o
que coexpresan CD34, CD133 y VEGF-2, presentan un comportamiento

caracteristico de EPCs (94,95).

Actualmente, la mayoria de estudios que estiman el numero de
EPCs en la circulacion sanguinea cuantifican el numero de células
CD34*/VEGFR-2* o CD133*/VEGFR-2* (96,97). Sin embargo, la
expresion de CD34 no parece ser un requerimiento imprescindible para
la identificacion de EPCs. Poblaciones de HSCs CD34- y células madre
mesenquimaticas CD34-/CD133*/VEGFR-2* han demostrado poseer la
capacidad de comportarse como EPCs, generando células endoteliales
maduras (98,99). En conclusion, la caracterizacion fenotipica exacta de

las EPCs no es totalmente conocida.
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1.2.2. FUNCIONES Y PROPIEDADES DE LAS EPCs

El endotelio vascular desempena un papel crucial en la regulacion
de la tonicidad y el mantenimiento de la homeostasis vascular (100). La
disfuncion endotelial predispone a la vasoconstriccion, trombosis y
aterosclerosis (101). Las EPCs desempenan una importante funcion en
el mantenimiento del endotelio, siendo implicadas en procesos de

reendotelizacion y neovascularizacion.

1.2.2.1. EPCs y Reendotelizacion

La significacion fisiologica de la movilizacion de las EPCs in vivo
fue identificada en estudios experimentales, en donde la aorta toracica
de perros adultos, con médula 6sea transplantada, fue implantada con
injertos Dracon (102). Pasados 3 meses, se observo una colonizacion de
los injertos por células endoteliales CD34* del donante. Este hecho
demuestra que la endotelizacion observada fue llevada a cabo
exclusivamente por EPCs movilizadas de la médula o6sea. En seres
humanos, las superficies de los dispositivos de asistencia ventricular
presentan células CD133*/VEGFR-2* (93). Conjuntamente, estos
estudios sugieren la existencia de una poblacion de EPCs en la
circulacion periférica que contribuyen a una rapida endotelizacion,

previniendo la aparicion de aterosclerosis.
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La movilizacion e incorporacion de EPCs derivadas de la médula
O0sea a areas de dano celular endotelial median y modulan procesos de
reendotelizacion (103,104) (Figura 12). Por todo ello, las EPCs pueden
participar en el mantenimiento de la homeostasis vascular mediante

mecanismos de restauracion del endotelio.

1.2.2.2. EPCs y Neovascularizacion

La neovascularizacion en adultos no sélo es producida por
angiogénesis, proceso mediado por la proliferacion y migracion de
células endoteliales de los vasos sanguineos adyacentes preexistentes
(105,106); sino también por vasculogénesis en la que las EPCs son
movilizadas, a través de la circulacion sanguinea periférica, desde la
meédula espinal hasta los lugares de neovascularizacion, en donde
finalmente se diferencian a células endoteliales maduras (87,107,108)
(Figura 12). Las EPCs pueden ser el sustrato para la formacion de
nuevos vasos sanguineos, y a su vez, pueden ejercer una accion

paracrina simultanea promoviendo angiogénesis.

La participacion de las EPCs en la formacion de nuevos vasos
sanguineos fue demostrada mediante estudios experimentales en los
que se observo la formacion de estructuras similares a capilares, a
partir de HSCs aisladas o EPCs (88, 109). Recientes estudios,

realizados en modelos animales de isquemia miocardica, sugieren que
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la administracion local o sistémica de EPCs aumentan Ila
neovascularizacion y median la recuperacion de la funcionalidad de

aquellos tejidos isquémicamente comprometidos (90,110,111).
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Figura 12. Reendotelizacion y neovascularizacion mediada por EPCs.

Empleando un modelo de retinopatia en raton, Grant y
colaboradores demostraron que el reclutamiento de EPCs hacia las
areas de dano isquémico desempena una funciéon importante e
imprescindible en los procesos de neovascularizacion (112). Sin
embargo, la angiogénesis patologica que induce la formacion de
tumores también depende del reclutamiento de las células precursoras

hematopoyéticas y EPCs (113). Por lo tanto, el bloqueo selectivo de la
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migracion de EPCs puede constituir una nueva estrategia terapéutica

antiangiogénica (114).
1.2.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL NUMERO DE EPCs

La mayoria de las EPCs residen en la médula osea en estrecha
asociacion con las HSCs y las células estromaticas que suministran el
microambiente necesario para la hematopoyesis (86). En la meédula
osea, las células progenitoras estan presentes en diferentes estadios de
diferenciacion. En condiciones fisiologicas, las EPCs representan
unicamente el 0.01% de las células mononucleadas sanguineas (115).
La movilizacion de las EPCs requiere la disociacion del contacto entre
las células estromaticas de la médula 6sea y las células progenitoras

(91). Este proceso se denomina reclutamiento.

1.2.3.1. Reclutamiento y movilizacion de las EPCs

Estimulos endogenos, tales como una isquemia tisular o la
terapia exdgena con ciertas citocinas, han demostrado promover la
movilizacion de EPCs. Una isquemia focal en modelos experimentales
induce un incremento en el niumero de EPCs circulantes (116). De igual
modo, las EPCs fueron movilizadas en pacientes con trauma vascular o
infarto agudo de miocardio (96,117). Estudios con citometria de flujo
revelan que las concentraciones de EPCs se incrementan

significativamente en pacientes con infarto agudo de miocardio, un
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incremento que ha sido positivamente correlacionado con niveles
plasmaticos elevados de VEGF (117). La capacidad regenerativa
endogena de las EPCs es mediada principalmente por quimocinas y

citocinas.

Numerosos estudios han demostrado que el factor angiogénico
VEGF promueve la movilizacion e incorporacion de EPCs a las areas de
neovascularizacion (118-122). VEGF promueve angiogénesis por
induccion, diferenciacion y quimiotaxis de las células endoteliales
(123). Asimismo, este factor de crecimiento es esencial para los
procesos de hematopoyesis y angiogénesis (124). Multiples isoformas de
VEGF son secretadas, siendo el VEGF165 la mas abundante. E1 VEGF 165
ejerce su actividad biologica a través de su interaccion con 2 receptores
tirosin quinasa, VEGFR-1 y VEGFR-2 (115). Ambos receptores son
expresados por las HSCs y EPCs. La liberacion de VEGF por las HSCs y
otras células en la médula 6sea puede inducir la proliferacion de EPCs,
el remodelado vascular de la meédula 6sea y la regulacion de la
expresion de las moléculas de adhesion vascular. En conjunto, estos
mecanismos promueven la migracion de las EPCs desde la médula 6sea
(125). En modelos experimentales, la administracion de VEGF induce
una elevacion de las concentraciones de EPCs en la circulacion
sanguinea, generando a su vez un aumento de su actividad proliferativa
y migratoria (119). En los seres humanos, la administracion exoégena de

VEGF aumenta el numero de EPCs circulantes (121), lo que sugiere que
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su sobreexpresion puede inducir la movilizacion de EPCs. Ademas del
VEGF, otros factores de crecimiento angiogénicos, incluyendo la
angiopoyetina 1, el factor de crecimiento fibroblastico y el factor de
crecimiento derivado de las células estromaticas 1 (SDF-1), estimulan la
movilizacion y el reclutamiento de las EPCs (118,122,126). El factor de
crecimiento placental, un miembro de la familia de los VEGF, ha sido
implicado en la formacion de vasos sanguineos colaterales en el corazon
isquémico via VEGFR-1, induciendo el reclutamiento de EPCs derivadas
de la médula 6sea (127,128). Ademas de los efectos directos del VEGF
en la movilizacion de EPCs, VEGF puede inducir la liberacion de otros
factores de crecimiento hematopoyéticos, tales como el factor
estimulante de colonias de macroéfagos y granulocitos (GM-CSF) por las
células endoteliales de la meédula o6sea (129). En modelos
experimentales de isquemia focal, la administracion exégena de GM-
CSF induce especificamente la movilizacion de EPCs contribuyendo a
un aumento de vascularizacion en el area isquémica (116). La
administracion de GM-CSF en pacientes con excesivo dano de la arteria
coronaria (CAD) induce un aumento del flujo colateral del miocardio
(130). El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), al
igual que el GM-CSF, induce un aumento en el numero de células
CD34+ que podria estimular la neovascularizacion en regiones de

miocardio isquémico (89).
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El reclutamiento de las células progenitoras desde la médula 6sea
parece requerir la actividad de la metaloproteasa de matriz - 9 (MMP-9)
(131). Ratones MMP-9-/- presentan una deficiencia en la movilizacion de
células madre, de tal modo, que la administracion de inhibidores de
MMPs bloquean la movilizacion de EPCs. La actividad de la MMP-9
provoca la liberacion masiva de la quimocina del factor de células
madre (SCF), lo que favorece el reclutamiento de células progenitoras
positivas c-kit, entre las que se encuentran las EPCs, desde la médula
o6sea. La MMP-9 activa induce la liberacion de citocinas activadoras de
células madre que provocan la movilidad de EPCs quiescentes (115). El
mecanismo por el cual el factor de crecimiento placental recluta células
progenitoras derivadas de la médula 6sea requiere la actividad de la
MMP-9, que induce la liberacion de SCF (128). Una vez reclutadas y
movilizadas, las EPCs deben dirigirse y diferenciarse a las zonas de

endotelizacion.

