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CONDICIONANTES PRONOSTICOS DEL ICTUS ISQUEMICO: UTILIDAD DE LOS
BIOMARCADORES SANGUINEOS EN SU PREDICCION

1.INTRODUCCION
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1.1.  ELICTUS ISQUEMICO

La Organizacién Mundial de la Salud define el ictus como el rdpido desarrollo de sintomas
clinicos indicativos de un trastorno focal o generalizado de la funcién cerebral, cuyos sintomas
persisten 24 o mas horas o conducen a la muerte sin que exista otra causa aparente que la
vascular [Hatano S, 1076]. El ictus se puede clasificar como isquémico o hemorragico, segln se
produzca una disminuciéon del flujo sanguineo que llega a alguna regién del cerebro,
produciéndose necrosis tisular por dafio neuronal irreversible (ictus isquémico o infarto
cerebral, representando el 80% de los casos), o una extravasacién de sangre dentro de la
cavidad craneal secundaria a la rotura de un vaso sanguineo (ictus hemorragico o hemorragia
cerebral, 20% restante) [Arboix A, 2006]. En el presente trabajo nos referiremos de forma
exclusiva al ictus isquémico.

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y discapacidad en todo el mundo. Las
ultimas estadisticas europeas cifraban la incidencia ajustada por la edad para el ictus en
114,7/100.000 hombres y 74,9/100.000 mujeres [Heuschmann PU, 2009], suponiendo la
segunda causa de mortalidad en Europa, con 1,1 millones de muerte cada afio, cifras que
representan el 15% del total de muertes en la mujer y el 10% en el hombre [Nichols M, 2012].
En el afio 2013, la enfermedad cerebrovascular constituia la segunda causa, primera en la
mujer, de mortalidad especifica en Espafia, por detras del infarto de miocardio [Instituto
Nacional de Estadistica, 2015]. La incidencia global de ictus en Espaia no se conoce con
precision, y se estima que puede oscilar entre 120-350 casos por 100.000 habitantes/afio,
tasas que se multiplican por 10 en la poblacion mayor de 75 afos de edad [Medrano MJ,
2006]. Sin embargo, en los Ultimos afios hemos podido comprobar que los avances en la
prevencion y el manejo del ictus estan dando sus frutos, de forma que, en estadisticas mas
recientes, el ictus ha descendido hasta situarse como la quinta causa de muerte en Estados
Unidos, [Mozafarian D, 2016].

Pero mas alla de su letalidad, el ictus supone una de las principales causas de discapacidad en
todo el mundo. Se estima que aproximadamente la mitad de los pacientes que sobreviven a un
ictus experimentan algin grado de discapacidad fisica o cognitiva, y en un 20% de los casos
esta es tan importante como para requerir la institucionalizacion del paciente. Estas cifras
situan al ictus como la tercera causa de discapacidad a nivel mundial, suponiendo un 1,6% y un
2,5% del total de la discapacidad ajustada por afios de vida para el ictus isquémico y
hemorragico, respectivamente [Murray JL, 2012].
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1.2, CONDICIONANTES PRONOSTICOS DEL ICTUS

El prondstico del ictus puede entenderse desde puntos de vista diferentes y a la vez
complementarios, como serian el prondstico neurolégico, funcional y vital. Desde el punto de
vista vital, como ya hemos mencionado, el ictus supone actualmente la quinta causa de
mortalidad y, solamente a nivel hospitalario, entre un 11 y un 15% de los pacientes con ictus
isquémico fallecen, cifras que se incrementan con la edad y afectan por igual a ambos sexos
[Johnston SC, 2009].

El prondstico neuroldgico es de especial interés en la fase aguda y subaguda del ictus, ya que
proporciona una medida objetiva de la situacidn del paciente, permitiendo monitorizar su
evolucidn clinica y detectar un deterioro del estado neuroldgico. La escala de ictus de la
National Institutes of Health (NIHSS) es la mas utilizada en las unidades de ictus para este
propdsito [Brott T, 1989; Montaner J, 2006]. Usualmente es evaluada al menos cada 24 horas
durante los primeros dias tras el ictus, asi como antes y después del uso de terapias de
reperfusion o ante la sospecha de deterioro neuroldgico, considerandose este como un
aumento de dicha escala igual o superior a cuatro puntos, mientras que una reduccién en
cuatro o mas puntos se considera mejoria [Brott TG, 1992]. El deterioro neuroldgico ocurre en
un 13,8% de los pacientes tratados mediante trombolisis intravenosa en las primeras 24 horas
y supone un predictor importante de mal prondstico funcional a largo plazo [Seners P, 2015],
pudiendo ademads alertar sobre el desarrollo de complicaciones como edema cerebral o
transformacidon hemorragica [Thanvi B, 2008; Siegler JE, 2011].
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Tabla 1. Adaptacion al castellano de la escala de ictus del National Institute of Health
(NIHSS). Adaptado de Montaner J, et al. Neurologia 2006

NIVEL DE CONCIENCIA Alerta

Estuporoso
Coma

PREGUNTAS LOC Responde ambas correctamente

Responde una correctamente
Incorrecto

éRDENES LOC Realiza ambas correctamente

Realiza una correctamente
Incorrecto

MIRADA Normal

Paralisis parcial de la mirada
Desviacién oculocefalica

CAMPOS VISUALES Sin déficit campimétrico

Hemianopsia parcial
Hemianopsia completa
Hemianopsia bilateral

PARALlSlS FACIAL Movimientos normales y simétricos

Paresia ligera
Paralisis parcial
Paralisis completa

BRAZO 1IZQUIERDO No claudica (EM 5)

Claudica (BM 4)

Algun esfuerzo contra gravedad (BM 3)
Sin esfuerzo contra gravedad (BM 1-2)
Ningun movimiento (BM 0)

BRAZO DERECHO No claudica (BM 5)
Claudica (BM 4)

Algun esfuerzo contra gravedad (BM 3)
Sin esfuerzo contra gravedad (BM 1-2)
Ningtin movimiento (BM 0)

PIERNA IZQUIERDA No claudica (BM 5
Claudica (BM 4)

Algun esfuerzo contra gravedad (BM 3)
Sin esfuerzo contra gravedad (BM 1-2)
Ningun movimiento (BM 0)

PIERNA DERECHA No claudica (BM 5)
Claudica (BM 4)

Algun esfuerzo contra gravedad (BM 3)
Sin esfuerzo contra gravedad (BM 1-2)
Ningtn movimiento (BM 0)

ATAXIA DE MIEMBROS Ausente

Presente en una extremidad
Presente en dos extremidades

SENSIBILIDAD Normal

Hipoestesia ligera a moderada
Hipoestesia severa o anestesia

LENGUAIJE Normal, sin afasia

Afasia ligera a moderada
Afasia severa. Broca, Wernicke
Afasia global o mutismo

DISARTRIA Articulacién normal

Ligera a moderada
Severa o anartria

EXTlNCIéN Sin anormalidad

Parcial (una modalidad afecta)
Completa (mas de una modalidad)

N R OoflN Rk oflwNn Rk oMk OMNER ORWNRO|IDMWNROIMWNRO|IMWNRO|WN R O|lWN L O[NP Ol L O|N L O|N B O

TOTAL

El estado funcional del paciente con ictus a largo plazo es quizas el modo mas interesante de
establecer el prondstico del mismo, no en vano es utilizado como parametro principal de
eficacia en la mayor parte de los ensayos clinicos en la fase aguda del ictus [Saver JL, 2011]. La
situacién funcional suele medirse mediante la escala de Rankin modificada, cuyas
puntuaciones oscilan de 0 a 6 puntos, y valora las capacidades del paciente para la realizacion
de las actividades basicas de la vida diaria [Van Swieten JC, 1988]. La dicotomizacion de dicha
escala en >2 0 £2 puntos suele utilizarse para reportar buen o mal prondstico funcional, ya que
este punto de corte marca la diferencia entre la autonomia funcional y la dependencia.
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Tabla 2. Escala de Rankin modificada. Traducido de Van Swieten JC, et al. Stroke 1988

GRADO Descripcion

0 Ningun sintoma
1 Sin incapacidad Capaz de realizar sus actividades y obligaciones
importante habituales

2. Incapacidad leve Incapaz de realizar algunas de sus actividades previas,

pero capaz de velar por sus intereses y asuntos sin ayuda

3. Incapacidad Sintomas que restringen significativamente su estilo de
moderada vida o impiden su subsistencia totalmente auténoma (p.

ej. necesitando alguna ayuda)

4, Incapacidad Sintomas que impiden claramente su subsistencia
moderadamente independiente aunque sin necesidad de atencion
severa continua (p. ej. incapaz para atender sus necesidades

personales sin asistencia)

5. Incapacidad severa Totalmente dependiente, necesitando asistencia

constante dia y noche

6. Muerte

Los factores que determinan el prondstico del ictus son numerosos y dificiles de sintetizar,
dada la variabilidad de la enfermedad entre individuos y lo imprevisible de la misma. Desde el
punto de vista clinico, suele hacerse division entre aquellos factores no modificables, ya
presentes generalmente cuando el paciente es atendido por primera vez, y sobre los que poco
o nada podemos actuar. Los principales ejemplos aqui serian la edad del paciente y la
gravedad del ictus, usualmente medida mediante la escala de ictus de la NIHSS [Weimar C,
2004]. Por otra parte, otros factores que pueden ocurrir mas tarde en la evolucion del ictus
también tendran un impacto y una importancia sobre el prondstico del mismo. Son las
denominadas complicaciones del ictus, y su importancia radica en que su aparicidn podria ser
predicha o detectada precozmente por el médico, lo cual nos proporciona la oportunidad de
instaurar una profilaxis o tratamiento precoz destinado a evitar el desarrollo de la
complicacién o minimizar sus consecuencias. Diversos estudios han estimado que el prondstico
final del ictus viene determinado aproximadamente en 2/3 por los factores no modificables,
mientras que el tercio restante lo determinan las complicaciones del ictus [Appelros P, 2003].
En las siguientes paginas enumeraremos estos factores de acuerdo al momento de la historia
natural de la enfermedad en la que hacen su aparicidon, como se muestra en la figura.
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Figura 1. Condicionantes prondsticos del ictus a través de la historia natural del mismo.
Modificada de Bustamante A, et al. Eur J Intern Med 2015.

HISTORIA NATURAL DEL ICTUS A LO LARGO DEL PROCESO ASISTENCIAL

Terapias de Cuidados de la * Rehabilitaciény convalescencia
Reperfusion Unidad de Ictus * Prevencién secundaria
INICIO DEL ICTUS | \[ | 4.5-8h ‘ J/ I ALTA HOSPITALARIA l
| | || )
] | | L|
< -~
e ) - Ll
Edad €————> Edema > Deterioro Cognitivo
Transformacicn — fE——— —— — — - )
Gravedad anstormacio Infecciones Depresion, Fatigua
. Hemorragica S .
Tiempo Complicaciones cardiacas arcopenia
Resistenciaa la .
Discapacidad Previa Recurrencia Caidas, Fracturas
Recanalizacion
Comarbilidades crisis Dolor
X ; Reoclusién .
Etiologia Tromboembolismo Venoso

COMPLICACIONES DEL ICTUS EN LOS DISTINTOS MOMENTOS DE SU HISTORIA NATURAL

La figura muestra una vision esquemdtica de las distintas complicaciones del ictus a través de diferentes momentos
de la historia natural del mismo, considerando la fase hiperaguda como las primeras 4,5-8 horas, ventana
terapéutica para las terapias de reperfusion, la fase subaguda como la estancia hospitalaria, y la fase crénica
después del alta. En la parte superior de la figura se detallan los procesos asistenciales vinculados a cada fase.

1.2.1. Factores no modificables

La edad y la gravedad inicial del ictus han sido reconocidas como las principales caracteristicas
basales condicionantes del prondstico del ictus [Weimar C, 2004]. De hecho, la simple suma de
ambas variables ha demostrado ser un buen predictor prondstico en pacientes tratados
mediante trombolisis intravenosa, mediante la escala SPAN-100 (edad + NIHSS basal,
considerandose positiva si es 2100). En un subanalisis del ensayo clinico NINDS-tPA [The NINDS
tPA study group, 1995], los pacientes SPAN-100 positivos tuvieron una mayor incidencia de
transformacidon hemorragica y menor incidencia de buen prondstico, definido de acuerdo al
ensayo clinico (mRS 0-1, NIHSS <1, Barthel 295, y Glasgow Outcome Scale score de 1 a los tres
meses del ictus [Saposnik G, 2013].

El caso de la edad como factor no modificable, condicionante del prondstico del ictus, resulta
de especial interés, dado que la edad avanzada es uno de los principales factores de riesgo de
ictus [Wolf PA, 1991], y el envejecimiento de la poblacion hace que en un futuro préximo sea
previsible que nos enfrentemos a este problema con mayor frecuencia [Feigin VL, 2015]. Dado
que los pacientes mayores de 80 afios han sido excluidos en los principales ensayos clinicos de
terapias de reperfusién [Hacke W, 2008], los médicos nos hemos preguntado con frecuencia
en qué medida los resultados de estos ensayos pueden ser aplicados a esta poblacidn. Andlisis
posteriores en grandes registros de ictus como el SITS-ISTR y el VISTA han demostrado que, a
pesar del peor prondstico en este grupo de edad, el beneficio de las terapias de reperfusion se
mantiene [Mishra NK, 2010].



INTRODUCCION

Ademas de edad y gravedad, otros factores como la situacion funcional previa, la comorbilidad
del paciente, la etiologia del ictus o el tiempo transcurrido hasta que el paciente es atendido
tienen importancia en el prondstico del mismo. El caso del tiempo es de especial interés en los
pacientes candidatos a terapias de reperfusion. Analisis combinados de los ensayos clinicos de
trombolisis intravenosa han observado que el beneficio del rtPA es mucho mayor cuanto antes
se administre, de forma que puede casi doblarse en eficacia cuando el farmaco es
administrado en las primeras 1,5 horas con respecto a su administracion entre 1,5 y 3 horas
[Hacke W, 2004].

Figura 2. Evolucion de la escala de Rankin Modificada a los 90 dias en andlisis combinado de
los ensayos clinicos NINDS, ECASS y ATLANTIS a través de las distintas ventanas temporales:
De Hacke W, et al. Lancet 2004.
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0-90 min (n=311); 91-180 min (n=618); 181-270 min (n=801); 270-360 min (n=1.046).

1.2.2. Complicaciones de la fase hiperaguda

La trombolisis intravenosa con activador tisular del plasmindégeno recombinante (rt-PA),
constituye el Unico tratamiento farmacolégico aprobado para el tratamiento del ictus agudo
[The NINDS tPA study group, 1995; Hacke W, 2008]. Ademas, en los ultimos afios hemos
asistido a la publicacion de los primeros ensayos clinicos randomizados, de fase lll, que
demuestran que el tratamiento endovascular del ictus es eficaz en pacientes seleccionados con
oclusiones de arterias intracraneales [Berkhemer OA, 2015; Goyal M, 2015; Campbell BC,
2015; Jovin TG, 2015]. Desafortunadamente, los beneficios de estas terapias de reperfusion no
llegan a todos los pacientes con ictus, dado el escaso margen temporal con el que deben ser
aplicadas (4,5 horas en el caso del rt-PA intravenoso, hasta 8 horas para las terapias
endovasculares), asi como numerosas contraindicaciones. De hecho, durante el periodo de
tiempo de realizacion del ensayo clinico REVASCAT (Noviembre de 2012 a Diciembre de 2014)
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[Jovin TG, 2015], recibieron algun tipo de terapia de reperfusion un total de 2.576 pacientes,
constituyendo alrededor del 15% de un total de 17.596 pacientes con ictus isquémico
atendidos en Cataluia durante este periodo de tiempo [Urra X, 2015].

Algunos de los factores que condicionan el prondstico del ictus tienen lugar durante estas
primeras horas tras el inicio de los sintomas, estando en relacidn con la aplicacidon de terapias
de reperfusidon y sus efectos adversos. De hecho, la trombolisis intravenosa con tPA consigue la
recanalizacion del vaso ocluido solamente en un 50% de los casos aproximadamente.
Numerosos factores como la localizacion de la oclusién arterial, el tamafio y la composicién del
trombo, la presidn arterial, la glucemia o la presencia de flujo residual son responsables de
esta variabilidad [Saqqur M, 2007]. Pero incluso cuando se consigue la recanalizacién, el vaso
puede volver a reocluirse. La reoclusién de una arteria previamente recanalizada ha sido
constatada mediante doppler transcraneal (DTC) estimandose una frecuencia del 34% de los
pacientes en los que se consigue inicialmente la recanalizacion, y siendo responsable de
deterioro neuroldgico y mal pronéstico funcional [Alexandrov AV, 2002]. Una mayor gravedad
del ictus y la presencia de estenosis carotidea ipsilateral de alto grado han sido descritos como
factores predictores de la ocurrencia de reoclusion arterial [Rubiera M, 2005].

Pero ademas de las complicaciones a nivel del vaso, la complicacién mas temida de las terapias
de reperfusion es sin duda la transformacién hemorragica. El sangrado en la zona de tejido
infartado puede presentarse de varias formas, desde la aparicion de pequefias hemorragias
petequiales asintomaticas, hasta grandes hematomas intraparenquimatosos que condicionan
efecto de masa y desplazamiento de linea media. En la ausencia de terapias de reperfusion, la
transformacidon hemorragica sintomatica, entendiendo como tal aquella que produce
deterioro neuroldgico, ha sido documentada aproximadamente en un 1,5% del total de los
ictus isquémicos [Lindley R, 2004]. Esta incidencia aumenta claramente en pacientes tratados
con tPA intravenoso, alcanzando hasta un 7% de los casos [Balami JS, 2011]. La definiciéon mas
utilizada para considerar sintomdatica una transformacion hemorragica, y que utilizaremos en
la presente tesis doctoral, es la definicion del ensayo clinico ECASS, que la define como
cualquier signo radiolégico de hemorragia intracraneal que ocurre en las primeras 36 horas
tras el tratamiento trombolitico y que se asocia a deterioro neuroldgico, es decir, aumento de
4 0 mas puntos en la escala NIHSS [Hacke W, 1998].

Sin embargo, no siempre la transformacién hemorragica del infarto es deletérea para el
paciente. Se ha postulado que las pequefas transformaciones hemorragicas petequiales
podrian ser marcadores de recanalizacion precoz y efectiva, asocidandose de esta forma con un
prondstico favorable, mientras que la recanalizacion tardia se asociaria con el desarrollo de
hematomas parenquimatosos, sintomaticos, que empeorarian el prondstico del ictus [Molina
CA, 2001; Molina CA, 2002]. Por tanto, si pudiésemos predecir que un paciente tiene un riesgo
muy elevado de presentar una complicacidn hemorragica grave tras el tratamiento con rt-PA,
pareceria razonable evitar este tratamiento, o bien utilizar alternativas como el uso de dosis
bajas de rt-PA [Liu MD, 2015] o realizar directamente trombectomia mecdanica. En este
sentido, algunos factores clinicos se han asociado con el desarrollo de estas complicaciones,
como la edad avanzada, la gravedad del ictus, niveles elevados de presién arterial al ingreso,
hiperglucemia, diabetes, o la presencia de signos precoces de isquemia en la neuroimagen
inicial [Lansberg MG, 2007; Khatri P, 2007]. Algunos autores han tratado de cuantificar el

10
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riesgo que presenta un paciente para desarrollar complicaciones hemorragicas tras
tratamiento trombolitico [Lou M, 2008; Menon BK, 2012; Strbian D, 2012], a través de escalas
predictivas que se resumen en la Tabla 2. Una reciente revision de estas escalas concluyé que
ninguna de ellas tiene el potencial suficiente como para permitir su uso clinico, aunque el
mejor valor predictivo fue obtenido por la escala SEDAN [Strbian D, 2014].

Tabla 3. Modelos predictivos de transformacion hemorrdgica. Adaptado de Bustamante A, et
al. Eur J Intern Med 2015

Nombrey Definicion TH N derivacion N validacion Variables Puntos Capacidad predictiva
referencia
- Edad
MSS . .
. Cualquier TH - NIHSS basal Cualquier TH: 0,69
Cucciara et 481 965 ) 4
| 2008 THs (NINDS) - Glucemia THs: 0,68
al, ,
- Numero de plaquetas
HAT . - NIHSS basal Cualquier TH: 0,72 (0,65-
Cualquier TH i .
Lou et al, THs (NINDS) 302 98 - Glucemia / Diabetes 5 0,79)
2008 - Hipodensidad en TC basal THs: 0,74 (0,63-0,84)
- Edad
SEDAN - NIHSS basal
Strbian etal,  THs (ECASS Il) 974 828 - Glucemia 6 0,77 (0,71-0,83)
2012 - Signos precoces de infarto
- Signo de hiperdensidad arterial
- Edad
- NIHSS basal
GRASPS ) o
- Glucemia Derivacién: 0,71 (0,68-0,73)
Menon etal,  THs (NINDS) 7.169 3.073 101 L
2012 - PAS Validacion: 0,70 (0,67-0,74)

- Etnia (Asiatica)
- Sexo (masculino)

- Edad
- NIHSS basal
- Glucemia
SITS . . s
THs (SITS- - Antiagregantes plaquetarios Derivacién: 0,71
Mazya et al, 15.814 15.813 12 L
MOST) - PAS Validacién: 0,69
2012
- Peso
- Tiempo hasta tratamiento
- Historia de hipertension
SPAN-100
; THs (NINDS) - Edad 0,733 (THs)
Saponisk et K - 312 - .
| 2013 Cualquier TH - NIHSS basal 0,682 (cualquier TH)
al,

La capacidad predictiva estd expresada como estadistico-C (drea bajo la curva ROC del modelo predictivo), en los casos en que se
suministra se incluye, entre paréntesis, el intervalo de confianza al 95%. TH: transformacion hemorrdgica; THs: transformacion
hemorrdgica sintomdtica; N: tamafio muestral; NIHSS: escala de ictus del National Institutes of Health; NINDS: National Institutes
of Neurological Disorders and Stroke; TC: tomografia cerebral; ECASS: European Corporative Acute Stroke Study; SITS-MOST: Safe
Implementation of Thrombolysis in Stroke: A Multinational Multicentre Monitoring Study of Safety and Efficacy of Thrombolysis in
Stroke; PAS: presion arterial sistdlica.

Con respecto a la incidencia y consecuencias de la transformacién hemorragica en pacientes
sometidos a tratamientos de reperfusidon endovascular, la informacion es algo mds escasa. Un
reciente estudio sobre una gran cohorte de 1.122 pacientes ha demostrado que, aparte de los
factores relacionados con la transformacién hemorragica de los pacientes tratados por via
intravenosa, algunas particularidades derivadas de la propia terapia pueden favorecer el riesgo
de transformacion hemorragica tipo hematoma parenquimatoso. Ejemplos de éstas serian la
administracién previa de rt-PA intravenoso, el mayor tiempo hasta el tratamiento o la
administracién de rt-PA intraarterial [Nogueira RG, 2015]. Llaman la atencidn, sin embargo, las
bajas tasas de transformacion hemorragica sintomatica en los recientes ensayos clinicos de
tratamiento endovascular, que oscilan desde el 0% del EXTEND-IA [Campbell BC, 2015] al 7,7%
del MR-CLEAN [Berkhemer OA, 2015], lo que podria poner de manifiesto que, con una
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adecuada selecciéon de pacientes, el riesgo de esta temida complicacién disminuye
considerablemente.

1.2.3. Complicaciones de la fase subaguda

Pocas horas tras el ictus, si no se consigue la reperfusidn del tejido isquémico, se generan a
nivel molecular fendmenos de estrés oxidativo, inflamatorios y de remodelacién tisular que
afectaran a la unidad neurovascular, tanto a nivel estructural como funcional [Hossmann KA,
2006]. Estos mecanismos conducen a una pérdida de integridad de la barrera
hematoencefalica, que aumenta su permeabilidad permitiendo un mayor paso de liquido y
proteinas séricas, que conducen a edema vasogénico [Wang CX, 2007]. Cuando la progresion
del edema vasogénico es tal que genera una hipertensién intracraneal (HTIC) con
desplazamiento de estructuras a través de la linea media cerebral, se produce lo que
conocemos como infarto maligno. Afortunadamente estos infartos son poco frecuentes,
representando alrededor del 10% de los infartos del territorio de la arteria cerebral media
(ACM) y siendo extremadamente raros en otros territorios vasculares [Hacke W, 1996]. Su
historia natural, por el contrario, es catastrdfica, pues en ausencia de tratamiento especifico
implican cifras de mortalidad de hasta el 80%, con grandes tasas de discapacidad en los
supervivientes [Treadwell SD, 2010]. Los pacientes jévenes son mas propensos a desarrollar
infartos malignos de la ACM, dada la escasa cuantia de espacio compensatorio que presentan
debido a la ausencia de atrofia cerebral [Heiss WD, 2016].

El edema maligno con HTIC ha sido reconocido como una de las complicaciones del ictus con
mas importancia en términos de morbi-mortalidad, sobre todo a nivel intrahospitalario. De
hecho, en el estudio del Registro de Ictus de Berlin (Berlin Stroke Register Study) [Koennecke
HC, 2011], hasta una cuarta parte de las muertes en pacientes con estancia hospitalaria menor
a una semana fueron atribuidas al edema cerebral con HTIC, comportandose como un
predictor independiente de mortalidad hospitalaria. Afortunadamente, esta grave
complicacién del ictus dispone de un tratamiento especifico que he demostrado mejorar la
mortalidad y la situacion funcional de los pacientes que lo padecen, al menos en pacientes
menores de 60 afios, como es la hemicraniectomia descompresiva [Vahedi K, 2007]. Por tanto,
teniendo en cuenta ademas que el tratamiento es mas eficaz cuando la cirugia se realiza de
forma precoz, resultaria interesante predecir qué pacientes son mas propensos a desarrollar
un infarto maligno. En este sentido, un volumen de infarto mayor de 145 centimetros cubicos
en la secuencia de difusién (DWI) de resonancia magnética cerebral ha demostrado ser un
biomarcador sensible y especifico, utilizdndose a dia de hoy en la practica clinica [Wartenberg
KE, 2012].

La otra complicacién neuroldgica tipica de la fase subaguda del ictus, aunque pueda aparecer
en cualquier momento de la historia natural de la enfermedad, es el desarrollo de crisis
epilépticas secundarias a la lesion cerebral. No en vano, el ictus representa una de las causas
epileptdégenas mds importantes, siendo la primera en importancia en el anciano [Hauser WA,
1992]. En este nivel, distinguimos en primer lugar aquellas crisis consideradas como agudas
sintomaticas, que aparecen en las dos primeras semanas tras el ictus y no implican
necesariamente el desarrollo de epilepsia [Commission on classification and terminology of the
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ILAE, 1981]. Se ha estimado que su incidencia esta en torno al 8,9%, siendo mas frecuentes
tras ictus hemorragicos o con afectacidn cortical [Beghi E, 2011]. Cuando las crisis aparecen
mas alld de esta fase subaguda, hablamos de epilepsia post-ictus. De acuerdo al estudio
Seizures After Stroke Study (SASS), la incidencia de epilepsia de nueva aparicién tras el ictus se
ha estimado en un 2,5% de los casos en los seis primeros meses tras el evento [Bladin C, 2000].
La aparicion tardia de la primera crisis, mas alla de las dos primeras semanas tras el ictus, o la
presencia de infartos corticales discapacitantes, han sido reconocidos como factores
predictores de epilepsia tras un ictus.