1.2.3.2. Autodireccion y diferenciacion de las EPCs

Los mismos factores responsables de la movilizacion de las EPCs
también pueden desempenar una funcion importante en su migracion e
incorporacion a las areas de endotelizacion y neovascularizacion. La
expresion aumentada de VEGF, después de una lesion vascular, recluta

EPCs. Asimismo, paralelamente a la migracion de las EPCs al area de
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lesion, se produce un aumento de los niveles plasmaticos de VEGF (96).
En modelos experimentales, se ha comprobado que la implantacion de
VEGF induce neovascularizacion in vivo, mediada en gran medida por
EPCs (132). Estos datos nos indican que las EPCs fueron dirigidas al
area de implantacion de VEGF. El SDF-1 también puede contribuir al
autoguiado de las EPCs hacia las zonas de neovascularizacion. E1 SDF-
1, que se encuentra en concentraciones elevadas tras un infarto de
miocardio, se une al receptor de quimocinas CXCR-4, que se expresa
abundantemente en las EPCs (126,133,134). Actualmente se ha
comprobado que: las EPCs expresan CXCR4, receptor de SDF-1
(134,135); VEGF induce la expresion de CXCR4 en EPCs (136); SDF-1
actia como quimiotactico de EPCs in vitro (137,138,139); SDF-1
induce la expresion de VEGF y angiogenesis in vivo (136). Por ello,
debido a que las EPCs expresan receptores funcionales de CXCR4 y
VEGF, se postula que una interaccion conjunta entre SDF-1/CXCR4 y
VEGF generaria un proceso de feed-back positivo que aumentaria los
efectos terapéuticos de las EPCs en la Neovascularizacion in vivo

(126,136-139).
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1.2.3.3. Influencia de los factores de riesgo vascular en las

EPCs

La caracterizacion de las EPCs en pacientes con CAD fue
realizada por Vasa y colaboradores (97). El estudio demuestra que
existe una correlacion negativa entre el numero de factores de riesgo
vascular y el numero y actividad migratoria de las EPCs. El factor de
riesgo mas asociado a la reduccion de los niveles de EPCs fue el tabaco,
mientras que la hipertension es el factor que mas influye en la
reduccion de la actividad migratoria. Los mecanismos por lo que los
factores de riesgo vascular reducen el numero y la funcionalidad de las
EPCs son desconocidos. Sin embargo, Vasa y colaboradores (97)
especulan con la posibilidad de que estos mecanismos implican un
aumento de la apoptosis de EPCs. Recientemente, se ha sugerido que
los niveles de EPCs circulantes en sangre periférica podrian ser un

marcador de la funcion endotelial y de riesgo cardiovascular (140).
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1.2.3.4. Farmacos que aumentan la movilizacion y

diferenciacion de las EPCs

Ademas del uso de la administracion exogena de factores de
crecimiento, citocinas o quimocinas, los inhibidores de la reductasa de
HMG-CoA o estatinas aumentan la movilizacion y funcionalidad de las
EPCs. Las estatinas poseen efectos beneficiosos como el aumento de la
funcion endotelial, independientemente de la reduccion del colesterol
(141). Dimmeler y colaboradores (142) asi como Llevadot vy
colaboradores (143) han demostrado que las estatinas incrementan la
diferenciacion de EPCs in vitro, y su movilizacion in vivo. Estos efectos
fueron mediados a través de la via fosfatidil inositol — 3 — kinasa/Akt,
que también es utilizada por los factores de crecimiento angiogénicos
que inducen la diferenciacion de HSC (144). La influencia de las
estatinas en la movilizacion de las EPCs se reflejo en un aumento 3x en
el namero de EPCs circulantes en pacientes con CAD estable después
de 4 semanas de tratamiento con atorvastatina (145). Asimismo, el
tratamiento con estatinas aumentan el flujo sanguineo coronario en

pacientes con CAD estable (146).
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1.2.4. EPCs Y ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

La disfuncion endotelial propicia procesos de aterosclerosis y
trombosis (101), responsables de enfermedades cerebrovasculares
(147). Se ha sugerido que la concentracion de EPCs circulantes en
sangre periférica pueda ser un marcador de la funcion endotelial y de
riesgo cardiovascular (140,148). El numero de EPCs es
significativamente inferior y su actividad migratoria menor en sujetos
con elevado colesterol en suero, hipertension y diabetes, asi como en
fumadores (97), todos ellos factores de riesgo cerebrovascular. También
se han observado reducciones en el numero de EPCs en pacientes con
enfermedad coronaria (149), diabetes (150) e ictus (151). En modelos
experimentales de isquemia cerebral, se ha demostrado que las EPCs
median procesos de neovascularizacion cerebral (152). Recientemente,
los beneficios de la terapia con EPCs fueron demostrados en pacientes
con isquemia cerebral grave y con infarto agudo de miocardio (153-

155).

En la actualidad apenas existen estudios acerca de la relacion
existente entre EPCs y enfermedad cerebrovascular. Este estudio
pretende evaluar los efectos de las EPCs en la recuperacion del Infarto
cerebral, asi como el papel de los factores moleculares que median su

proliferacion y migracion.
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2. HIPOTESIS
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El aumento de la concentracion de EPCs circulantes en sangre
periférica durante la fase aguda de la isquemia cerebral se asocia a un

buen pronéstico funcional en el Ictus Isquémico.
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3. OBJETIVOS
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El objetivo principal de este estudio es demostrar la asociacion
entre la concentracion de EPCs circulantes en sangre periférica y el
pronostico funcional en pacientes con ictus isquémico agudo.

Como objetivos secundarios nos planteamos confirmar que los
niveles séricos de VEGF, SDF-1la y MMP-9 activa se asocian con el
incremento de las concentraciones de EPCs y con el pronostico

funcional.
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4. PACIENTES Y METODOS
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Se ha realizado un analisis prospectivo en el que se han estudiado
48 pacientes con diagnostico de ictus isquémico hemisférico no lacunar
de menos de 12 horas de evolucion.

Las variables clinicas, neurorradiolégicas y moleculares de los
pacientes incluidos en el estudio se recogieron en un banco de datos
prospectivo, disenado con el proposito de estudiar la funcion de las
EPCs en el ictus isquémico, su influencia en el pronostico funcional y la
influencia de los factores de crecimiento en la concentraciones de EPCs
en sangre periférica.

La base de datos cumplia las siguientes caracteristicas:

1. Se recogieron un gran numero de variables comunes,

incluyendo escalas neurologicas y funcionales.

2. Los datos clinicos y moleculares fueron recogidos por los

mismos investigadores.

3. Las muestras de sangre congelada y fresca, para la

determinacion de los factores de crecimiento y el cultivo de
EPCs respectivamente, se recogieron usando un protocolo

comun.

4.1. CRITERIOS DE SELECCION
Se seleccionaron los pacientes que cumplian los criterios de

inclusion y no presentaban ninguno de los criterios de exclusion.
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4.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1.

Pacientes ingresados con primer episodio de ictus isquémico
hemisférico de menos de 12 horas de evolucion, en los que
persista la sintomatologia neurologica durante al menos 2
horas.

Edad mayor de 18 anos.

Ausencia de discapacidad previa (puntuacion en la escala de

Rankin modificada < 1).

4.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

1.

Infarto cerebral no confirmado por tomografia
computerizada.

Inclusion en ensayos clinicos con tratamiento versus placebo
en la fase aguda del ictus.

Pacientes con infarto lacunar o con infartos cerebrales
previos que dificulten la evaluacion de los resultados.
Enfermedades sistémicas graves.

Pacientes con alta probabilidad de exitus.

4.1.3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

A todos los pacientes se les proporcion6é la informacion del

proyecto por escrito y firmaron un formato de consentimiento

informado.70
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4.2. DESCRIPCION DE PARAMETROS ANALIZADOS Y
TECNICAS
En el momento de la llegada al hospital se realiz6 extraccion de
sangre para la determinacion de glucosa, fibrinégeno y recuento de
leucocitos; radiografia de torax; electrocardiograma y tomografia
computerizada. También se extrajeron muestras de sangre para la
determinacion de los factores de crecimiento y el cultivo de EPCs.

Los datos iniciales que se recogieron fueron:

1. Edad.

2. Sexo.

3. Tiempo de latencia, definido como el tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas hasta la llegada al hospital.

4. Antecedentes de hipertension arterial, diabetes mellitus,
dislipemia, fibrilacion auricular, cardiopatia isquémica,
tabaquismo, alcoholismo u otro factor de riesgo vascular.

5. Tratamiento previo con estatinas.

6. Temperatura corporal medida en el hueco axilar.

7. Situacion neurolégica del paciente.

8. Tension arterial no invasiva.

Para evaluar la situacion funcional previa de los pacientes se

empled la Escala de Rankin modificada (mRS). Dicha escala valora la
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discapacidad en diferentes grados, con una puntuacion comprendida

entre O y 6 puntos (tabla 2) (156).