Una mayor mortalidad, mayor estancia media y mayores tasas de discapacidad son las
consecuencias de las crisis epilépticas tras el ictus, tanto para las crisis agudas sintomaticas
como para la epilepsia post-ictus. Aunque el tratamiento profilactico con anticomiciales no se
recomienda actualmente para los pacientes con ictus [Burneo JG, 2010], algunos de estos
farmacos han demostrado ser Utiles y seguros en el tratamiento de las crisis comiciales en los
pacientes con ictus [Alvarez-Sabin J, 2002].

Ademas de las complicaciones neuroldgicas de la fase subaguda del ictus, de las cuales el
edema y las crisis comiciales serian las principales representantes, en este periodo pueden
aparecer complicaciones a nivel sistémico, que pueden resultar en aumento de estancias
hospitalarias y costes [Kumar S, 2010]. En este contexto, podemos distinguir por una parte las
complicaciones en relacion con las comorbilidades del paciente, como serian las
complicaciones cardioldgicas. Por otra parte, otras complicaciones estarian mas en relacion
con el propio ictus y la nueva condicién del paciente que implica disfagia, inmovilidad, uso de
dispositivos médicos, etc. Ejemplo de estas ultimas serian la infeccién asociada al ictus o el
tromboembolismo venoso.

Ictus y cardiopatia isquémica comparten algunos de sus principales factores de riesgo,
representando ademas cardiopatias como la fibrilacién auricular o la cardiopatia isquémica
alguna de las principales etiologias del ictus. Ademas, en la fase aguda del ictus, los
desequilibrios existentes en el control de la homeostasis y el control autonémico pueden
provocar complicaciones cardiacas como las arritmias [Kumar S, 2010]. Globalmente, las
complicaciones cardiacas del ictus son las responsables de entre un 2 y un 6% de la mortalidad
a los tres meses del ictus [Adams RJ, 2003]. Estudios basados en los archivos VISTA (Virtual
International Stroke Trials Archive) indican que el riesgo de complicaciones cardiacas es
maximo en las dos primeras semanas tras el evento. En este estudio ademas se identifican
algunos factores como los principales predictores de complicaciones cardiolégicas, como son la
historia de insuficiencia cardiaca congestiva, la diabetes, niveles basales elevados de
creatinina, gravedad del ictus o parametros electrocardiograficos como el segmento QT largo o
las extrasistoles ventriculares [Prosser J, 2007]. La identificacién de los pacientes mas
propensos a sufrir complicaciones cardiacas podria resultar interesante para el neurdlogo
clinico, ya que estos pacientes podrian beneficiarse de medidas como una monitorizacion
prolongada durante la estancia o un estudio cardiolégico mas detallado.

La cardiopatia isquémica representa una frecuente comorbilidad del ictus, sobre todo en
algunos subtipos etioldgicos. Por ejemplo, estudios en nuestro medio han estimado una
prevalencia de isquemia miocardica silente superior al 50% en pacientes con estenosis
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sintomaticas de las arterias intracraneales [Arenillas J, 2005]. El infarto de miocardio sucede en
el ictus hasta en un 2,3% de los casos durante la propia hospitalizacién, teniendo los pacientes
con cardiopatia isquémica establecida, diabetes o arteriopatia periférica un riesgo mayor, asi
como los ictus mas graves [Liao J, 2005]. Ademas, tras el alta hospitalaria, los supervivientes de
un ictus tienen un alto riesgo (hasta un 2% anual) de sufrir un infarto de miocardio,
representando una importante causa de morbilidad y mortalidad [Touze E, 2005].

Ademas de la cardiopatia isquémica, otras cardiopatias pueden complicar el curso del ictus
como son las arritmias [Rem JA, 1985], especialmente frecuentes cuando el infarto afecta la
insula o el bulbo raquideo [Daniele O, 2002], la insuficiencia cardiaca congestiva [Prosser J,
2007] o el sindrome de Takotsubo, documentado hasta en un 1-2% de los pacientes con ictus
durante las primeras semanas tras el evento [Bybee KA, 2004].

Las infecciones en pacientes con ictus representan una de las complicaciones mas importantes
del mismo. Los diferentes estudios han documentado cifras de incidencia altamente variables,
entre un 5 y un 65%, aunque un reciente metanalisis cifra la misma en un 30% (24-36%)
[Westendorp WF, 2011]. Las infecciones mds comunes son las infecciones respiratorias y
urinarias, con una incidencia similar, aunque sin duda son las infecciones respiratorias las que
mayor impacto tienen sobre el prondstico del ictus. De hecho, se estima que a la neumonia
asociada al ictus corresponde el mayor riesgo atribuible de muerte en el ictus agudo,
suponiendo la causa final de hasta un tercio de los fallecimientos [Heuschmann PU, 2004].
Ademas los pacientes que desarrollan neumonia durante el ingreso tienen un incremento de
riesgo de hasta un 70% de precisar cuidados especiales al alta hospitalaria y representan un
alto coste para el sistema sanitario [Katzan IL, 2003; Katzan IL, 2006]. A pesar de estos datos,
aun existe discusiéon acerca de si la infeccidn asociada al ictus representa un factor
condicionante de mal prondstico en si misma o solamente es un marcador de gravedad del
ictus, de forma que los pacientes que sufren infecciones son aquellos con ictus mas graves, y
solo por este hecho tendran mal prondstico, independientemente de sufrir o no una infeccion
[Vargas M, 2006].

Dada la alta incidencia y la importancia de las infecciones como causa de mortalidad y
discapacidad en el ictus, asi como los posibles efectos neuroprotectores de algunos grupos de
antibidticos [Meisel C, 2004], el uso de antibioterapia profilactica en el ictus ha sido evaluado
en varios ensayos clinicos. Tras los resultados de un metanalisis en el que la antibioterapia
demostré una reduccidn del total de infecciones (de un 36% a un 22%) pero sin efectos sobre
el prondstico funcional o la mortalidad [Westendorp WF, 2012], dos grandes ensayos clinicos
han sido publicados recientemente. El primero de ellos, el PASS (Preventive Antibiotics in
Stroke Study) [Westendorp WF, 2015], ha demostrado una reduccidn de infecciones, aunque
sin efectos sobre el prondstico funcional o la mortalidad. Algunas criticas sobre el disefio de
este ensayo han sido la inclusidon de todo tipo de pacientes en lugar de los mas propensos a
sufrir infecciones o la eleccion del antibidtico, ceftriaxona. Mas recientemente hemos
conocido los resultados del ensayo STROKE-INF, evaluando el uso de antibioterapia preventiva
en pacientes seleccionados por la presencia de disfagia, con antibidticos a la eleccion del
médico responsable del paciente [Kalra L, 2015]. En este estudio la antibioterapia preventiva
no ha demostrado reducir el riesgo de neumonia ni mejorar el prondstico funcional.
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Entre los factores que se han asociado al desarrollo de complicaciones infecciosas, la edad
avanzada, una mayor gravedad del ictus o un mayor volumen lesional en resonancia magnética
han sido descritos como predictores de infeccion [Sellars C, 2007], aunque sin duda el
predictor mas importante, cuando hablamos de neumonia asociada al ictus, es la presencia de
disfagia [Perry L, 2001]. Ademas, se han desarrollado algunos modelos predictivos para evaluar
el riesgo de neumonia en pacientes con ictus, y se muestran en la tabla 4. Aunque estos scores
estdn basados en cohortes retrospectivas y necesitarian ser confirmados en estudios
prospectivos, el uso de estos modelos representa una estrategia prometedora para identificar
a los pacientes con mayor riesgo de sufrir una infeccion.

Tabla 4. Modelos predictivos de neumonia asociada al ictus. Adaptado de Bustamante A, et
al. Eur J Intern Med 2015

Nombrey N derivacion N validacién Variables Puntos Capacidad predictiva
referencia
PNEUMONIA 286 - - Edad 5 -
Kwon et al, - Sexo (masculino)
2006 - NIHSS basal
- Ventilaciéon mecanica
- Disfagia
CHUMBLER 925 438 - Edad 5 Derivacion: 0,78
Chubler et al, - Test de deglucion alterado Validacion: 0,76
2010 - Encontrado en el suelo al inicio
- Historia previa de neumonia
A2DS2 15.335 45.085 - Edad 10 0,84 (0,83-0,85)
Hofmann et al, - Fibrilacion auricular
2012 - Disfagia
- Sexo (masculino)
- NIHSS basal
PANTHERIS* 335 112 - GCS basal 12 0,85 (0,80-0,91)
Harms et al, - Edad
2013 - PAS>200 mmHg
- Recuento leucocitario (>11.000/uL)
AIS-APS 8.820 Interna: 5.882 - Edad 34 Val. interna: 0,785 (0,77-0,80)
Jietal, 2013 Externa: 3.037 - Comorbilidades Val. externa: 0,79 (0,76-0,82)
- mRS previo >2
- NIHSS basal
- GCS basal
- Disfasia
- OCsp
- Glucemia basal
ISAN 11.551 11.648 - mRS previo >2 22 Derivacién: 0,79 (0,77-0,81)
Smith et al, - Sexo (masculino) Validacion: 0,78 (0,76-0,80)
2015 - Edad
- NIHSS basal

La capacidad predictiva estd expresada como estadistico-C (drea bajo la curva ROC del modelo predictivo), en los casos en que se
suministra se incluye, entre paréntesis, el intervalo de confianza al 95%. N: tamafio muestral; NIHSS: escala de ictus del National
Institutes of Health; GCS: escala del coma de Glasgow (Glasgow coma scale); PAS: presion arterial sistdlica; mRS: escala de Rankin
modificada; OCSP: Oxfordshire Classification Stroke Project, clasificacion clinico-topogrdfica del ictus.

*Score desarrollado para la prediccion de neumonia asociada al ictus a nivel de unidades de cuidados intensivos.

El tromboembolismo venoso también representa una preocupacidon importante para los
neurdlogos en las unidades de ictus, ya que la prevalencia del mismo puede alcanzar hasta un
50% en la extremidad parética en ausencia de tromboprofilaxis [Brandstater ME, 1992]. El
tromboembolismo venoso se desarrolla habitualmente en las 2-3 primeras semanas tras el
ictus y, en un 15% de los casos, puede complicarse con un tromboembolismo pulmonar [Kelly
J, 2004]. Edad avanzada, gravedad del ictus, pardlisis de miembros y deshidratacién han sido
descritos como factores de riesgo de tromboembolismo venoso [Kelly J, 2004(2)].
Afortunadamente, medidas como la profilaxis con heparinas de bajo peso molecular o la
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compresidon neumatica intermitente son efectivas en la prevencién de esta complicacion
[Dennis M, 2013].

Otra frecuente complicacién del ictus que no ha recibido mucha atencidn por parte de los
investigadores es el sindrome confusional agudo o delirium, que consiste en la alteracion
aguda de las funciones cerebrales superiores acompafiado de una afectacién del nivel de
conciencia, de curso fluctuante [Lipowski Z, 1990]. A pesar de que el delirium representa una
frecuente complicacion en pacientes hospitalizados, en los pacientes con ictus su frecuencia es
aun mayor, entre el 13 y el 48% frente a un 10-25% en unidades de medicina interna
[Oldenbeuving AW, 2007]. La edad avanzada, infecciones concurrentes y deterioro cognitivo
preexistente son condiciones predisponentes [Fick DM, 2002]. Un metanalisis sugiere una
asociaciéon entre la ocurrencia de delirium y un empeoramiento del prondstico, con mayores
estancias hospitalarias y peores cifras de mortalidad y discapacidad [Shi Q, 2012], aunque la
influencia de factores de confusién como la garvedad del ictus o la edad en esta asociacion no
han sido correctamente estudiadas.

1.2.4. Complicaciones de la fase crénica

El entorno del paciente con ictus tras el alta hospitalaria engloba un rango de escenarios muy
diferentes, fundamentalmente en funcidn de la situacion funcional que tiene el paciente en el
momento del alta hospitalaria. Las complicaciones del ictus en este periodo también serdn
dependientes de este aspecto. En este sentido, podemos diferenciar como extremos, por una
parte, el paciente que tras el ictus permanece en una situacién de independencia funcional, en
el que los esfuerzos terapéuticos iran dirigidos fundamentalmente a evitar la recurrencia de
nuevos ictus y otros eventos cardiovasculares. El otro extremo estaria representado por el
paciente gravemente discapacitado, que raramente podrd volver a su domicilio y tendra que
ser atendido en centros especificos, y en el que las complicaciones derivadas de la nueva
condicién serdn las protagonistas del proceso asistencial, sin obviar por otra parte los aspectos
de prevencion secundaria. Dada la ausencia de estudios que hayan determinado la
importancia de estas complicaciones conjuntamente en nuestro medio, las complicaciones
propias de la fase crdénica no serdn objeto de la presente tesis doctoral, aunque las
enumeraremos y describiremos brevemente su importancia a continuacion.

La recurrencia del ictus tiene un claro impacto sobre el prondstico funcional y vital del mismo.
El mayor riesgo de recurrencia tras un ictus se ha documentado durante los primeros tres
meses [Burn J, 1994], siendo este mucho mayor durante las primeras dos semanas tras el
evento inicial, y decreciendo posteriormente. El subtipo etioldgico del ictus, la historia reciente
de un evento transitorio o un ictus establecido previo son los principales predictores de
recurrencia de acuerdo a un gran estudio que incluyd 1.458 pacientes seguidos durante tres
meses tras un primer ictus [Ay H, 2010]. Sin embargo, a pesar de que el riesgo de recurrencia
es mucho mayor en los primeros dias y meses, la prevencidn secundaria tras un ictus debe ser
mantenida de por vida. Un manejo apropiado de los factores de riesgo vascular podria reducir
el riesgo de sufrir un nuevo ictus en un 70-80% [Yusuf S, 2002], aunque generalmente el grado
de cumplimiento y de consecucién de objetivos de las estrategias de prevencién secundaria es
subdptimo, incluso con un cumplimiento terapéutico correcto [Touze E, 2008].
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Como ocurre con la recurrencia, otras complicaciones cuya importancia emerge en la fase
crénica del ictus ya estan presentes en los estados mds subagudos. De hecho, los efectos
neurolégicos y funcionales del evento tales como paresia de miembros, disfagia o
encamamiento prolongado pueden contribuir al desarrollo de infecciones o eventos
tromboembdlicos venosos, al igual que ocurria en la fase subaguda. También estos problemas
pueden predisponer a sufrir caidas y fracturas, frecuentes complicaciones en pacientes
ancianos que han sufrido un ictus, y que conllevan un aumento de la discapacidad y de la
mortalidad [Kumar S, 2010]. Estas fracturas también se relacionan de algin modo con la
sarcopenia, ya que la debilidad muscular que ocurre en el lado parético del ictus lleva a una
combinacidon de anormalidades musculares como denervacion, desuso, remodelamiento vy
espasticidad que resultan en atrofia muscular. Es conocido que los cambios estructurales en el
tejido muscular comienzan a las pocas horas del dafio cerebral, de forma que, en la primera
semana tras el ictus, la atrofia muscular ha comenzado ya a desarrollarse no solo en el
miembro parético, sino también en el contralateral [Scherbakov N, 2013]. La rehabilitacién con
entrenamiento de la fuerza es una modalidad que podria utilizarse para reducir los efectos de
la atrofia muscular tras el ictus [Gray V, 2012].

Aunque el impacto de algunas de las complicaciones propias de la fase crénica no es conocido,
en términos de mortalidad o discapacidad, algunas de ellas estan claramente relacionadas con
una pérdida de calidad de vida por parte del paciente que las sufre. Por ejemplo, el dolor tras
el ictus es comun, habiéndose estimado que puede ocurrir hasta en un tercio de los pacientes
[Jonsson AC, 2006]. Ademas, al ser multifactorial en su etiologia, su manejo resulta aun mas
complejo, pues su causa puede tener desde un origen central hasta anomalias puramente
mecanicas por posturas corporales anormales, o representar simplemente el empeoramiento
de un dolor preexistente [Andersen G, 1995].

Depresién y fatiga son dos complicaciones frecuentemente coexistentes en la fase crénica del
ictus, con un claro efecto sobre la calidad de vida del paciente que las sufre. La incidencia de
fatiga se ha documentado en mas de un 60% de los pacientes, estando en relacién con la
coexistencia de depresidn y discapacidad [Ingles JL, 1999; Choi-Kwon S, 2005]. La frecuencia de
la depresidén tras el ictus ha sido estimada por un metandlisis en un 29% (25-32%),
permaneciendo en estas cifras hasta diez afios tras el ictus [Ayerbe L, 2013]. Factores de riesgo
de la misma serian edades menos avanzadas, sexo femenino y mayor discapacidad [Hackett
ML, 2005]. La depresidn a los tres meses del ictus se ha asociado a un aumento en la
mortalidad y un empeoramiento de la calidad de vida [Ayerbe L, 2014].

Finalmente, el ictus es una de las causas mas importantes de deterioro cognitivo. El deterioro
cognitivo de tipo vascular se define como la alteracién cognitiva asociada a la enfermedad
cerebrovascular, que puede oscilar desde leves déficits en la cognicién hasta una franca
demencia, en la que existe evidencia clinica o subclinica de patologia cerebrovascular, y que
afecta al menos un dominio cognitivo mayor [Gorelick PB, 2011]. Su incidencia tras el ictus no
es conocida, pero en un estudio reciente incluyendo 1.572 pacientes en situacién funcional
previa al ictus de independencia funcional, la incidencia de deterioro cognitivo a los tres meses
del ictus fue del 38% [Ankolekar S, 2014], siendo la edad avanzada, la gravedad del ictus, el
ritmo cardiaco y la presencia de atrofia cerebral en la neuroimagen los principales predictores
del desarrollo de deterioro cognitivo. La identificacidon precoz de los pacientes con un alto
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riesgo de desarrollar problemas cognitivos tras el ictus podria ser de interés, ya que las
terapias de rehabilitacién, el manejo agresivo de los factores de riesgo vascular o algunas
terapias farmacoldgicas puede ser utiles para frenar o mejorar este deterioro cognitivo
[Gillespie DC, 2015; Douiri A, Alvarez-Sabin J, 2013].

13. PREDICCION DEL PRONOSTICO GLOBAL DEL ICTUS

La prediccion del prondstico del ictus en términos de mortalidad, mejoria o empeoramiento
neurolégico o discapacidad representa un reto para neurdlogos e investigadores. Una
estimacion anticipada y precisa acerca de qué pacientes van a mejorar o empeorar en las
siguientes horas, cuales presentan un mayor riesgo de morir a consecuencia del ictus, o cuales
estaran discapacitados meses después del evento podria ser utilizada para guiar la toma de
decisiones en la practica clinica, por ejemplo, a la hora de dar informacidon mas precisa al
paciente o familiares, a la hora de optimizar recursos que en algunos lugares son escasos,
como las unidades de ictus, o a la hora de indicar terapias potencialmente agresivas.

La prediccion del prondstico del ictus mediante variables clinicas ha sido explorada por
numerosos autores, de forma que hoy en dia existen varios modelos predictivos para la
prediccién de la mortalidad por ictus y la situacién funcional de los pacientes a largo plazo
[Ntaios G, 2012; Strbian D, 2013; Saposnik G, 2011; O’Donnell MJ, 2012], presentando algunos
de ellos capacidades de prediccién superiores al 80%. La mayoria de estos modelos,
construidos en forma de score, incluyen la edad y la gravedad basal del ictus como principales
factores, aunque también integran otras variables no tan facilmente obtenibles o medibles,
como parametros radioldgicos. Modelos mas sencillos como la previamente mencionada
escala SPAN-100 no ofrecen tan buena capacidad predictiva, de forma que la prediccion de
mal prondstico resulta infra- estimada [Saposnik G, 2013]. Ademas, la prevision es menos
precisa en algunos subgrupos de ictus, como los pacientes con ictus leves [Teale EA, 2012].
Todas estas limitaciones hacen que estos scores no sean utilizados en la practica clinica salvo
con fines de investigacion. Una completa revision de los modelos predictivos para el
prondstico del ictus esta disponible en el anexo 7.1 de la presente tesis doctoral.

Pero sin duda la principal complicacion que plantea la prediccidn del prondstico del ictus desde
un punto de vista global es la utilidad limitada que el neurdlogo clinico puede hacer de ellos, ya
que, aunque una prediccion del prondstico global pueda ser de utilidad, si pudiésemos
predecir no sdlo el resultado sino el mecanismo que lleva a éste, es decir, las complicaciones
del ictus, el impacto de actuar sobre ellas seria ain mayor.

1.4. BIOMARCADORES SANGUINEOS EN EL ICTUS

La Organizacién Mundial de la Salud define un biomarcador como aquella sustancia, estructura
o0 proceso que puede ser medido en el cuerpo o sus productos, y que puede influenciar o
predecir la incidencia o el resultado de una enfermedad. En un sentido mas amplio, podemos
entender un biomarcador como una caracteristica que puede ser medida de forma objetiva, y
evaluada como un indicador de un proceso biolégico normal, un proceso patolégico o la

18



INTRODUCCION

respuesta a una intervencidn terapéutica [Biomarkers Definitions Working Group, 2001]. De
forma general, parece razonable pensar que los biomarcadores también pueden informarnos
acerca de una relacion fisiopatoldgica entre el proceso indicado y el propio biomarcador, pero
este requisito no es indispensable.

Existen diversos tipos de biomarcadores que pueden ser utilizados en la toma de decisiones en
la practica clinica con los pacientes con ictus, como los parametros de neuroimagen. Por otra
parte, los biomarcadores moleculares, generalmente proteicos, aportan algunas ventajas
sobre la neuroimagen, como son la inocuidad (algunas exploraciones radiolégicas requieren
del uso de radiaciones ionizantes o la administracion de medios de contraste), los menores
requisitos técnicos y humanos que son precisos para su uso o su precio. Estos biomarcadores
moleculares pueden ser estudiados principalmente en sangre, aunque también en otros
fluidos como saliva o liquido cefalorraquideo. En esta tesis doctoral profundizaremos en el
estudio de diversos marcadores sanguineos, por lo que nos referiremos a ellos como
biomarcadores de aqui en adelante.

Hasta el presente, la mayoria de biomarcadores estudiados en pacientes con ictus han sido
seleccionados siguiendo razonamientos légicos e hipdtesis dirigidas, se trata de biomarcadores
candidatos, por estar asociados con una via fisiopatoldgica importante en el ictus. En este
sentido, biomarcadores en relacién con procesos como la inflamacién [Smith CJ, 2004;
Montaner J, 2006 (2)], el remodelado tisular [Montaner J, 2003], la coagulacién y la fibrindlisis
[Ribo M, 2004], la patologia cardiaca [Montaner J, 2008] o aquellos presentes en células del
sistema nervioso central [Foerch C, 2006] han sido estudiados en pacientes con ictus,
encontrandose en general alterados con respecto a controles sanos y asociados con diversas
indicaciones, como el diagndstico [Montaner J, 2011], la etiologia [Llombart V, 2015], la
respuesta al tratamiento trombolitico [Hernandez-Guillamén, 2010] o el prondstico
[Bustamante A, 2014].

A pesar de estos resultados, cuando trabajamos con biomarcadores seleccionados corremos el
riesgo de cometer un sesgo de seleccidn, por lo que en los Ultimos afios ha ido creciendo el
interés por técnicas de alto rendimiento capaces de hacer grandes procesos de screening,
evitando cometer este sesgo de seleccidn y generando amplias listas de moléculas para ser
evaluadas. En el campo de los biomarcadores, las principales técnicas empleadas son las
librerias de anticuerpos [Garcia-Berrocoso T, 2014] o las técnicas de proteémica mediante
espectrometria de masas [Cuadrado E, 2010; Dayon L, 2011; Martinez-Morillo E, 2014]. Sin
embargo, estas aproximaciones deben ser evaluadas con cautela, ya que no existe un amplio
consenso sobre qué correcciones estadisticas y que umbrales deben aplicarse para evitar
falsos positivos [Mellic GD, 2010; Abu-Asab MS, 2011].

A pesar de estas aproximaciones, hay en dia aln no se utiliza ningin biomarcador sanguineo
en la practica clinica para el manejo de los pacientes con ictus. Profundizar en qué indicaciones
son las mas interesantes para los propios neurélogos a la hora de utilizar biomarcadores
resultaria de gran interés. El consorcio europeo IBCD (International Biomarker in
Cerebrovascular Diseases Consortium, http://stroke-biomarkers.com/page.php?title=Network)

fue fundado en 2011 con el objeto de ser una red multidisciplinaria de investigacidn
translacional sobre los biomarcadores en el ictus, y tiene como uno de sus principales
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objetivos establecer las principales indicaciones para el futuro uso de biomarcadores en la
practica clinica, de forma que se pueda focalizar la investigacidn hacia estas indicaciones.

1.5. PREDICCION DEL PRONOSTICO DEL ICTUS MEDIANTE BIOMARCADORES SANGUINEOS

En el campo de la prediccion del prondstico del ictus, los biomarcadores sanguineos
representan un modo de afiadir informacidn objetiva a unas variables clinicas, de forma que
resulten en una prediccion mas precisa sobre el resultado final del ictus. Existen numerosos
estudios que han correlacionado los biomarcadores sanguineos con el prondstico del ictus,
habiéndose publicado ademds varias revisiones sobre el tema [Whiteley W, 2009; Katan M,
2011; Bustamante A, 2014 (2)]. Estas revisiones concluyen que, de forma general, la mayoria
de los estudios se han basado en pequefias poblaciones, utilizando tamafios muéstrales
insuficientes, y tienen limitaciones desde el punto de vista estadistico, ya que muchas veces no
van mas alld de establecer una relacion como predictores independientes en analisis de
regresion logistica, mediante la odds ratio (OR) o su capacidad predictiva mediante areas bajo
las curvas Caracteristicas Operativas del Receptor (Curvas ROC). Pero estas medidas son
claramente insuficientes a la hora de evaluar si un biomarcador afiade o no algun valor
predictivo sobre las variables clinicas que sabemos asociadas con mal prondstico en el ictus.