Escala de Rankin modificada (mRS)

0 | Asintomatico

Incapacidad no significativa pese a la existencia de
1 sintomas: capaz de realizar su trabajo y actividad
habituales.

Incapacidad ligera: incapaz de realizar todas sus
2 | actividades habituales previas, capaz de realizar sus
necesidades personales sin ayuda

Incapacidad moderada: requiera alguna ayuda, capaz de

3 : .
caminar sin ayuda.

4 Incapacidad moderadamente severa: incapaz de caminar
sin ayuda, incapaz de atender sus necesidades sin ayuda.

5 Incapacidad severa: limitado a cama, incontinencia,
requiere cuidados de enfermeria y atencion constante

6 Muerte

Tabla 2. Escala de Rankin modificada.

4.2.1. EVALUACION CLINICA DEL ICTUS

Todos los pacientes fueron atendidos en una Unidad de Ictus por
el mismo equipo neurologico, aplicandoseles el protocolo diagnéstico
terapéutico de ictus del hospital, adaptado a las guias del Grupo de
Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espanola
de Neurologia. (157)

Solo los pacientes con presion arterial sistolica (PAS) 2220 mm Hg
o diastélica (PAD) 2120 mm Hg recibieron medicacion antihipertensiva
durante las primeras 48 horas desde el ingreso. La hiperglucemia se

traté con insulina cuando los niveles de glucosa fueron 2160 mg/dL.
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Para el tratamiento de la hipertermia (temperatura axilar >37.5 °C) se
inici6 tratamiento con metamizol o paracetamol intravenoso. Como
profilaxis del tromboembolismo pulmonar se emplearon heparinas de
bajo peso molecular. También se administréo medicacion antiagregante.
Solo se administraron anticoagulantes cuando existia una fuente
cardioembdlica mayor, pero no como tratamiento del deterioro
neurologico precoz. Quince pacientes recibieron tratamiento fibrinolitico
con tPA segun criterios SITS-MOST. En los pacientes con tratamiento
previo de estatinas se les mantuvo la medicacion; en los que no recibian
esta medicacion, 20 mg de atorvastatina fue administrada entre el
tercer y quinto dia después de la hospitalizacion. Asimismo, un grupo
randomizado de pacientes fue tratado con citicolina (2.000 mg

Somazina/dia) desde las primeras 24 horas y durante 3 meses.

4.2.1.1. Clasificacion etiologica

Los ictus se clasificaron etiologicamente segun los criterios
TOAST (6) en 4 grupos:

1. Aterotromboticos.

2. Cardioembodlicos.

3. Lacunares

4. Indeterminados.
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4.2.1.2. Evaluacion clinica

Para cuantificar el grado de afectacion neurologica se empleod la
Escala de Ictus del National Institute of Health (NIHSS) (158) al ingreso,
24 horas, 72 horas, dia 7t1 y a los 3 meses. Se realiz6 un estudio
ultrasonografico de los arcos supraaodrticos y Doppler Transcraneal al

ingreso y a las 24 horas de evolucion.

4.2.1.3. Valoracion del tamarno del infarto

El volumen del infarto se midi6 en centimetros cubicos. Para su
determinacion se realizo una segunda tomografia computerizada entre
el 4° y el 7° dia. Se empleod la formula 0.5 x a x b x ¢, donde “a” y “b”
corresponden a los diametros mayores en sentido perpendicular, y “c” al

numero de cortes de 10 mm en los que aparecia el infarto cerebral.

4.2.1.4. Evaluacion prondstica
Para evaluar el pronostico de los pacientes, se emplearon las

siguientes variables:

El volumen del infarto medido entre el 4° y el 7° dia.

El deterioro neurologico precoz.

La puntuacion en la mRS a los 3 meses.

La mejoria en la puntuacion en la NIHSS.
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Se consider6 deterioro neurologico precoz a un aumento igual o
superior a los 4 puntos en la NIHSS en las primeras 24 horas de
evolucion.

Se consider6 mal pronéstico cuando los pacientes presentaban
una puntuacion mayor de 2 puntos en la mRS o se producia el
fallecimiento del paciente (asignando una puntuacion de 6 en dicha
escala).

La mejoria en la puntuacion de la NIHSS fue determinada como la
diferencia de puntuacion entre el dia 7 y la determinacion basal, y entre

el dia 90 y la determinacion basal.

4.2.2. EVALUACION MOLECULAR

Después de la inclusion, se extrajo una primera muestra de
sangre para hemograma, coagulacion, bioquimica y VSG. A
continuacion se realiz6 una extraccion sanguinea basal al ingreso del
paciente, que se repitio a las 24 y 72 horas, asi como a los 7t1 dias y a
los 3 meses de la determinacion basal para la posterior determinacion
de los marcadores moleculares. Cada extraccion consto de 1 tubo de 4.5
mL de bioquimica con separador (para la obtencion de suero):

Dejamos reposar los tubos durante 10 minutos a temperatura
ambiente para la formacion del boton celular, y luego centrifugamos los

tubos a 3.000 rpm. durante otros 10 minutos. El suero se repartio en 2
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alicuotas de 1 mL. Congelamos las 2 alicuotas a - 80 °C hasta la
realizacion de los test moleculares oportunos.

Los niveles séricos de VEGF y SDF-1a se midieron mediante kits
comercializados de analisis cuantitativo de inmunoabsorcion ligada a
enzimas (ELISA), obtenidos de Instant Elisa, MedSystems Diagnostics
GmbH, Vienna, Austria; y Quantinea, R&D System. Minneapolis, MN,
USA, respectivamente. Los niveles séricos de MMP-9 activa se
determinaron mediante un ensayo de actividad, obtenida de Biotrack,
Amersham Pharmacia, UK.

El analisis de estos marcadores moleculares se llevo a cabo sin

conocer los datos clinicos ni de neuroimagen.

4.2.3. EVALUACION CELULAR

Para la cuantificacion de las EPCs en sangre periférica se realizo
una extraccion sanguinea (14 mL) basal al ingreso, asi como a los dias
7+1 y a los 3 meses £ 15 dias desde el momento de la inclusion en el

estudio.

4.2.3.1. Extraccion, conservacion y procesamiento de las
muestras

Se extrajeron 2 tubos de 7 mL con EDTA K3. Las muestras de
sangre se conservaron a temperatura ambiente si fueron procesadas

inmediatamente después de su extracciéon o en nevera a 4°C si la



Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

evaluacion celular se realiz6 en las siguientes 2 horas. Las células
mononucleadas de las muestras sanguineas fueron aisladas usando un
gradiente de densidad de Ficoll®, y 5 x 1060 de estas células fueron
cultivadas en placas de 6 pocillos banados con fibronectina en Endocult
TM Medium (StemCell Technologies, Vancouver, Canada). Pasadas 48h,
las células no adheridas fueron recolectadas y 1 x 109 cultivadas en
duplicado en placas de 24 pocillos banados con fibronectina con el
mismo medio de cultivo. Las colonias son cuantificadas y evaluadas 3
dias mas tarde por el método descrito por Hill y colaboradores (140)

(figura 13).

Ficoll 5x10° células/pocillo 1x10° células/pocillo
48 h

—S= | 050 #0 B0 |—

SANGRE PERIFERICA
14 mL

INGRESO
7 DIAS
3 MESES

Figura 13. Método de cultivo de EPCs.

Una Unidad Formadora de Colonias (CFU) se define como un

nucleo central de células redondeadas con células mas alargadas en la
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periferia. En el presente estudio hablaremos de CFU-EC (Unidades

Formadoras de Colonias de Células Endoteliales) (figura 14).

Figura 14. Microfotografia de CFU-EC en microscopio de contraste de fases

(x100).

Las diferentes fases de diferenciacion de las CFU-EC durante los
5 dias de cultivo celular se reflejan en la figura 15.

El incremento del numero de CFU-EC fue cuantificado durante la
primera semana y definido como la diferencia absoluta entre el numero
de CFU-EC al 7° dia y al ingreso.

Se confirm6 la linea endotelial de las células de cultivo por
técnicas de Inmunohistoquimica siguiendo un método descrito

previamente. (87,140,151)
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El coeficiente de variacion intraensayo, obtenido por el unico
investigador que realizo el estudio celular, calculado por el analisis de 2

muestras sanguineas de un mismo paciente fue de 0.96.

Células Mononucledas sanguineas Células Mononucledas sanguineas
dia 1 (x100) dia 2 (x100)

CFU-EC dia 3 (x100) CFU-EC dia 4 (x100)

CFU-EC dia 5 (x100)

Figura 15. Fases de diferenciacién de las CFU-EC durante los 5 dias de cultivo

celular.
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4.2.4. METODO ESTADISTICO.

La descripcion de las variables continuas se realiz6 mediante la
media y desviacion estandar si la distribucion fue normal o con la
mediana y rango de percentiles en caso contrario. Las variables
categoricas se describieron mediante porcentajes. La comparacion
bivariada de grupos se realizo con los contrastes de t-Student (variables
continuas normales), U-Mann-Whitney (variables continuas no
normales) y chi-cuadrado (variables categoricas). Dado que las
concentraciones de los marcadores moleculares no siguen una
distribucion normal fueron expresadas como mediana [percentiles|, y
las comparaciones entre grupos fueron realizadas usando el U-Mann-
Whitney test o el Kruskal-Wallis test segiin fuese apropiado.

El analisis de Curva COR fue utilizado para determinar el punto
de corte mas apropiado para determinar buen pronostico a partir de los
siguientes resultados del estudio (Incremento de EPCs durante la
primera semana). La influencia de las EPCs en el pronostico funcional
fue analizado mediante analisis de regresion logistica, ajustando por las
variables relacionadas con el buen pronéstico en los modelos
divariados.La influencia del incremento del numero de EPCs en el
volumen y en la mejoria en la puntuacion de la NIHSS se determino
mediante modelos de regresion lineal multiple, también ajustados por la
variables relacionadas con el volumen y con la modificacion de la NIHSS

en sendos modelos bivariados.
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El coeficiente de correlacion r de Pearson fue utilizado para
analizar la correlacion existente entre las concentraciones de los
marcadores moleculares (ingreso, 24 y 72 horas, 7 dias y 3 meses) con
el numero de CFU-EC al ingreso, 7 dias y 3 meses, asi como con el
incremento de EPCs durante los primeros 7 dias.

Los modelos fueron ajustados por aquellos factores relacionados
con el pronédstico en el analisis bivariado (p<0.05). Una p<0.05 fue
considerada como estadisticamente significativa en todos los test.

El programa estadistico SPSS 14.0 para Windows XP fue utilizado

para el analisis de datos.
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5. RESULTADOS
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En este estudio se han incluido 48 pacientes con el diagnostico de
ictus isquémico hemisférico no lacunar, de menos de 12 horas de

evolucion.

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

En nuestra muestra, la edad fue de 70.9 £ 10.1 anos. La
distribucion por sexos fue de 24 hombres (50 %) y 24 mujeres (50 %).

En cuanto al diagnostico etiopatogénico, 8 pacientes presentaron
un ictus de origen aterotrombotico (16.7 %). Veintiun pacientes (43.8 %)
presento un infarto de origen cardioembodlico, y 19 pacientes (39.6 %)

un infarto de origen indeterminado (Grafica 4).
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DIAGNOSTICO

Grafica 4. Clasificacion etiopatogénica (criterios TOAST)

En nuestra muestra, 23 pacientes presentaron mas de 2 factores

de riesgo vascular (47.9%). Asimismo, 16 pacientes (33.3%) estaban a
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tratamiento con estatinas previo al ictus; quince pacientes (31.3%)
recibieron tratamiento trombolitico con rtPA siguiendo los criterios
SITS-MOST; y por ultimo, 26 pacientes (54.2 %) recibieron tratamiento
con citicolina. El tiempo de latencia desde el inicio de los sintomas al
ingreso fue de 5.6 [2.4, 8.5] horas. Las cifras de PAS y PAD al ingreso
fueron de 151.2 (23.2) y 82.6 (12.5) mm Hg, respectivamente; la
temperatura axilar al ingreso fue de 36.5 (0.45) °C; y los niveles de
glucosa y fibrindgeno en suero al ingreso fueron de 133.1 (40.1) y 422.1
(128.6) mg/dL, respectivamente. El grado de afectacion neurologica al

ingreso, evaluada por la NIHSS fue de 13 [6-18], (tabla 3).

Hombres, % 50
Edad, afios 70.9 (10.1)
Pacientes con >2 FRV, % 47.9
Pacientes a tratamiento previo con estatinas, % 33.3
Pacientes que recibieron tratamiento con rtPA, % 31.3
Pacientes a tratamiento con citicolina, % 54.2
PAS al ingreso, mm Hg 151.2 (23.2)
PAD al ingreso, mm Hg 82.6 (12.5)
Temperatura al ingreso, °C 36.5 (0.45)
Glucemia, mg/dL 133.1 (40.1)
Fibrinégeno, mg/dL 422.1 (128.6)
NIHSS al ingreso, mediana [percentiles] 13 [6-18]
Tiempo de Latencia, h 5.6 [2.4, 8.5]
Subtipos de Ictus, %:

Cardioembdlicos 43.8

Aterotrombéticos 16.7

Indeterminados 39.6

Tabla 3. Caracteristicas basales de la muestra
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5.2. ANALISIS COMPARATIVOS

5.2.1. INFLUENCIA DEL SEXO Y DE LOS FRV EN EL NUMERO
DE CFU-EC AL INGRESO

No se encontraron diferencias significativas en el numero de CFU-
EC al ingreso entre pacientes de distinto sexo (grafica 5), asi como
entre pacientes que presentaban, o no, mas de 2 factores de riesgo
vascular al ingreso (grafica 6). Sin embargo, si que se observaron
diferencias significativas en el curso evolutivo del crecimiento de las
EPCs, de tal modo que el incremento de CFU-EC durante la primera
semana fue significativamente menor en el grupo de pacientes que

presentaban mas de 2 factores de riesgo vascular al ingreso (grafica 7).
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Grafica 5. Influencia del sexo en el numero de CFU-EC al ingreso.
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Grafica 6. Influencia de los FRV en el nimero de CFU-EC al ingreso.
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Grafica 7. Influencia de los FRV en el Incremento de CFU-EC durante la

primera semana.
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5.2.2. RELACION ENTRE EL NUMERO DE CFU-EC Y EL
PRONOSTICO FUNCIONAL A LOS 3 MESES.

Para observar qué factores influyen en el pronédstico de los
pacientes con ictus isquémico agudo, fue utilizada la puntuacion en la
mRS a los 3 meses, comparando a los pacientes con buen pronédstico

(mRS < 3 puntos) con los pacientes con mal pronéstico (mRS = 3

puntos) (tabla 4).

Buen Prondstico Mal Pronostico

(n = 25) (n = 23)
Edad (afios) 68.2 (12.6) 73.3 (4.1) 0.391
Hombres (%) 56.0 43.5 0.282
Tiempo de latencia (h) 5.3 (2.1) 5.3 (2.3) 0.274
Factores de Riesgo Vascular
Ant. de Hipertension (%) 36.0 69.7 0.020
Ant. de Diabetes (%) 24.0 34.8 0.307
Ant. de Dislipemia (%) 24.0 30.4 0.430
Ant. de Tabaquismo (%) 12.0 8.7 0.541
Ant. de Enolismo (%) 16.0 13.0 0.352
Ant. de Cardiopatia isquémica (%) 20.0 17.4 0.556
Ant. de Fibrilacién Auricular (%) 24.0 40.0 0.182
Ictus previo (%) 0 8 0.203
Bioquimica y signos vitales al ingreso
Temperatura (°C) 36.4 (0.3) 36.7 (0.4) 0.006
Presién Arterial Sistélica (mm Hg) 144.7 (21.1) 160.0 (24.6) 0.039
Presion Arterial Diastélica (mm Hg) 81.2 (12.4) 84.7 (13.2) 0.268
Glucemia (mg/dL) 119.1 (31.2) 148.9 (44.1) 0.015
Fibrinégeno (mg/dL) 380.8 (103.6) 434.6 (125.9) 0.026
Tratamiento con tPA, (%) 44.0 17.4 0.046
Tratamiento con estatinas, (%) 40.0 26.1 0.238
Variables de Neuroimagen
Volumen del infarto (cc) 13.2 (10.1) 64.8 (29.6) <0.0001
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Buen Pronostico | Mal Pronodstico

(n = 25) (n = 23)

Caracteristicas Clinicas

NIHSS al ingreso 6 [5, 9] 18 [14, 20] <0.0001
Signos ultrasonograficos, (%) 40.0 39.1 0.377
Mejoria de la NIHSS 1* semana -6 [-8, -3] -4 [-6, -1] 0.001
Mejoria de la NIHSS a los 3 meses 0 [0, 0] 12 [11, 16] <0.0001
Diagnostico Etioldgico

Aterotrombético (%) 16.0 17.4

Cardioembolico (%) 36.0 52.2 0.435
Indeterminado (%) 48.0 30.4

Células Progenitoras Endoteliales (EPCs)

Numero de CFU-EC al ingreso 8 [4, 12] 9 [3, 14] 0.407
Numero de CFU-EC al 7° dia 36 [14, 47] 32, 10] <0.0001
Numero de CFU-EC a los 3 meses 37 [22, 63] 9 4, 17] <0.0001
Incremento CFU-EC en 1? semana 23 [11, 36] -3 [-7, 1] <0.0001
Incremento CFU-EC a los 3 meses 80 [68, 86] 27 [-102, 51] <0.0001

Tabla 4. Factores que influyen en el pronéstico de los pacientes con ictus.