Una forma de cuantificar la capacidad discriminativa de un biomarcador sobre un modelo
predictivo integrado por variables clinicas es el indice integrado de mejoria de Ia
discriminacién (IDI), que provee un valor numérico a la diferencia existente entre las
probabilidades predichas para dos modelos, ademas de un nivel de significacidn estadistica. En
nuestro caso, los dos modelos estaran compuestos por variables clinicas el primero y por las
mismas variables clinicas mdas el biomarcador o los biomarcadores a estudio el segundo
[Pencina MJ, 2008]. Esta diferencia es expresada globalmente, asi como para eventos y no
eventos (mortalidad, discapacidad o empeoramiento serian los eventos en el caso de la
predicciéon del pronéstico), de forma que podemos distinguir si nuestro modelo con el
biomarcador mejora al modelo clinico en términos de sensibilidad (mejor discriminacién de
eventos, reduccién de falsos negativos), especificidad (mejor discriminacion de no eventos,
reduccion de falsos positivos), o ambos. El indice puede representarse como un grafico de
barras, siendo mds facilmente interpretable.
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Figura 3. Indice integrado de mejoria de la disciminacion (IDI). Adaptado de Bustamante A,
et al. Int J Stroke 2015
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La figura representa la comparacion entre dos modelos predictivos, con y sin biomarcador. Las barras grises
representan las probabilidades predichas para el modelo clinico (1) para un determinado evento, mientras que las
barras oscuras representan las probabilidades predichas cuando el biomarcador es afiadido sobre el mismo modelo
clinico (2). El IDI resulta de la suma de la reduccion de no-eventos y el aumento de eventos del modelo que incluye el
biomarcador sobre el modelo clinico, siendo en este caso de 5,5% (1,4%-9,7%), p=0,009.

Esta evaluacién del valor adicional de los biomarcadores, por desgracia, no ha sido la regla en
los estudios de biomarcadores, de forma que, segln nuestro conocimiento, solo el estudio
CoRisk ha demostrado el valor predictivo adicional de un biomarcador sobre variables clinicas
en una gran poblacion de pacientes con ictus [De Marchis GM, 2013], mientras que otros
biomarcadores clasicamente asociados a prondstico como la interleucina 6 (IL-6) o el péptido
nautriurético tipo B (BNP) no han demostrado un valor predictivo adicional [Whiteley W, 2012;
Montaner J, 2012]. En el estudio CoRisk, la copeptina demostré un valor adicional en la
prediccién de mal prondstico funcional y mortalidad a los tres meses sobre un modelo clinico
conformado por la edad y la NIHSS basal, en una muestra de 783 pacientes con ictus de menos
de 24 horas de evolucién. Estudios con menores tamafios muestrales si han evaluado
sistematicamente este valor predictivo adicional, aunque la validez de estos métodos
estadisticos en pequefiias poblaciones es mas cuestionable.

Dado que los estudios de biomarcadores plasmaticos en grandes poblaciones son costosos y
requieren grandes esfuerzos, un posible paso previo a la realizacion de grandes estudios
prospectivos para la validacion de resultados previos es la realizacion de metanalisis sobre la
asociacién de un biomarcador y el prondstico del ictus. Mds aun, si ademas de realizar un
metanalisis a nivel de los estudios incluidos, es posible fusionar datos de pacientes individuales
en una sola cohorte, podemos evaluar el valor predictivo de nuestros biomarcadores en
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grandes poblaciones sin necesidad de hacer un gran desembolso econdmico [Stewart CB,
2012].

Figura 4. Resultados globales de un metandlisis a nivel de estudios. Adaptado de Bustamante
A, et al. Expert Rev Neurother, 2014.
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Ejemplo de forest plot. Las lineas horizontales representan las odds ratios e intervalos de confianza al 95% para la
asociacion del biomarcardor con la variable independiente para cada estudio, representando la ultima linea el efecto
combinado de todos los estudios conjuntamente.

Aunque estos estudios presentan obvias limitaciones, desde las propias de los estudios
incluidos hasta la heterogeneidad de los mismos, que a veces nos obliga a estandarizar los
resultados de los biomarcadores para mitigar las diferencias entre estudios; también
presentan grandes ventajas, ademas de la ya comentada del tamafio muestral. En primer
lugar, nos permiten evaluar la existencia de sesgos de publicacién y, en caso de que este
exista, corregir el efecto por este sesgo. Esto resulta de especial interés para obtener una
visidon global acerca de la asociacién de nuestro biomarcador con el evento, ya que los articulos
negativos son mas dificiles de publicar que los positivos, alcanzando menor impacto en las
revistas cientificas. La ausencia de publicaciones de resultados negativos puede conducir a una
sobreestimacion del efecto del biomarcador, mientras que la publicacién de estos resultados
ahorraria recursos, ademas de dar un punto de vista mas realista [Tzoulaki |, 2013].
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Figura 5. Representacion grdfica del sesgo de publicacion mediante un funnel plot. Adaptado
de Bustamante A, et al. Expert Rev Neurother, 2014.

Filled funnel plot with pseudo 35% confidence limits

theta, filled
[ o)
1

5.8, Of theta, filled

Las lineas horizontales representan el efecto global sobre la variable independiente, y las lineas diagonales el
intervalo de confianza al 95%. Los circulos son obtenidos del efecto de cada estudio y su error estdndar, mientras
que los cuadros representan estudios estimados que compensan el efecto de los publicados para que se obtenga el
efecto determinado. La presencia de estos ultimos indica la existencia de un sesgo de publicacion.

En segundo lugar, la revisidon sistemdatica nos permite evaluar la calidad de los estudios
publicados. En los metanalisis incluidos en la presente tesis doctoral, hemos utilizado un
cuestionario de 15 puntos [Garcia-Berrocoso T, 2013], adaptado al uso de biomarcadores en el
ictus. Finalmente, también destacar que la elaboracidon de un metanalisis para herramientas
diagndsticas permite otorgar a las mismas un nivel de evidencia clase Il para la indicacion, de
acuerdo a la clasificacién de evidencia para medidas diagndsticas y terapéuticas [ESO Executive
Committee, 2008].

1.6. PREDICCION DE LAS COMPLICACIONES DEL ICTUS MEDIANTE BIOMARCADORES
SANGUINEOS

Por lo expuesto en el punto anterior, el uso que clinicamente podriamos hacer de un
biomarcador que se nos asociase con una variable prondstico como mortalidad o discapacidad
seria bastante limitado, dado que este puede estar determinado por asociacion con las
variables basales no modificables que determinan el prondstico del ictus (edad, gravedad), asi
como por la dificultad de instaurar una medida terapéutica que condicione y modifique un
prondstico tan global. En este sentido, resulta de especial interés evaluar la utilidad de los
biomarcadores sanguineos en la prediccién de factores condicionantes del prondstico que
sean, en alguna medida, prevenibles o tratables, y en los que la alteracién en los niveles
sanguineos del biomarcador nos alerte de una posible complicacidn y nos lleve a actuar contra
ella.

23



INTRODUCCION

En algunas de las complicaciones mencionadas en el apartado 1.2 del presente trabajo, existen
trabajos publicados que evalian la asociacién de biomarcadores sanguineos con la ocurrencia
de estas complicaciones. Asi, en la fase aguda, niveles elevados del inhibidor endégeno del rt-
PA PAI-1 indicarian resistencia a la recanalizacién inducida por rt-PA en un estudio, aunque
estos resultados no pudieron ser posteriormente replicados [Ribo M, 2004; Marti-Fabregas J,
2005]. Por otra parte, niveles elevados de Metaloproteasa de Matriz 9 (MMP-9), fibronectina
celular o proteina de adhesidn vascular 1 (VAP-1) [Montaner J, 2003; Castellanos M, 2004;
Hernandez-Guillamén M, 2010], podrian indicar un alto riesgo de sufrir una transformacion
hemorragica. La misma fibronectina celular, ademas de la proteina glial S100B, han sido
descritos como predictores del desarrollo de edema maligno en el infarto de la arteria cerebral
media [Serena J, 2005; Foerch C, 2004]. Si estos resultados fuesen confirmados en cohortes
mayores, o mejorados mediante la incorporacién de nuevos biomarcadores, podria
desarrollarse una estrategia personalizada, teniendo en cuenta el potencial beneficio de la
recanalizacidn y el riesgo de complicaciones como una posible transformaciéon hemorragica o
edema cerebral, a la hora de indicar las terapias de reperfusion.

En la fase subaguda, diversos marcadores inflamatorios o inmunolédgicos han demostrado
elevarse de forma precoz en aquellos pacientes con infecciones secundarias al ictus, como
seria el caso de la IL-6, procalcitonina, copeptina, IL-13 o interferén gamma [Wartenberg KE,
2011; Furi F, 2012; Salat D, 2013]. El uso de estos biomarcadores podria ser de interés para
identificar, de forma objetiva, a los pacientes con mayor riesgo de sufrir una infeccién, para
instaurar medidas preventivas e, incluso, para seleccionar a estos pacientes para nuevos
ensayos clinicos de antibioterapia profilactica.

A pesar de ser menos conocidas y menos estudiadas las complicaciones del ictus en este
periodo, también en la fase crénica se han establecido algunas asociaciones entre
biomarcadores plasmaticos y el desarrollo de complicaciones, como es el caso de la leptinay la
proteina C reactiva (CRP) para el desarrollo de depresidn [liménez |, 2009; McKechnie F, 2012],
o la enzima beta-secretasa 1 (BACE1) para el deterioro cognitivo post-ictus [Quian L, 2012]. La
siguiente tabla muestra un resumen de los biomarcadores sanguineos descritos para las
complicaciones del ictus en las diversas fases de la historia natural del mismo.
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Tabla 5. Principales biomarcadores descritos en asociacion con las complicaciones
neuroldgicas y sistémicas del ictus. Adaptado de Bustamante A, et al. Eur J Intern Med 2015

BIOMARCADORES SANGUINEOS

Resistencia a recanalizacion $100B [Foerch C, 2003]
PAIL [Rib6 M, 2004]
Alfa-2-Antiplasmina [Marti-Fabregas J, 2005]
Transformacion hemorragica MMP9 [Montaner J, 2003]
$100B [Foerch C, 2007]
Fibronectina celular [Castellanos M, 2004]
Ferritin [Millan M, 2007; Choi KH, 2012]
VAP-1 [Hernandez-Guillamén M, 2010]
FMPPs [Llomart V, 2014]
NURR1 [Merino-Zamorano C, 2015]
Edema cerebral S100B [Foerch C, 2004]
Fibronectina celular [Serena J, 2005]
Endotelina 1 [Moldes O, 2008]
Pro-MMP10 [Rodriguez JA, 2013]
Infecciones nosocomiales mHLA-DR [Harms H, 2008; Wartenberg KE, 2011; Hug A, 2011]
IL6 [Wartenberg KE, 2011; Zhang X, 2012]
PCT [Hug A, 2011; Fluri F, 2012]
CRP [Wartenberg KE, 2011; Fluri F, 2012; Zhang X, 2012]
Copeptina [Fluri F, 2012]
IL13, IFNG [Salat D, 2013]
Depresion y fatiga Cortisol [Reding M, 1985]
Leptina [Jiménez |, 2009]
CRP [McKechnie F, 2010; Zhan Y, 2014]
IL18 [Yang L, 2010]
BDNF [Yang L, 2011]
Homocisteina, acido metil-maldnico [Pascoe MC, 2012]
Deterioro cognitivo NSE [Li Y, 1995]
CRP [Rothemburg LS, 2012]
Indolamina 2,3-dioxigenasa [Gold AB, 2011]
S-RAGE, BACE1 [Quian L, 2012]
ESR [Kliper E, 2013]

PAI-1: inhibidor del activador tisular del plasminégeno 1, MMP-9: metaloproteinasa de matriz 9; VAP-1: proteina de adhesion
vascular 1; FMPPs: productos fluorescentes de peroxidacion molecular; NURR1: proteina relacionada con el receptor nuclear 1; pro-
MMP-10: pro-metaloproteinasa de matriz 10; mHLA-DR: antigeno leucocitario humano DR monocitario; IL-6: interleucina 6; PCT:
procalcitonina; CRP: proteina C-reactiva; IL13: interleucina 13; IFNG: interferon gamma; BDNF: factor neurotrdfico derivado
cerebral; IL18: interleucina 18; NSE: enolasa neuro-especifica; S-RAGE: receptor soluble para productos finales de glicosilacion
avanzada; BACE1: enzima beta-secretasa 1; VSG: velocidad de sedimentacion globular.
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2.OBIJETIVOS
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis doctoral son:

OBIJETIVO 1. Determinar qué factores tienen mayor impacto sobre el prondstico del ictus en
nuestro medio, con especial atencién a las complicaciones del ictus

OBIJETIVO 2. Determinar en qué indicaciones es mas demandado el uso de biomarcadores
plasmaticos para el manejo del ictus

OBIJETIVO 3. Investigar para biomarcadores clasicos su asociacion al prondstico del ictus y las
complicaciones del mismo a través de revisiones sistematicas de la literatura

OBIJETIVO 4. Testar el valor predictivo adicional de biomarcadores candidatos sobre las
indicaciones identificadas en los objetivos 1y 2
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3. METODOS Y RESULTADOS.
COPIA DE LAS PUBLICACIONES

28



METODOS Y RESULTADOS. COPIA DE LAS PUBLICACIONES

CONDICIONANTES PRONOSTICOS DEL ICTUS ISQUEMICO: UTILIDAD DE LOS
BIOMARCADORES SANGUINEOS EN SU PREDICCION

3.1. Neuroendocrine hormones as prognostic biomarkers in the setting of acute
stroke: overcoming the major hurdles. Bustamante A, et al. Expert Rev Neurother.
2014; 14: 1391-1403
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Neuroendocrine hormones as
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Stroke represents one of the major causes of disability and mortality worldwide and prediction
of outcome represents a challenge for both clinicians and researchers. In the past years, many
blood markers have been associated with stroke outcome but despite this evidence, no
biomarker is routinely used in stroke management. In this review, we focus on markers of the
neuroendocrine system, which represent potential candidates to be implemented in clinical
practice. Moreover, we present a systematic review and literature-based meta-analysis for
copeptin, a new biomarker of the hypothalamo—pituitary—adrenal axis that has shown additional
predictive value over clinical information in a large prospective study. The meta-analysis of the
included 7 studies, with more than 2000 patients, reinforced its association with poor outcome
(pooled odds ratio: 2.474 [1.678-3.268]) and mortality (pooled OR: 2.569 [1.642-3.495]). We
further review the current situation of the topic and next steps to implement these tools

by clinicians.

Keyworps: biomarker e copeptin ® meta-analysis ® neuroendocrine marker e outcome e prognosis e stroke

e systematic review

Stroke represents one of the major causes of
disability and mortality worldwide. Recent
data reported an age-adjusted incidence of
114.7/100,000 men and 74.9/100,000 women
in Europe [1]. Moreover, stroke represents the
second most common cause of death, account-
ing for almost 1.1 million deaths in Europe
each year, being 15% of all deaths in women
and 10% of deaths in men due to stroke [2].
Besides mortality, about half of stroke survi-
vors are left with some degree of physical or
cognitive impairment and a 20% of them will
require institutional care. This situation ranks
stroke to the third leading cause of disability
worldwide, which entails a 1.6 and 2.5% of
total disability-adjusted life years for ischemic
and hemorrhagic stroke, respectively [3). Predic-
tion of outcome after stroke could be applied,
apart from informing patients and relatives, to
improve decision-making processes giving an
overview about the risk or benefits of some clin-
ical interventions such as the admission to
stroke units, or potentially harmful therapies,
like thrombolysis or hemicraniectomy. Also, in

patients with transient ischemic attacks or
minor stroke, the use of blood biomarkers could
predict the risk of recurrent vascular events. In
those patients, a closer monitoring and an early
initiation of secondary prevention strategies
might result in improved outcomes. The predic-
tive role of clinical variables in the acute stroke
setting to elucidate the prognosis of patients
have been explored by several authors, empha-
sizing the interest in this topic in clinical prac-
tice [45). In the past years, several predictive
models for disability and mortality in stroke
patients have been generated, validated and
evaluated in terms of accuracy, with values
around 80% in most models [6-9). Although
many of them agree on common predictor vari-
ables such as age and severity of stroke, they
include other variables that are not easily acces-
sible or hard to be interpreted, like radiological
data. The use of simplified models including
just age and stroke severity may lead to insuffi-
cient accuracy rates, underestimating poor prog-
nosis [10]. Also, the different cutoff limits that
these models use to categorize numerical
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variables may not be useful depending in the scenario. For exam-
ple, it has been reported that the prediction of outcome in
patients with milder strokes by these scales was less reliable (s].
Given these limitations, such types of prognostic models are not
currently used in routine clinical practice.

Blood markers for prediction of stroke prognosis. Can
they improve the accuracy of clinical information?
Although several categories of biomarkers could be used in
stroke practice, such as imaging, neurophysiologic or histologi-
cal biomarkers; and molecular markers could be obtained from
other biological fluids such as urine or saliva, we will refer to
blood biomarkers hereinafter and, more specifically, the main
focus of this review will be the use of blood biomarkers for
outcome prediction in ischemic stroke.

The most studied surrogate biomarkers in stroke are those
related with its pathophysiology, although in the recent years
interest has increased for high-throughput techniques based on
a large screening process, avoiding selection bias and generating
wide lists of molecules to be evaluated. In the biomarker field,
and taking into account that proteins are the most widely used
biomarkers, a whole protcome approach could be addressed
with antibody libraries or mass spectrometry-based techniques
covering a wide number of proteins [11]. However, such type of
approach should be carefully interpreted as not wide consensus
exists about statistical corrections and signification thresholds to
avoid false-positive results [12,13].

While blood biomarkers have been used for many years in
other vascular conditions such as troponins for myocardial
infarction diagnosis and monitoring, glycosylated hemoglobin
for diabetes monitoring or low-density lipoprotein cholesterol
level for starting lipid-lowering therapies, no biomarker is rou-
tinely used in stroke management either for diagnostic, prog-
nostic or risk-stratification purposes. In the field of stroke
outcome prediction, besides stroke severity evaluation or moni-
toring, biomarker measurement seems to be an objective way
to add information to clinical data and thus gaining accuracy
in the prediction of stroke prognosis [14-16]. Blood circulating
proteins involving different pathophysiological pathways altered
in the stroke setting such as inflammation and immune system
response [17.18], apoptosis [19], coagulation and fibrinolysis [20],
tissue remodeling [21] or heart damage [22] have been repeatedly
associated with stroke outcome. However, most of these studies
were based in small populations and they assessed, at most,
whether the surrogate biomarker(s) discloses or not an indepen-
dent association with outcome via logistic regression or how
much accuracy could be achieved when the biomarker is added
to clinical information using the C-statistic (area under receptor
operating characteristics curves). Moreover, the way to report
the association of biomarkers with different outcomes differs
berween studies. While some authors calculates the best cutoff
point for the prediction in their cohort, which is not free of
bias [14], other authors reported these association in a continu-
ous way, then representing the odds ratio (OR) for onefold
increase or 10-fold increase when logarithmic transformation is

used. Nowadays, excluding discovery studies, the approach of
replication of cutoff points of the literature or from pilot stud-
ies should be the rule [23].

However, the OR or the C-statistic seems to not adequately
represent whether a biomarker adds or not predictive value
over clinical models, so application of statistical tools contribut-
ing with additional information becomes necessary. One way
to quantify the difference between predictive probabilities for
events and no-events (poor or good outcome in the case of
stroke prognosis analysis) when biomarkers are added to clinical
variables is the Integrated Discrimination Improvement (IDI)
index, which provides a numerical value to the difference
between the predictive probabilities from the models with and
without biomarkers and also shows whether it improves the
discrimination of events (sensitivity) or no-events (specific-
ity) [24]. It could be represented as bar graphs, being easily
interpretable. Other statistical tool that could aid in the assess-
ment of the added predictive value of biomarkers is the net
reclassification improvement (NRI) index, which evaluates the
net number of subjects (or patients) that are correctly reclassi-
fied among different groups of risk, when biomarkers are added
to the model. As the IDI, the NRI could show the reclassifica-
tion separately for events and no-events [24]. It could be assessed
in two different ways, as a continuous variable where the incre-
ment of probability implicates a change of risk category, or by
pre-specified risk categories, observing how many individuals
change from one group to others. As the use of the continuous
NRI could overestimate the rate of reclassification, the use of
the categorical NRI with a maximum of three groups of risk
(low, intermediate, high) including clinically relevant thresholds
for the evaluated end point is currently recommended [25].

In stroke prognostic studies, thresholds of <10, 10-90 and
>90% have repeatedly been used [2627). However, it remains
controversial what are the most appropriate cutoff points for
these thresholds, and it might depend on the indication that
we would do eventually in clinical practice with the result of
our predictive models. For instance, it seems reasonable to
establish more strict cutoff points for a potentially harmful
indication (such as discharge a patient with a low chance to
experiment a poor outcome) than for less dangerous indications
such as giving antbiotics to patients who are suspected to
develop an infection. In this sense, wider thresholds (<25, 25—
75 and >75%) for a predictive model for stroke-associated
infections have been used [28].

Neuroendocrine hormones & stroke outcome

Among the surrogate biomarkers to be used in brain ischemia,
neuroendocrine molecules are of particular interest as bio-
marker candidates. In response to the stress that cerebral
ischemia triggers, three main pathways get activated: the sym-
pathetic nervous system (SNS), whose responses are mediated
especially by catecholamines and which stimulate the release
of natriuretic peptides (NPs); the parasympathetic nervous
system (PSNS), which exerts its anti-inflammatory effects
through the activation of cholinergic receptors and the
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hypothalamo—pituitary—adrenal (HPA) axis, whose activation
triggers the production of cortisol by the adrenal cortex
(Ficure 1). Measurable molecules related to the activity of these
axes have been associated with stroke outcome (Tasie 1).

Hormones of the SNS

Catecholamines (norepinephrine, epinephrine, metanephrine
and dopamine), the neurotransmitters of the SNS, are pro-
duced in neurons of the locus coeruleus in response to brain
ischemia, especially when the insula is affected [29]. In the acute
stroke setting, increased levels of norepinephrine have been
associated with poor long-term outcome [3031] or post-stroke
infections [32-34]. However, analytical problems such as the low
specificity of some assay methods as well as the wide number
of physiological determinants of their plasmatic concentrations
limit its use [35].

NPs are vasoactive hormones whose release is stimulated,
among others, by the SNS and who exert natriuretic, diuretic
and vasodilator activities. Both A- and B-type natriuretic pepti-
des (ANP and BNP) have been studied in stroke patients, with
promising results in prognosis but also in etiologic diagnosis,
where they have been related with cardioembolic origin [36-38],
even BNP being proposed as a surrogate diagnostic tool to
identify cardioembolic stroke etiology in patients with an ini-
tially negative work-up [39.40].

In patients with ischemic stroke, brain expression of ANP
was described as being stimulated in the peri-infarct area com-
pared with the infarct core; and with other causes of acute
brain damage such as spontaneous intracerebral hemorrhages
and brain trauma [41]. Based on these results, it has been
hypothesized that ANP may be involved in the regulation of
cerebral blood flow in the infarcted area. To our knowledge,
two different studies have assessed the relationship between
ANP and ischemic stroke outcome. In the first one, both ANP
and BNP predicted mortality after stroke and acute myocardial
infarction after adjustment by several factors related to vascular
death such as age, diabetes, coronary artery disease and medica-
tion [42]. A limited sample size (51 stroke and 51 acute myocar-
dial infarction patients) and a short statistical assessment (no
further analysis after adjustment by the above-mentioned fac-
tors) represent the main concerns of this study. Moreover, it
has been proposed that the mid-regional fragment of proANP
(MR-proANP) could be a more stable molecule and therefore,
a most reliable surrogate marker for cardiovascular diseases [43].
Its role as biomarker has been evaluated for diagnostic and
prognostic indications in patients with heart failure [4445]), and
recently in acute ischemic stroke, where MR-proANP has dem-
onstrated to be good predictor of poor outcome and death,
even after adjustment by stroke severity, in a sample size of
359 patients [46]. These results, although promising, will require
further evaluation in larger, independent cohorts and tighter
adjustments with reclassification and discrimination statistical
tools. More recently, an exploratory study has described
increased levels of MR-proANP as independently associated
with poor functional outcome and mortality in patients with

Cerebral
ischemia

Sympathetic || Parasympathetic |« Hypothalamo-pituitary-
nervous system —={ nervous system —» adrenal axis

N ! !

Sympathetic|| Adrenal Vagus
chains medulla nerve

~ (A
@

Adrenal cortex

o}

Left atrium

Figure 1. Cerebral ischemia triggers the activation of the
neuroendocrine system in three different pathways, whose
activity could be measured through plasma biomarkers.

The figure represents the main organs (charts) and biomarkers
(circles) implicated in this response and their interaction.

AVP: Vasopressin; ACh: Acetylcholine; ACTH: Adrenocorticotropic
hormone; CRH: Corticotropin-releasing hormone; E: Epinephrine;
NE: Norepinephrine; NPs: Natriuretic peptides.

hemorrhagic stroke, although its limited sample size (24 patients
with subarachnoid hemorrhage and 22 with intracerebral hem-
orrhage) does not allow reaching a strong conclusion [47).
Regarding BNP, it has been described, together with the
inactive N-terminal fragment of proBNP (NT-proBNP), as
associated with unfavorable clinical outcome and mortality in
stroke patients [224248-56]. Moreover, regarding specific causes
of worsening, higher BNP level has been associated with a
lower chance of recanalization after thrombolysis [571. However,
the presence of some negative studies (s8] and the fact that two
studies (2659] showed that, although BNP disclosed a statistically
significant association with mortality and outcome, its addition
to previously validated clinical information adds no prognostic
information, questioned its predictive value. A comprehensive
meta-analysis and individual participant data (IPD) meta-
analysis on the association of BNP and all-cause mortality after
stroke has been recently published (23]. In a first step, the meta-
analysis included 16 studies and revealed that BNP levels were
higher in those patients who died rather than survivors
(weighted mean difference 255.78 pg/ml;, 95% CI: 105.10-
406.47; p = 0.001). However, the loss of this association when
publication bias was considered, the moderate quality of the
included studies (median 7 over 15 points) and a high hetero-
geneity among studies were the main concerns. In the IPD
analysis from 10 of these studies, including 2258 patients, the
additional predictive value of BNP in the whole cohort could
be assessed separately for BNP and NT-proBNP. Even when
both BNP and NT-proBNP were independently associated
with mortality after adjustment by age, gender and stroke
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PubMed search: 454 studies
(march 2014)

Excluded (444 studies)

— 363 not stroke (other diseases)

— 42 experimental studies

— 16 not original papers

— 9 no blood copeptin

— 13 end-point other than functional
outcome/mortality

— 1 unknown laguage

Hand search
1 additional study
T

Potentially included
10 studies
I

!

Included: 11 studies

n =2345
I |
IS: 7 studies| |ICH: 3 studies| |SAH: 1 study
n = 2080 n =247 n=18

Figure 2. Flow chart representing the search results and
the screening process for the systematic review on
copeptin and stroke outcome.

ICH: Intracerebral hemorrhage; IS: Ischemic stroke;

SAH: Subarachnoid hemorrhage.

severity, just NT-proBNP showed a slight added value to clini-
cal variables. The authors concluded that NPs do not have
enough predictive value to be translated into clinical practice,
at least by itself, although the incorporation of NT-proBNP in
a panel with other molecules could be of interest.

Despite the absence of prospective, well-designed, multicen-
ter studies with enough sample size to test the association and
predictive value of blood biomarkers in stroke outcome predic-
tion, such as type of approach, starting with throughout sys-
tematic reviews, then performing literature-based meta-analysis
and finally analyzing the predictive value in the whole cohort
through IPD analysis after adjusting by potential confounders
could be an important step before clinical use [60]. According
to the ‘classification of evidence for diagnostic and for thera-
peutic measures’, such type of studies may confer a class II level
of evidence for a diagnostic tool [61]. Moreover and beyond the
main conclusions of the article, the aforementioned meta-
analysis identified several issues affecting the research on BNP,
which might also affect other surrogate markers.