Se ha evaluado la edad; sexo; tiempo de latencia; antecedentes
de factores de riesgo vascular (hipertension, diabetes mellitus,
dislipemia, antecedentes de tabaquismo y enolismo, antecedentes de
cardiopatia isquémica, antecedentes de fibrilacion auricular e ictus
previo); bioquimica y signos vitales al ingreso (temperatura, PAS y
PAD, glucemia y fibrinégeno, asi como tratamiento previo con estatinas
y tratamiento trombolitico con tPA); variables de mneuroimagen
(volumen del infarto); caracteristicas clinicas (NIHSS al ingreso, signos
ultrasonograficos y la Mejoria en la puntuacion de la NIHSS en la
primera semana y a los 3 meses); diagndstico etiolégico del ictus; y

variables de las EPCs (Numero de CFU-EC al ingreso, a los 7 dias y a
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los 3 meses, asi como el incremento del nimero de CFU-EC durante la
primera semana y los 3 primeros meses) . Los resultados se expresan
como porcentaje, media (desviacion estandar) o como la mediana y los
percentiles 25y 75.

Los factores que se relacionan con un peor pronédstico son los
antecedentes de hipertension arterial (69.7 % vs. 36.0 %, p=0.020); una
mayor cifra de PAS al ingreso (160 (24.6) mm Hg vs. 144.7 (21.1),
p=0.039); mayor temperatura (36.7 °C vs 36.4, p=0.006), mayor
glucemia (148.9 mg/dL vs. 119.1, p=0.015) y los niveles mas elevados
de fibrinogeno (434.6 mg/dL vs. 380.8, p=0.026); mayor puntuacion en
la NIHSS al ingreso (18 [14, 20] vs. 6 [5, 9], p <0.0001); y mayor
volumen del infarto (64.8 cc vs. 13.2, p < 0.0001).

No se encontraron diferencias en el nimero de CFU-EC al ingreso
entre los pacientes con buen y mal pronéstico (8 [4, 12] vs. 9 [3, 14],
p=0.407). Sin embargo, al 7° dia de evolucion, el numero de CFU-EC fue
significativamente mas elevado en los pacientes que presentaron buen
pronostico funcional a los 3 meses (36 [14, 47] vs. 3 [2, 10], p <0.0001)
y esta diferencia se evidencio nuevamente a los 3 meses (37 [22, 63] vs.
9 [4, 17], p <0.0001) (Grafica 8). Asimismo, los pacientes con buen
pronostico presentaron un mayor incremento en el numero de CFU-EC
durante la primera semana de evolucion (23 [11, 36] vs. -3 [-7, 1],
p<0.0001) asi como a los 3 meses (80 [68, 86] vs. 27 [-102, 51],

p<0.0001).
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Buen prondstico
W Mal prondstico

CFU-EC 7 10° células cultivadas

Tiempo desde el ingreso

Grafica 8. Perfil temporal del nimero de CFU-EC en pacientes con buen y mal

pronoéstico durante un periodo de 3 meses.

Ademas, durante la primera semana, el mayor incremento del
numero de CFU-EC fue observado en el grupo de pacientes con buen

pronéstico (mRS < 3) a los 3 meses. (Grafica 9)

100 - - === == mmmm e e

Porcentaje de pacientes con mRS<3 a los 3 meses

-17a-4 “4a0 0ai3 13a34 >34

Incremento del n® de CFU-EC en la 12 semana

Grafica 9. Probabilidad de buen pronéstico a los 3 meses en relacién al

Incremento del nimero de CFU-EC en la primera semana (en quintiles).
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El analisis ROC (receiver operating characteristics) nos muestra

que un Incremento de EPCs 24 CFU-EC, durante la primera semana,

predice con la mas alta sensibilidad (88%) y especificidad (92%) la

probabilidad de buen pronéstico (mRS <3) a los 3 meses (grafica 10).

Curva COR

0,8

Sensibilidad
2

o
~
1

0,2

0,0=—7 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: Incremento EPCs 7d-0:

(T2-T1)x100/T1

Area

Intervalo de confianza
asintético al 95%

b Limite
Error tip. i Sig. asintética Limite inferior superior

,903

,047 ,000 ,811 ,995

La variable (o variables) de resultado de contraste: Incremento EPCs
7d-0: (T2-T1)x100/T1 tiene al menos un empate entre el grupo de
estado real positivo y el grupo de estado real negativo. Los
estadisticos pueden estar sesgados .

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Grafica 10. Analisis ROC: un Incremento =4 CFU-EC durante la 1* semana

predice con una sensibilidad del 88% y una especificidad del 92% la probabilidad de

buen pronéstico a los 3 meses.
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Utilizando un modelo de regresion logistica, se obtiene que el
Incremento 24 CFU-EC durante la primera semana esta
independientemente asociado con el buen pronéstico (mRS <3) a los 3
meses de evolucion (OR: 22.6, IC 95 %: 1.1-372.5, p=0.018), después de
ajustar por los antecedentes de hipertension, PAS, temperatura,
glucemia y fibrinégeno, NIHSS al ingreso, tratamiento con tPA y

volumen del infarto (tabla 5).

Variable Independiente OR ajustado

Incremento >4 CFU-EC 1° semana ‘ 77.0 [11.7, 507.9], p <0.0001 ’ 22.6 [1.1, 372.5], p=0.018

Tabla 5. Modelo de Regresion Logistica: OR cruda y ajustada para el buen
pronodstico a los 3 meses en pacientes con un Incremento 24 CFU-EC durante la 12

semana. Variable dependiente: Buen pronéstico a los 3 meses (mRS <3).

5.2.3. ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE CONDICIONAN UN
INCREMENTO DEL NUMERO DE CFU-EC 24 EN LA PRIMERA

SEMANA.

En la tabla 6 se muestran las caracteristicas basales y evolutivas
de los pacientes en relacion con el incremento del nimero de CFU-EC
durante la primera semana. El antecedente de hipertension arterial
(69.2 % vs. 31.8, p = 0.010); una temperatura mas elevada (36.6 °C vs

36.3, p = 0.005); y niveles superiores de glucemia (147.9 mg/dL vs.
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115.9, p = 0.015) y de fibrin6geno (428.8 mg/dL vs. 378.7, p = 0.036) se
asocian con un menor incremento del nimero de CFU-EC, asi como un
mayor déficit neurologico al ingreso (16 [13, 19] vs. 6 [5, 10], p <0.0001)
y un mayor volumen de infarto (64.8 cc vs. 13.2, p < 0.0001). Por el
contrario, el tratamiento con tPA (50.0 % vs. 15.4, p = 0.011) se asocia
con un incremento significativo del nimero de CFU-EC en la primera
semana. Los pacientes con un incremento 24 CFU-EC durante la
primera semana presentan una mejoria significativa en la puntuacion
de la NIHSS durante la primera semana (-6 [-9, -5] vs. -2 [-4, O],
p<0.0001) y durante los 3 primeros meses (-6 [-10, -5] vs. -4 [-6, -1],
p=0.002) (Grafica 11), asi como un mejor pronéstico funcional a los 3

meses (0 [0, 1] vs. 4 [3, 4], p <0.0001).

Incremento CFU-EC 12 Semana

<4 >4 <4 >4

0o+ -

-101

Modificacién de la NIHSS

-157

NIHSS dia 7 - NIHSS dia O

NIHSS dia 90 - NIHSS dia O

Grafica 11. Mejoria de la puntuacién en la NIHSS durante la primera semana

y los primeros 3 meses en relacién al Incremento de CFU-EC en la primera semana.
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CFU-EC

(n = 22)

Incremento 24 | Incremento <4

CFU-EC
(n = 26)

Edad (afios) 69.1 (12.9) 72.6 (6.6) 0.488
Hombres (%) 45.5 53.8 0.386
Tiempo de latencia (h) 5.1 (3.4) 4.3 (2.2) 0.123
Factores de Riesgo Vascular

Ant. de Hipertensién (%) 31.8 69.2 0.010
Ant. de Diabetes (%) 22.7 34.6 0.281
Ant. de Dislipemia (%) 22.7 30.8 0.385
Ant. de Tabaquismo (%) 4.5 15.5 0.230
Ant. de Enolismo (%) 18.2 11.5 0.358
Ant. de Cardiopatia isquémica (%) 15.4 22.7 0.389
Bioquimica y signos vitales al ingreso

Temperatura (°C) 36.3 (0.3) 36.6 (0.4) 0.005
PAS (mm Hg) 145.3 (22.1) 157.3 (22.4) 0.109
PAD (mm Hg) 81.2 (12.8) 84.1 (12.7) 0.304
Glucemia (mg/dL) 115.9 (25.1) 147.9 (45.9) 0.015
Fibrinégeno (mg/dL) 378.7 (102.2) 428.8 (124.7) 0.036
Tratamiento con tPA, (%) 50.0 15.4 0.011
Tratamiento con estatinas, (%) 40.9 26.9 0.237
Variables de Neuroimagen

Volumen del infarto (cc) 19.1 (21.4) 51.2 (35.1) <0.0001
Diagnéstico Etiologico

Aterotrombético (%) 9.1 23.1

Cardioembdlico (%) 50.0 38.5 0.411
Indeterminado (%) 40.9 38.5

Caracteristicas clinicas

NIHSS al ingreso 6 [5, 10] 16 [13,19] <0.0001
Signos ultrasonograficos, (%) 36.6 50.0 0.172
Mejoria de la NIHSS 1% semana -6 [-9, -5] -2 [-4, 0] <0.0001
Mejoria de la NIHSS a los 3 meses -6 [-10, -5] -4 [-6, -1] 0.002
mRS a los 3 meses 0 [0, 1] 4 [3, 4] <0.0001

Tabla 6. Factores que influyen en el Incremento = 6 < 4 CFU-EC en la

primera semana.
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En modelos de regresion lineal, la mejoria en la puntuacion de la
NIHSS durante la primera semana (B: 4.7, IC 95%: 2.5 - 6.8; p<0.0001)
y en los tres primeros meses (B: 3.8, IC 95%, 2.2 - 7.4; p=0.001) se
asocian independientemente con un incremento no categorizado de
CFU-EC durante la primera semana de evolucion, después de ajustar
por la NIHSS al ingreso, tratamiento con tPA y estatinas, volumen del
infarto y subtipo de ictus (ictus cardioembdlico vs. ictus no

cardioembolico) (tabla 7).

Variable B (IC 95%),p B (IC 95%),p ajustado

Mejoria de la NIHSS 1° semana 4.6 [2.3, 5.9], p <0.0001

Mejoria de la NIHSS a los 3 meses | 3.5 [1.4, 5.7], p=0.002 3.8 [2.2, 7.4], p=0.001

4.7 [2.5, 6.8], p <0.0001

Tabla 7. Modelo de Regresion Lineal: B cruda y ajustada para la mejoria de la
puntuaciéon en la NIHSS en la 1* semana y a los 3 meses en pacientes con un

Incremento de CFU-EC durante la 1* semana.
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5.2.4. RELACION ENTRE EL NUMERO DE CFU-EC Y LOS
MARCADORES MOLECULARES ENDOGENOS DE PROLIFERACION Y
MIGRACION CELULAR.

Para observar la correlacion existente entre las EPCs y los
marcadores moleculares endogenos de proliferacion y migracion celular
(VEGF, SDF-1a, MMP9 activa) se utiliz6 el coeficiente de correlacion r de

Pearson. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 8.

MARCADOR

GRUPO Coef. Pearson | p
CFU-EC basales VEGF basal -0.020 0.891
VEGF basal 0.054 0.718
Incremento CFU-EC | VEGF 24h 0.782 < 0.0001
1* Semana VEGF 72h 0.839 < 0.0001
VEGF 7° dia 0.602 < 0.0001
VEGF basal 0.056 0.721
VEGF 24h 0.717 < 0.0001
CFU-EC 3¢r mes VEGF 72h 0.727 < 0.0001
VEGF 7° dia 0.669 < 0.0001
VEGF 3¢ mes -0.106 0.499
CFU-EC basales SDF-10 basal - 0.087 0.549
SDF-1a basal -0.175 0.235
Incremento CFU-EC | SDF-1la 24h 0.828 < 0.0001
1* Semana SDF-1o. 72h -0.026 0.859
SDF-1a 7° dia - 0.142 0.335
SDF-1a basal -0.129 0.409
SDF-1a 24h 0.587 < 0.0001
CFU-EC 3¢r mes SDF-1a 72h 0.015 0.923
SDF-1a 7° dia -0.275 0.075
SDF-1o 3¢*mes -0.311 0.043
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GRUPO MARCADOR
Coef. Pearson P

CFU-EC basales MMP9 activa basal 0.078 0.590
MMP9 activa basal 0.343 0.017

Incremento CFU-EC | MMP9 activa 24h 0.740 < 0.0001
1* Semana MMP9 activa 72h 0.442 0.002
MMP9 activa 7° dia 0.474 0.001
MMP9 activa basal 0.287 0.062

MMP9 activa 24h 0.561 < 0.0001
CFU-EC 3¢r mes MMP9 activa 72h 0.343 0.024
MMP9 activa 7° dia 0.403 0.007
MMP9 activa 3¢r mes 0.201 0.196

Tabla 8. Resumen de correlaciones entre las EPCs y los marcadores
moleculares endogenos de proliferacion y migraciéon celular.

Puesto que el analisis ROC nos muestra que el Incremento de EPCs
>4 CFU-EC, durante la primera semana, predice con la mas alta
sensibilidad (88%) y especificidad (92%) la probabilidad de buen
pronéstico (mRS <3) a los 3 meses (ver pagina 86) el analisis se centra
en aquellos marcadores que se correlacionan positivamente con el

Incremento del nimero de CFU-EC en la primera semana.

La relacion del Icremento del numero de CFU-EC en la primera
semana con los niveles de VEGF se expresa en las graficas 12, 13, 14
y 15; con los niveles de SDF-1a en las graficas 16, 17, 18 y 19; y con

los niveles de MMP-9 activa en las graficas 20, 21, 22, y 23.
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Encontramos que existe correlacion positiva entre el Incremento de
CFU-EC durante la 1* semana y los niveles de VEGF a las 24 horas
(r=0.782), 72 horas (r=0.839) y al 7° dia (r=0.602); con los niveles de
SDF-1a a las 24 horas (r=0.828); asi como con los niveles de MMP-9
activa basales (r=0.343), 24 horas (r=0.740), 72 horas (0.442) y al 7° dia

(r=0.474).
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Grafica 12. Relacion entre los niveles de VEGF basal y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.054, p = 0.718.



Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en 103
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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[VEGF] 24 horas

Grafica 13. Relacion entre los niveles de VEGF a las 24 h y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.782, p <0.0001.

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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[VEGF] 72 horas

Grafica 14. Relacion entre los niveles de VEGF a las 72 h y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.839, p <0.0001.
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Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 15. Relacion entre los niveles de VEGF al 7° dia y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.602, p <0.0001.
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Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 16. Relacion entre los niveles de SDF-1a basal y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = - 0.175, p = 0.235.
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Grafica 17. Relacién entre los niveles de SDF-1a a las 24 h y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.828, p <0.0001.
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Grafica 18. Relacién entre los niveles de SDF-1a a las 72 h y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = - 0.026, p = 0.859.
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Grafica 19. Relacion entre los niveles de SDF-1a al 7° dia y el Incremento del

numero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = - 0.142, p = 0.335.

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 20. Relaciéon entre los niveles de MMP-9 activa basal y el Incremento

del nimero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.343, p = 0.017.



Neurorreparacion mediada por Células Progenitoras Endoteliales en 107
el Ictus Isquémico: influencia de Factores de Proliferacion y Migracion
Celular Endégenos

Tomds Sobrino Moreiras

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 21. Relacion entre los niveles de MMP-9 activa a 24 h y el Incremento

del nimero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.740, p<0.0001.

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 22. Relacién entre los niveles de MMP-9 activa a 72 h y el Incremento

del nimero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.442, p = 0.002.
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Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)
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Grafica 23. Relacion entre los niveles de MMP-9 activa 7° dia y el Incremento

del nimero de CFU-EC en la primera semana. Coef. Pearson = 0.474, p = 0.001.

Para analizar qué marcadores moleculares endogenos de
proliferacion y migracion celular influyen independientemente en el
Incremento del numero de CFU-EC en la primera semana, hemos
empleado un modelo de regresion lineal multiple, utilizando como
variable dependiente el Incremento del numero de CFU-EC en la
primera semana (tabla 9).

Las variables que han demostrado una correlacion significativa
con el Incremento del numero de CFU-EC son los niveles de VEGF a las

72 horas, asi como los niveles de SDF-1a a las 24 horas.
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Intervalo de confianza para

Variables Coeficientes?
. . B al 95 %
independientes - - -

{ Sig. Limite inferior ’ Limite superior
VEGF 24 h -0.043 0.124 - 0.098 0.012
VEGF 72 h 0.091 0.003 0.033 0.149
VEGF 7° dia -0.016 0.127 -0.036 0.005
SDF-10. 24 h 0.037 0.036 0.002 0.071
MMP-9 activa basal 0.360 0.220 -0.225 0.945
MMP-9 activa 24 h 0.248 0.114 -0.062 0.558
MMP-9 activa 72 h 0.041 0.910 -0.695 0.777
MMP-9 activa 7° dia 0.033 0.933 -0.757 0.823

Tabla 9. Correlacion entre el Incremento de CFU-EC en la 1® semana y los
marcadores moleculares endégenos de proliferacién y migracion celular.
a. variable dependiente: Incremento del n° de CFU-EC en la 1% semana.
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5.2.5. INFLUENCIA DE FARMACOS EN FASE AGUDA SOBRE EL
INCREMENTO DEL NUMERO DE CFU-EC EN LA PRIMERA SEMANA.

Para observar qué factores, incluidos farmacos en fase aguda,
influyen en el Incremento del nimero de CFU-EC en la primera semana
de evolucion, fue realizado un estudio bivariado, comparando a los
pacientes que presentaron, o no, Incremento del numero de CFU-EC

entre el dia 7 y el ingreso con los pacientes (tabla 10).