First, the presence of publication bias represents a major con-
cern in the biomarker field. In the case of NPs, the association
between them and post-stroke mortality was lost when publica-
tion bias was considered. However, publication of negative stud-
ies is harder than positive ones, having generally less impact in
the literature. The absence of publication of negative results
could lead to an overestimation of the biomarker effect [62], while
its publication may save resources for other researchers and may
contribute to a more realistic point of view.

Second, the included studies just disclosed a moderate qual-
ity using a 15-point quality score [23] based on the Quality

Assessment of Diagnostic Accuracy Studies and the Quality
Questionnaires [1463). The implementation of such type of
quality tests together with the specified guidelines, even asked
by reviewers and/or editors during the peer-review processes,
could be of interest to generate well-designed studies, thus
minimizing the risk of bias and facilitating the translation of
laboratory results into clinical settings.

Third, the results of the meta-analysis claimed again for the
need to perform additional discrimination or reclassification
tests after assessment of independent association between the
surrogate biomarker and the clinical end point. In this case,
despite the independent association of NPs with statistical sig-
nificance and good OR values (Surriementary Data [supplementary
material can be found online at www.informahealthcare.com/
suppl/14737175.2014.977867]), it was hard to translate into
clinical decision-making processes, as the values of the IDI and
NRI were insufficient and just slightly significant for NT-
proBNP.

Hormones of the PSNS

In response to brain ischemia, PSNS activation through acetyl-
choline secretion by the vagus nerve could balance the overacti-
vation of the SNS [6465]. Acetylcholine esterase (AChE) activity
has been found higher in cerebrospinal fluid of acute stroke
patients compared with healthy controls [66]. Recently, lower
serum AChE activities have been found in acute stroke patients
compared with controls, and those patients who died after a
12-month follow-up period were found to have lower AChE
activities than survivors in the same study [67]. Whether the
role of AChE as a marker of the PSNS activity could predict
specific post-stroke complications is under investigation.

Hormones of the HPA axis

Besides the SNS and the PSNS, the other important path-
way of the neuroendocrine system that has been explored
regarding a potential use in stroke outcome prediction is the
HPA axis, whose activity is initiated by the corticotropin-
releasing hormone and ends with the release of cortisol
from the adrenal cortex. Cortisol levels have been shown, in
several acute conditions, to correlate with the severity of the
underlying illness [68.69]. In acute ischemic stroke patients,
elevated cortisol has been associated with greater stroke
severity, larger infarct volume and/or unfavorable
outcome [30,70-75], while some studies did not find any asso-
ciation [76). Regarding its association with comorbidity in
stroke patients, cortisol levels have been found raised in
patients with depression [77], acute confusional state [78] or
infections [3234]. A systematic review on the influence of
cortisol levels in stroke outcome has been recently carried
out [79]. Although meta-analysis was not possible due to
high variability in timing and method of cortisol measure-
ment, the authors identified 11 studies including 942
patients, which reported the association between cortisol
levels and functional outcome. Eight of these studies found
that higher cortisol levels were associated with poor
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Table 2. Articles identified in the systematic review of copeptin and their main characteristics.

Katan et al. (2009)  Plasma IS <72 h 359 42 3 months 2.53 (1.26-5.07)
Zweifel et al. Plasma ICH <72 h 40 45 3 months 3.10" (1.02-9.39)
(2010)

Urwyler et al. Plasma IS <72 h 341 42.8 1 year 4.0 (1.90-8.20)
(2010)

Tu et al. (2011) Serum IS - 38 55 3 months 3.12 (1.54-6.46)
Zhang et al. Plasma ICH <6 h 89 62.9 1 year 1.19 (1.10-1.32)
(2012)

Fung et al. (2013) Plasma SAH - 18 27.8 6 months -

Dong et al. (2013)  Plasma IS <48 h 125 32.8 3 months 3.12 (1.54-6.46)
De Marchis et al. Plasma IS <24 h 783 38.3 3 months 2.17 (1.46-3.22)
(2013)

Zhang et al. Plasma IS <24 h 245 40.4 1 year 3.88 (1.94-7.77)
(2013)

Tu et al. (2013) Plasma IS - 189 38.1 3 months 2.34 (1.23-4.48)
Yu et al. (2014) Plasma ICH <6 h 18 57.6 6 months -

"Denotes unadjusted odds ratio.

AdjOR: Adjusted odds ratio; ICH: Intracerebral hemorrhage; IS: Ischemic stroke; NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; SAH: Subarachnoid hemorrhage.

outcome, whereas three studies did not. However, just five
studies adjusted the predictive models for stroke severity.
Regarding mortality, 10 studies (n = 895) examined its rela-
tion to cortisol levels and all of them found that elevated
cortisol was associated with increased mortality rates,
although this was not statistically significant in two of the
studies. The authors conclude that elevated cortisol after
stroke is associated with greater dependency, morbidity and
mortality. However, there is currently insufficient evidence
to conclude that these relationships are independent of
stroke severity.

Together with corticotropin-releasing hormone, vasopressin
(AVP) is the main secretagogue of the HPA axis to produce adre-
nocorticotropic hormone and therefore, cortisol. Although small
studies found increased AVP levels in patients with ischemic
stroke [80], correlating with stroke severity [s1], the obtained
results for this biomarker should be carefully interpreted due to
the fact that AVP is unstable (half-life 5-15 min) and largely
attached to platelets [82). AVP derives from a larger precursor
peptide (pre-provasopressin) along with two other peptides, neu-
rophysin II and copeptin. The later is released in an equimolar
ratio to AVP, is the most stable in the circulation and the easiest
to determine which may make this peptide an interesting alterna-
tive to determinations of the highly unstable AVP [83,84].

Several studies have assessed the prognostic value of copeptin
in acute stroke, showing independent associations with poor
outcome in ischemic stroke [8586], basal ganglia intracerebral
hemorrhage (87] and subarachnoid hemorrhage (88]. In ischemic

stroke, given the promising preliminary results, a large multi-
center, prospective study has been recently published, the
Copeptin for Risk Stratification in Acute Stroke Patients (CoR-
isk) study, which included 783 acute stroke patients with
copeptin measurement in the first 24 h [89]. Higher copeptin
levels independently predicted 3-month unfavorable outcome,
3-month mortality and in-hospital complications (symptomatic
intracerebral hemorrhage, edema, pneumonia, seizures or
10-day mortality). Moreover, the combination of copeptin with
validated clinical variables, both the NIH Stroke Scale (NIHSS)
and age, led to a NRI of 11.8% for poor functional outcome
and of 37.2% for mortality. Despite these promising results,
the study has two major concerns to be translated into clinical
practice. First, the thresholds that the authors chose for the
NRI index, which included four risk categories: 0-5, 5-10,
10-15 and >15%, make it difficult a practical interpretation of
the results. As has been abovementioned, no more than three
categories are currently recommended [26] and it seems difficult
that a risk category of >15% could lead to a clinical decision.
Second, the fact that the study was underpowered to assess
each complication separately together with the fact that the
exact time of onset of the complications was unknown, make it
difficult to establish an specific time-point for copeptin mea-
surement that enables a decision-making process to prevent or
treat as soon as possible a particular complication. Despite
these limitations, the present study represents a prospective
effort, which replicates previous results in a large cohort and
assesses the additional predictive value of the biomarker over
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12 3 months 423 (1.61-11.15)
15 1 month 19.48" (2.10-180.64)
19.3 1 year 2.70 (1.20-5.80)
18.8 3 months -

42.7 1 year 1.14 (1.06-1.35)
22.2 6 months -

14.4 3 months 3.16 (0.92-6.15)
15.1 3 months 2.40 (1.60-3.60)
16.7 1 year 5.99 (2.55-14.07)
13.2 3 months 2.34 (1.23-4.48)
31.3 6 months -

the clinical information, which should be the rule for future
validation studies.

Copeptin as an outcome biomarker in stroke.
Systematic review & meta-analysis
As copeptin seems to be a surrogate candidate to predict stroke
prognosis, being the first biomarker in showing additional pre-
dictive value over clinical information over clinical variables
and one of the most promising to be translated into clinical
practice, we performed a systematic review on copeptin associa-
tion with post-stroke outcome. Our main aim was to compre-
hensively assess the association between copeptin and outcome
through the literature and the evaluation of the quality of these
studies. Secondary objectives were the search for publication
bias, and to explore if the association of copeptin with post-
stroke complications has been evaluated.

We searched PubMed up to March 2014, using generic
terms for ‘copeptin’,
‘stroke’. Lists of references of the included studies and

‘neuroendocrine hormones’ and
review articles identified in the search were also screened.
Two of the authors screened the titles and abstracts of every
study identified in the first search and then three of the
authors performed independently data extraction following
a standardized template and qualification of the studies
using the 15-point quality score aforementioned [23]. Inclu-
sion criteria were inclusion of stroke patients, measurement
of blood copeptin levels and outcome and/or mortality

75 (63-83) 59% 5 (2-10) 12 [85]
71 (64-78) 55% = 11 [92]
75 (65-83) 60% 5 (2-10) 11 [94]
62 (55-84) 61.00 7 (3-12) 8 [95]
64.5+ 109 60.7% 21.0+£66 9 [87]
57 (48-67) 33.3% = 10 [88]
69 (61-85) 52% 7 (3-12) 11 [97]
71 (60-80) 61% 6 (3-13) 12 [89]
62 + 11 58% 6 (3-12) 11 [96]
66 (58-75) 61% 7 (5-12) 13 [86]
64.1 + 9.1 61% 15 (5-23) 7 [93]

assessment. Exclusion criteria were unknown language,
experimental studies, reviews or abstracts, editorials or case
reports and interventional studies or clinical trials.

Odd ratios for copeptin in outcome and mortality models were
taken from each study. Heterogeneity was assessed by Cochrane Q
statistic [90]. Effect size was calculated for outcome and mortality
using a fixed or a random effect model according to the presence
or absence of heterogeneity. Meta-regression was done to adjust
the results by confounding factors at study level (age, gender,
blood material used, time of blood withdrawal, time of outcome
and death assessment, NIHSS at admission, each point of quality
score and the total score punctuation) that may result in a modifi-
cation of the effect. Publication bias was assessed using Duval and
Tweedie non-parametric ‘trim and fill' method [91]. All analyses
were performed using SPSS 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)
and STATA 10.0 (StataCorp, College Station, TX, USA).

Our search revealed 454 studies of which 10 fulfilled inclusion
criteria and were explored (Ficure 2). Another study was identified
in the hand-searching. From the selected articles, three studies
recruited patients with intracerebral hemorrhage (879293, one
with subarachnoid hemorrhage [88] and the other seven articles
included ischemic stroke patients [85,86.89.94-97].

Quality of the 11 articles was moderate to high (median 11),
ranging from 7 to 13. The most frequently missing points were
blinded determination of biomarkers (just reported in two studies),
use of validated cutoff points (one study) and none of them did a
previous calculation of the sample size (data not shown). There
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Figure 3. Forest plot. Horizontal lines represent adjusted odds ratios and 95% Cls of copeptin for functional outcome (A) and mortality

(B) for each study and the pooled effect for all studies together.

were not a wide heterogeneity on study designs (Taste 2); all of them
collected blood samples in the first 72 h, assessed disability with the
modified Rankin scale and used similar variables to adjust the effect
of copeptin (most of them age and baseline NIHSS). Time for out-
come assessment varied from 3 months to 1 year. Temporal profile
of copeptin was not determined in any of the studies.

The seven studies including ischemic stroke patients were
included in meta-analysis, including 2080 patients. All of
them gave ORs for copeptin after adjustment by significant
outcome predictors, although four of them reported ORs
for log-transformed values ([8589.9497], while values for
increase per unit were given in the other three (8695.96]. No
study assessed OR after calculation of discriminating cutoff
point. Heterogeneity of the studies was not significant
(Q = 1.635 p = 0.95 for functional outcome and
Q = 1.187; p = 0.94 for mortality), so a fixed model was
used. As shown in Fiure 3, meta-analysis of the seven studies
including ischemic stroke patients revealed the association
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of copeptin with poor functional outcome (pooled OR:
2.474; 95% CI: 1.678-3.268; p < 0.001) and mortality
(pooled OR: 2.569; 95% CI: 1.642-3.495; p < 0.001).
Meta-regression did not identify any relevant confounder
between the potential confounders. Publication bias was
present (Ficure 4) for both functional outcome and mortality.
The effect of copeptin in functional outcome and mortality
decreased when publication bias was considered but it was
still significant (pooled OR: 2.243; 95% CI: 1.514-2.971;
p < 0.001 for functional outcome and pooled OR: 2.418;
95% CI: 1.545-3.291; p < 0.001 for mortality).

This meta-analysis presents some limitations. First, due to
the study design, we were not able to test the additional predic-
tive value over clinical information in our study-level meta-
analysis. It could be tested by contacting the authors and ana-
lyzing data from individual patients in a whole cohort, which
would allow the application of more meaningful statistical
approaches, but such comprehensive approach is out of the aim

Filled funnel plot with pseudo 95% confidence limits
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Figure 4. Assessment of publication bias by funnel plots. Horizontal line represents the global effect size for functional outcome
(A) and mortality (B), and oblique lines picture 95% Cls. Circles are plotted as effect size and their standard error from published articles.

Squares represent the studies in which the effect size was estimated.
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of this study. Second, the fact that just ischemic stroke patients
could be included into the meta-analysis makes difficult the
generalization of the results to all stroke patients, but we think
this step was necessary to avoid the heterogeneity that is present
between stroke types.