Incremento No Incremento
(n = 24) (n = 24)

Edad (afios) 69.7 (12.6) 72.2 (6.7) 0.391
Hombres (%) 50.0 50.0 0.613
Tiempo de latencia (h) 5.0 (3.1) 4.4 (2.3) 0.134
Factores de Riesgo Vascular
Ant. de Hipertensién (%) 29.4 75.0 0.002
Ant. de Diabetes (%) 20.8 37.5 0.171
Ant. de Dislipemia (%) 20.8 33.3 0.259
Ant. de Tabaquismo (%) 8.3 12.5 0.500
Ant. de Enolismo (%) 4.2 4.2 0.919
Ant. de Cardiopatia isquémica (%) 20.8 16.7 0.500
Ant. de Fibrilacién Auricular (%) 33.3 33.3 0.620
Ictus previo (%) 8.3 4.2 0.221
Bioquimica y signos vitales al ingreso
Temperatura (°C) 36.3 (0.3) 36.7 (0.5) 0.003
Presion Arterial Sistélica (mm Hg) 144.5 (21.5) 157.9 (23.4) 0.045
Presién Arterial Diastolica (mm Hg) 81.3 (12.3) 83.8 (12.9) 0.336
Glucemia (mg/dL) 117.5 (27.8) 148.7 (44.8) 0.016
Fibrinégeno (mg/dL) 376.8 (101.6) 467.4 (138.0) 0.018
Diagnéstico Etioldgico
Aterotrombético (%) 16.7 16.7
Cardioembdlico (%) 45.8 41.7 0.951
Indeterminado (%) 37.5 41.7
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Incremento No Incremento

(n = 24) (n = 24) P
Caracteristicas Clinicas
NIHSS al ingreso 6 [5, 10] 17 [14, 20] <0.0001
Farmacos en fase aguda
Tratamiento con tPA, (%) 54.2 8.3 0.001
Tratamiento con citicolina, (%) 87.5 20.5 <0.0001
Tratamiento con estatinas, (%) 45.8 20.8 0.062

Tabla 10. Factores que influyen en el Incremento del numero de CFU-EC
en la 1% semana, incluyendo farmacos en fase aguda.

Se ha evaluado la edad; sexo; tiempo de latencia; antecedentes
de factores de riesgo vascular (hipertension, diabetes mellitus,
dislipemia, antecedentes de tabaquismo y enolismo, antecedentes de
cardiopatia isquémica, antecedentes de fibrilacion auricular e ictus
previo); bioquimica y signos vitales al ingreso (temperatura, PAS y
PAD, glucemia y fibrinégeno); caracteristicas clinicas (NIHSS al
ingreso); diagnostico etiologico del ictus; y farmacos en fase aguda
(tratamiento trombolitico con tPA, citicolina y estatinas) . Los resultados
se expresan como porcentaje, media (desviacion estandar) o como la
mediana y los percentiles 25 y 75.

Los factores que se relacionan con un decremento o no
incremento del numero de CFU-EC durante la primera semana de
evolucion son los antecedentes de hipertension (75.0 % vs. 29.4 %,
p=0.002); una mayor cifra de PAS al ingreso (157.9 (23.4) mm Hg vs.
144.5 (21.5), p=0.045); mayor temperatura (36.7 °C vs 36.3, p=0.003);

mayor glucemia (148.7 mg/dL vs. 117.5, p=0.016); niveles mas elevados
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de fibrinogeno (467.5 mg/dL vs. 376.8, p = 0.018); y mayor puntuacion

en la NIHSS al ingreso (17 [14, 20] vs. 6 [5, 10], p <0.0001).

Asimismo, los factores que se relacionaron con un Incremento del
numero de CFU-EC durante la primera semana de evolucion fueron los
tratamientos, en fase aguda, con tPA (54.2 % vs. 8.3 %, p=0.001) y

citicolina (87.5 % vs. 20.5 %, p <0.0001).

En la tabla 11 se muestran los Incrementos del numero de CFU-
EC (en valor absoluto) para los tratamientos con tPA, estatinas y
citicolina. El tratamiento con tPA (33.1 (17.9) vs. 2.4 (10.6), p <0.0001)
y con citicolina (22.9 (18.7) vs. - 0.9 (10.3), p <0.0001) pero no asi con
estatinas (18.6 (19.7) vs. 8.7 (18.7), p=0.117) se asocian con un mayor
incremento del nimero de CFU-EC durante la primera semana de

evolucion (graficas 24, 25 y 26).

No t-PA

(n=33) P
Incremento CFU-EC en la 1% semana 33.1(17.9) 2.4 (10.6) <0.0001

Si Citicolina | No Citicolina

(n = 16) (n = 32)
Incremento CFU-EC en la 1* semana ‘ 22.9 (18.7) ‘ - 0.9 (10.3) ‘ <0.0001

Si Estatinas | No Estatinas

(n = 16) (n = 32)
Incremento CFU-EC en la 1% semana 18.6 (19.7) 8.7 (18.7) 0.117

Tabla 11. Incremento del nimero de CFU-EC en la 1* semana (en valor
absoluto) para los tratamientos con tPA, citicolina y estatinas en fase
aguda.
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Grafica 24. Influencia del tratamiento trombolitico con tPA en el Incremento

del niumero de CFU-EC durante la primera semana.
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Grafica 25. Influencia del tratamiento con citicolina en el Incremento del

numero de CFU-EC durante la primera semana.
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p=0.117

<]
o
1

N
3
1

o
1

Incremento CFU-EC 7d-0d: (T2-T1)

J 1

Tratamiento con estatinas

Grafica 26. Influencia del tratamiento con estatinas en el Incremento del

numero de CFU-EC durante la primera semana.

Utilizando un modelo de regresion logistica, se obtiene que el
tratamiento con tPA y citicolina durante la primera semana esta
independientemente asociado con el Incremento del numero de CFU-EC
durante la primera semana de evolucion (OR: 7.2, IC 95 %: 1.6-30.9,
p=0.003) y (OR: 18.9, IC 95 %: 2.1-744.6, p=0.032) , después de ajustar
por los antecedentes de hipertension, PAS, temperatura, glucemia,

fibrinoégeno y NIHSS al ingreso (tabla 12).
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Variable Independiente

Tratamiento con tPA

OR

13.0 [2.5, 68.1], p = 0.002

OR ajustado

7.2 [1.6, 30.9], p=0.003

Tratamiento con citicolina

26.6 [5.6, 126.6], p <0.0001

18.9 [2.1, 744.6], p=0.032

Tratamiento con estatinas

3.2[0.9, 11.5], p = 0.072

1.6 [0.7, 24.6], p=0.128

Tabla 12. Modelo de Regresién Logistica: OR cruda y ajustada para el

Incremento del niumero de CFU-EC en la 1® semana en pacientes tratados con tPA,

citicolina y estatinas en fase aguda. Variable dependiente: Incremento del ntimero de

CFU-EC durante la primera semana de evolucién.
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6. DISCUSION
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A pesar de la existencia de gran cantidad de estudios, la funcion
de las Células Progenitoras Endoteliales como un marcador pronéstico
en el ictus isquémico es incierta. Este es el primer estudio prospectivo
que valora la influencia de las EPCs circulantes en sangre periférica
sobre el pronostico funcional de pacientes con ictus isquémico. Los
pacientes que presentaron buen pronostico a los 3 meses, definido
como una puntuacion mRS <3, muestran un numero mas elevado de
CFU-EC al 7° dia y un mayor incremento de CFU-EC durante la
primera semana de evolucion, en comparacion con los pacientes con
mal pronoéstico (mRS 23).

Numerosos factores han sido identificados como marcadores de
mal pronéstico en el ictus isquémico: la edad, la intensidad del déficit
neurologico al ingreso del paciente, la fiebre, la hipertension, los niveles
elevados de glucosa y fibrinégeno, la enfermedad cardiaca y la elevacion
de la proteina C reactiva. Asimismo, se ha demostrado que las EPCs
circulantes se ven influenciadas en gran medida por muchos de estos
factores pronosticos (97,150,159-162).

Los datos de este estudio, después de ser ajustados por los
antecedentes de hipertension, PAS, temperatura corporal, niveles de
glucosa y fibrinégeno, asi como por la puntuacion en la NIHSS al
ingreso, muestran que el Incremento del nimero de CFU-EC 24 durante
la primera semana de evolucion se asocia independientemente con el

buen pronodstico a los 3 meses. Estos datos confirman que las EPCs
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circulantes en sangre periférica son un marcador pronostico en el ictus
isquémico.

La mayoria de los factores de riesgo cardio y cerebrovascular han
sido correlacionados con las EPCs. La hipercolesterolemia esta asociada
con reducciones del numero de EPCs (163) y las estatinas son capaces
de incrementar los niveles de EPCs circulantes (142). El tabaquismo ha
sido identificado como uno de los factores de riesgo que mas potencia la
reduccion del numero de EPCs (97). Ademas, en patologia
cardiovascular se ha observado una disminucion del numero y la
funcionalidad de las EPCs (164). Asimismo, se ha demostrado la
existencia de wuna fuerte correlacion entre el numero de EPCs
circulantes en sangre periférica y la puntuacion en la Escala de
Framingham (140). Finalmente, nuestros resultados estan en
consonancia con los descritos por Ghani y colaboradores (151). Estos
investigadores demostraron que los niveles de EPCs en los pacientes
con ictus son significativamente mas reducidos en comparacion con
sujetos control, y que estos niveles de EPCs se correlacionan
negativamente con la Escala de Framingham.

Los pacientes con mas factores de riesgo e infartos mas graves
tienen una menor capacidad de incrementar el numero de EPCs, lo que
se asocia a un peor pronodstico. Algunos tratamientos, como los
fibrinoliticos, podrian condicionar no so6lo una respuesta beneficiosa

inmediata, sino a mas largo plazo. Nuestro estudio plantea la hipotesis
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del probable papel de la reperfusion en el incremento del numero de
EPCs. Los pacientes que recibieron tratamiento fibrinolotico mostraron
un aumento significativo de las EPCs, y en los pacientes en los que se
demostréo una recanalizacion ultrasonografica a las 24 horas (8 de 13,
datos no mostrados) también presentaron un significativo aumento de
las EPCs (40.8 (13.7) vs 10.6 (8.1), p <0.0001). De todas formas, el
tratamiento fibrinolitico se asocia a un aumento del nivel de la MMP-9
(165), y ésta es un potente estimulador de la liberacion de las EPCs
(131); el incremento de marcadores moleculares asociados a la
reperfusion, mas que esta misma, podria ser el responsable de la
respuesta de las EPCs. Esta hipétesis podria coincidir con los
resultados de nuestro estudio, en los que el incremento de las EPCs fue
independiente del tratamiento fibrinolitico.

Diversos estudios sugieren que las EPCs desempenan una
importante funciéon no sélo en la regeneracion celular sino también en
la neovascularizacion (87,164,166,167). En este contexto, estudios en
clinica humana e isquemia experimental indican que Ila
neovascularizacion esta presente en el cerebro adulto (168,169), y que
las EPCs particpan en procesos de neovascularizacion cerebral en
modelos animales de isquemia cerebral (152). El hecho de que los
pacientes con buen pronoéstico muestren un mayor numero de CFU-EC
al 7° dia y a los 3 meses, pero no asi al ingreso, sustenta la hipotesis de

que las EPCs pueden mediar procesos cronicos de neurorreparacion.
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Ademas, el incremento de las EPCs durante la primera semana se
asocia a una mejoria en la puntuacion de la NIHSS en el mismo espacio
de tiempo. Aunque el volumen del infarto es menor en los pacientes con
mayor incremento de las EPCs, esta relacion no es independiente;
probablemente, esta asociacion podria haberse demostrado si
hubiésemos considerado el volumen residual a los 3 meses.

En este sentido, los tratamientos dirigidos a potenciar la
neuroproteccion, ampliamente eficaz en modelos experimentales de
isquemia cerebral, en las fases aguda e hiperaguda del ictus isquémico
no han mostrado beneficio (170), por lo que son necesarias nuevas
estrategias terapéuticas. La neurorreparacion por neovascularizacion
mediada por EPCs podria ser una nueva e interesante alternativa en

futuros tratamientos en el ictus isquémico (Figura 16).

NEUROPROTECCION » NEUROREPARACION

Edema

O Q Hemorrdgico
Inflamacion @ O : Neovascularizacion

Apoptosis

Ruptura BHE

HIPERAGUDO SUBAGUDO CRONICO

Figura 16. Neuroproteccion vs. Neurorreparacién en el ictus isquémico.
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Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que el factor
angiogénico VEGF promueve la movilizacion e incorporacion de EPCs a
las areas de neovascularizacion (118-122). Asimismo, las
concentraciones de EPCs aumentan significativamente tras un infarto
agudo de miocardio, un incremento que ha sido correlacionado
positivamente con los niveles plasmaticos elevados de VEGF (117). Los
resultados de este estudio muestran igualmente una correlacion
positiva entre el incremento del numero de CFU-EC y las
concentraciones séricas de VEGF, por lo que se puede concluir que tras
un ictus isquémico la movilizacion de EPCs puede ser inducida por los

niveles de VEGF.

Del mismo modo, el Incremento del nimero de CFU-EC durante
la primera semana fue correlacionado positivamente con los niveles
séricos de MMP-9 activa. Estos datos sugieren que la actividad de la
MMP-9 participa en el reclutamiento de las EPCs desde la médula osea,
tal como habian descrito Heissig y colaboradores (131). La correlacion,
para las concentraciones séricas al ingreso de MMP-9 activa, fue mayor
con el incremento del nimero de CFU-EC durante la primera semana
que con el numero de CFU-EC al ingreso. Este dato podria hacer
referencia a que la actividad de la MPP-9 podria inducir la liberacion de
citocinas activadoras de células madre, que provocarian la movilidad de

EPCs quiescentes (115).
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Finalmente, los resultados del presente estudio vendrian a
refrendar los estudios que sugieren que el SDF-1a podria contribuir al
autoguiado de las EPCs hacia las zonas de neovascularizacion y
reendotelizacion (126,137-139). Asimismo, la proteina SDF-1a induce
la expresion de VEGF y media procesos de angiogenesis in vivo (136).
Por ello, debido a que nuestros resultados muestran una correlacion
positiva entre el Incremento del numero de CFU-EC y los niveles séricos
de VEGF y SDF-1a, y a que las EPCs expresan receptores funcionales
de CXCR4 (receptor de SDF-1) y VEGF, se podria postular que una
interaccion conjunta entre SDF-1a/CXCR4 y VEGF generaria un
proceso de feed-back positivo que aumentaria los efectos terapéuticos

de las EPCs en la Neovascularizacion in vivo (126,136-139).

Como se ha comentado anteriormente, el tratamiento fibrinolotico
fue asociado a un aumento significativo de las EPCs, y los pacientes en
los que se demostré una recanalizacion ultrasonografica a las 24 horas
también presentaron un incremento significativo del numero de CFU-

EC.

Otro tratamiento farmacoloégico en fase aguda que evidenciéo un
comportamiento similar al tPA fue la citicolina. La citicolina es un
intermediario en la sintesis de fosfolipidos de membrana que,
administrada exdégenamente, incrementa el contenido de membrana en

fosfatidilcolina y esfingomielina desde el primer dia de reperfusion en
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modelos experimentales de isquemia (171). A pesar de que
generalmente se asume que la funcion neuroprotectora de la citicolina
se debe a su propiedad estabilizadora de membranas, un reciente
estudio demuestra que el tratamiento cronico con citicolina mejora la
recuperacion funcional e incrementa la plasticidad neuronal en modelos
experimentales de isquemia (172). Los resultados de este estudio
vendrian a refrendar la hipoétesis de que la citicolina podria mediar
procesos de neurorreparacion cronica en el ictus isquémico, no soélo
mediante el incremento de la plasticidad neuronal sino también por un

incremento del nimero de EPCs.

Por dltimo, numerosos estudios han demostrado que las estatinas
incrementan la diferenciacion de EPCs in vitro y su movilizacion in vivo
(142-145). En este estudio, el tratamiento con estatinas induce un
incremento del nimero de CFU-EC, aunque estadisticamente no es

significativo.

En conclusion, el presente estudio demuestra que las EPCs
circulantes en sangre periférica son un excelente marcador de buen
pronostico en pacientes con ictus isquémico agudo. Los pacientes que
presentan niveles mas altos de EPCs muestran una mejoria del déficit
neurologico y tienen un mejor pronostico funcional a los 3 meses.
Asimismo, un Incremento del numero de CFU-EC 24 durante la primera
semana de evolucion incrementa en 22 veces la frecuencia de buen

pronostico a los 3 meses. La funcion de las EPCs como una nueva
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herramienta farmacologica que mediaria procesos de neurorreparacion
cronica necesita ser explorada en el futuro, pero es posible que se
pueda conseguir, bien sea por estimulacion endégena de las EPCs
mediante factores moleculares endégenos (VEGF, SDF-la y MMP-9
activa) o tratamientos farmacologicos (tPA, citicolina y estatinas) que
potencien su proliferacion, migracion y activacion, o a través de su

administracion exogena.
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7. CONCLUSIONES
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1. Las EPCs circulantes en sangre periférica son un excelente
marcador de buen pronostico en pacientes con ictus

isquémico agudo.

2. El incremento del numero de CFU-EC 24 en la primera
semana de evolucion se asocia a un mejor pronodstico
funcional a los 3 meses en los pacientes con ictus

isquémico.

3. Los niveles séricos elevados de VEGF, SDF-1a y MMP-9
activa a las 24 horas de evolucion y de VEGF a las 72 horas
se asocian con un mayor incremento del numero de CFU-

EC durante la primera semana.

4. La administracion de tPA, citicolina y estatinas durante la
fase aguda del ictus isquémico se asocia con un mayor
incremento del nimero de CFU-EC durante la primera
semana de evolucion. Este incremento solo es significativo

para el tPA y la citicolina.

5. Estos hallazgos abren la posibilidad a una nueva estrategia
terapéutica, mediada por EPCs, para los pacientes que

sufren un ictus isquémico.
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