Our results are in line with the previous literature of this bio-
marker and support its use in clinical practice, although several
questions should be previously answered. The absence of a tem-
poral profile is a major limitation before jumping into clinical
practice. Future studies of this biomarker, in our opinion, should
address this action in order to find the best moment for copeptin
measurement. The other big issue that should be addressed is the
use that physicians may give to this marker, because just one of
these studies [89] reported association with post-stroke complica-
tions, information that might be used to improve patient’s allo-
cation but not for a real decision-making process. If the
information concerning the biomarker could be linked to a bio-
logical process leading to a poor outcome, as a specific cause of
worsening, it would represent a unique opportunity for outcome
modification. Copeptin has been associated with the develop-
ment of infections in one study [98], but this association has not
been further explored and copeptin association with other causes
of neurological worsening as hemorrhagic transformation
increased intracranial pressure and edema, or cardiovascular
complications has not been explored yet.

Expert commentary

Neuroendocrine  hormones represent candidate  surrogate
markers to be used in stroke clinical practice and the published
literature suggests a better performance for recently discovered
biomarkers such as MR-proANP or copeptin. However, two
major critical issues should be addressed before its implementa-
tion. In one way, their additional predictive value over clinical
information, which has been already done for copeptin [89],
should be performed accurately. Otherwise, their blood levels
should be linked not just with general measures of prognosis
such as disability or death but with specific causes of worsening

that complicates the course of stroke and leads to a poor

outcome. Given the difficulties for performing large, multicen-
ter, prospective studies, meta-analysis and IPD analyses allow
the generation of class II level of evidence for diagnostic meas-
ures and may be considered. As the last step before jumping to
clinical implementation, semi-interventional trials linking the
biomarker information with a specific intervention, such as the
STRoke Adverse outcome is associated WIth NoSocomial
Infections trial [99], which is evaluating the use of a biomarker-
guided (ultrasensitive procalcitonin) strategy in the indication
of preventive antibiotic therapy in patients with severe stroke,

should be considered.

Five-year view

Implementation of biomarkers in the clinical setting, even after
several years of increasing research on the topic, represents a
major issue. In the era of imaging, surrogate markers need to
have top rates of sensitivity and specificity; nobody asked for a
computer tomography in the past years. However, these diffi-
culties are improving the quality of the research in the topic
and, in the next years, large prospective multicenter studies
may establish real indications to implement blood-based diag-
nostic tests in stroke patients. While no biomarker has demon-
strated enough predictive value, combination of a panel of
biomarkers in a point-of-care device might be a more realistic
approach. Finally, new identified biomarkers could serve in the
next year as therapeutic targets.
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Key issues

e Biomarkers of the neuroendocrine system represent surrogate tools in stroke clinical practice for outcome assessment. Although most of

them have disclosed independent association with outcome, their added predictive value over clinical information should be addressed

for both classical and new candidates.

e However, most of the literature in this topic is exploratory. Studies with large sample sizes are needed. While the preferable model is a

large, multicenter study, meta-analyses or individual participant data approaches may be also useful in generating evidence.

e While the most studied marker of these system, B-type natriuretic peptides, seems not to be useful for outcome prediction in stroke

patients, at least by itself, mid-regional fragment of proANP and copeptin have shown promising results in this field.

e A literature-based meta-analysis of copeptin in outcome prediction reinforces its association with stroke outcome, besides the existence of
publication bias. Publication of negative results in the biomarker field should be considered and recommended for both researchers and editors.
e For the surrogate markers, it would be useful to clarify if the association with outcome is mediated with a specific worsening cause,

which could facilitate translation into use in clinical practice. Evaluation in semi-interventional clinical studies about the impact of the

biomarker use in clinical practice, in terms of outcome modification, should be the last step before clinical implementation.
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We aimed to quantify the association of blood interleukin-6 (IL-6) concentrations with poor outcome after stroke
and its added predictive value over clinical information. Meta-analysis of 24 studies confirmed this association
with a weighted mean difference of 3.443 (1.592-5.294) pg/mL, despite high heterogeneity and publication
bias. Individual participant data including 4112 stroke patients showed standardized IL-6 levels in the 4th
quartile were independently associated with poor outcome (OR = 2.346 (1.814-3.033), p < 0.0001). However,
the additional predictive value of IL-6 was moderate (IDI = 1.5%, NRI = 5.35%). Overall these results indicate
an unlikely translation of IL-6 into clinical practice for this purpose.
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1. Introduction

Accurately predicting stroke outcome is challenging. Despite the
wide number of factors that may influence stroke prognosis, it has
been suggested that they could be simplified as the interaction between
baseline characteristics of the patient, such as age, gender or stroke
severity (Appelros et al., 2003; Saposnik et al., 2008; Wahlgren et al.,
2008), and several circumstances that occur after stroke leading to a
poor outcome, such as those related to acute therapies (resistance to
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recanalization, reocclusions, hemorrhagic transformation ), edema or in-
creased intracranial pressure, or post-stroke infections (Koennecke
et al,, 2011; Grube et al., 2013). These latter factors represent a unique
opportunity for clinicians and researchers to intervene and modify
stroke outcome. Even though some blood biomarkers have shown a
significant association with neurological deterioration, three-months
disability or mortality (Whiteley et al., 2009a), at present there is no
biomarker that has proved to be useful for these purposes in the clinical
setting, and it is still uncertain whether blood biomarkers add informa-
tion to simple predictive models based on clinical variables, such as age
and severity of stroke (Montaner et al., 2012; Whiteley et al., 2012).
Furthermore, a good biomarker should be associated not just with an
end point but also with a decision-making process to make easier its
translation to clinical practice.

Cerebral ischemia triggers an inflammatory response characterized
by the up-regulation of inflammatory cytokines within the brain, as
well as in peripheral blood (del Zoppo et al., 2000). Although the over
expression of interleukin-6 (IL-6) by astrocytes and microglia may
have a dual role in acute ischemia, with both neurotoxic and neuropro-
tective roles attributed to this cytokine (Van Wagoner and Benveniste,
1999; Muller, 2002), blood levels of IL-6 have been repeatedly associat-
ed with poor outcome (Smith et al., 2004; Waje-Andreassen et al., 2005)
after stroke. The reason for this association, however, is not fully under-
stood. IL-6 concentration in blood has been correlated with baseline
stroke severity, suggesting a plausible role as a biomarker of acute
cerebral injury (Orion et al., 2008; Whiteley et al., 2012), but circulating
IL-6 may also be related to other factors such as post-stroke infections
(Wartenberg et al., 2011). Whether determination of IL-6 adds predic-
tive value to prognostic models of stroke outcome in terms of additional
predictive value is also unclear (Orion et al., 2008; Whiteley et al., 2012).
Systematic review and meta-analysis of candidate biomarkers has been
proposed as an evidence-generating approach (Garcia-Berrocoso et al.,

PubMed Search: 669 Studies
(16th OCT 2013)

A. Bustamante et al. / Journal of Neuroimmunology 274 (2014) 215-224

2013a), which may confer a Class II level of evidence for a diagnostic
tool (Leone et al.,, 2013). In this study, our main objective was to evalu-
ate and quantify the association of IL-6 with functional outcome after
stroke. Secondary objectives were to explore its added predictive
value over clinical information and to assess whether specific causes
of poor outcome could underlie this association.

2. Material and methods
2.1. Search

We searched PubMed up to October 2013. A combination of MeSH
terms and text words for the terms “stroke”, “IL-6” and “outcome”,
using 75 different entry terms, was applied (Supplementary data, S1).
Duplicated studies were considered only once. Reference lists of
the included articles and reviews that were identified in the search
(Laskowitz et al., 1998; Whiteley et al., 2009a; Whiteley et al., 2009b)
were hand-searched.

Three authors screened articles considering studies for potential in-
clusion if they recruited ischemic stroke patients, measured serum or
plasma IL-6 concentration during hospitalization and reported long-
term (to at least one month) functional outcome with a validated
disability scale. Exclusion criteria were language other than English or
Spanish; experimental studies with stroke models; reviews or abstracts
from conferences, letters, editorials, and case reports; studies reporting
outcome just as neurological scores or survival rate; and interventional
studies or clinical trials.

2.2. Data extraction and quality assessment

Using a standard template (Supplementary Data, S2), three authors
performed the data extraction. Discrepancies were resolved by discussion,

Excluded (634 studies)
- 483 not stroke [experimental studies, other diseases)
- 48 not original papers

Potentially Included
35 Studies

!

-13 no blood IL-6

- B4 end-point other than functional outcome
-2 1L-6 determination after hospital discharge
-3 Interventional studies, clinical trials

Insufficient data reported
[corresponding author contacted by email)

'

Sufficient data reported: Data Provided by Author: Excluded (11 studies)
3 studies 21 studies =5 not answered
| I -2 not data available
1 - 4 based on the same cohort
Included for Meta-Analysis
24 studies (N=4743)
4 Authors not able to provide
with individual information
v

Included for IPD Meta-Analysis
20 studies (N=4389)

Fig. 1. Flow chart.



Table 1

Overview of the articles included in the literature-based meta-analysis.

Author, year Material Assay Time of blood  Sample  Disability — Time of Disability  IL-6 poor IL-6 good Baseline Age Gender Post-stroke
collection size Scale outcome rate outcome outcome NIHSS (% males) infections
assessment (pg/mL) (pg/mL)
Vila et al. (2000) Plasma ELISA R&D systems <48 h 44 mRS 6 months 47.8% 283 4+ 25.1 15.1 + 20 - - 54.5% -
Castellanos et al. (2002) Plasma ELISA R&D systems <24 h 113 BI 3 months 23% 233 4+ 95 156 £ 9.3 8 (6-9) 70 (66-76) 57% 0%
Castillo et al. (2003) Plasma ELISA R&D systems <24 h 283 BI 3 months 43.2% 34.6 + 18.6 192 £ 131 - 68 (62-73) 49.8% -
Smith et al. (2004) Plasma ELISA <12 h 37 mRS 3 months 72.9% 433 + 58.8 98 +£1.8 13 (10-18.5) 69 (60-79.5) 65% 25.0%
Waje-Andreassen et al. Serum ELISA R&D systems <4 h 11 BI 1 year 50% 44 £+ 32 38 £21 9 (4-21) 75 (64-78) 54.5% 45.5%
(2005)
Blanco et al. (2006) Plasma ELISA R&D systems <24 h 113 BI 3 months 31.9% 234 + 96 15.6 +£ 94 - 70 (66-76) 57.5% -
Rodriguez-Yaiiez et al. Plasma ELISA R&D systems <24 h 844 mRS 3 months 38.8% 275+ 183 145 + 116 - 70 (65-76) 55.5% -
(2006)
Domac et al. (2007) Plasma Immunotech Enzime - 70 mRS 2 months 81% 51.1 &+ 229 36+ 195 - 68.5 &+ 8.7 33 (47%) -
Immunassay
Orion et al. (2008) Plasma ELISA R&D Systems <36 h 98 mRS 3 months 46.9% 6.3 £ 52 38+33 4(2-10) 65 (56-73) 65% -
Oto et al. (2008) Plasma ELISA <8h 19 mRS 1 month 47.4% 3.6 + 45 25434 8 (4.5-16.5) 70 (60-54) 56.8% -
ENDOGEN
Basic-Kes et al. (2008) Serum Chemiluminescence <12 h 68 mRS 3 months 65% 23.7 +£ 29.1 129 £ 266 - 70 (73-83) 48.5% -
(EURO/DPC)
Welsh et al. (2009) Plasma ELISA R&D systems <24 h 176 mRS 1 month 52% 119+ 72 6.8 + 6.5 10 (8-15) 72 (63-81) 44.7% -
Whiteley et al. (2009a) Serum and  ELISA R&D systems 13 days 844 mRS 6 months 28% 7.7 £56 4.6 + 4.0 3(2-9) 76.1 (68-83)  48.5% -
plasma (median)
Worthmann et al. (2010) Serum Immulite 2000 <6 h 69 mRS 3 months 27.5% 11.7 £ 13 75 + 6.6 2 (1-7.5) 74 (66-82) 50.7% 0%
Brea et al. (2011) Serum Immulite 1000 <12 h 110 mRS 3 months 56% 18.1 + 189 93+ 8 10 (4-15) 76 (69-81) 56.4% -
Rodriguez-Gonzélez et al. ~ Serum Immulite 1000 <12 h 129 mRS 3 months 42.6% 2814+79 189 £ 39 9 (4-14) 74 (65-79) 58.1% -
(2011)
Wartenberg et al. (2011) - Immulite DPC <24 h 94 mRS 3 months 55% 19.8 + 3.1 97 +2 9.5 (6-14) 71.5 (65-80)  46.9% 42.7%
Zierath et al. (2011) Plasma Fluorokine MAP <72 h 84 mRS 3 months 39.3% 21.2 4392 3.64 + 706 6(2-16.5) 54 (43-66) 62.4% 12.6%
(R&D systems)
Whiteley et al. (2012) Serumand  ELISA (R&D systems) <24 h 268 mRS 3 months 66.7% 74 + 4.0 4.16 +£ 338 3 (2-9) 73 (64-80) 52.7% 9.3%
plasma
Chakraborty et al. (2013) Serum ELISA Diaclone research <24 h 98 mRS 3 months 33.7% 424 4+ 42 24.5 4+ 67 7.5 (4-11) 54 (48-60) 31% 0%
Zeng et al. (2013) Pma ELISA (R&D systems) <72 h 105 mRS 3 months 61.9% 24219 094 + 144 - - 69.5% 16%
Park et al. (2013) Serumand  ELISA 6-24 h 175 mRS 3 months 36.7% 61.1 £ 1119 108 +48.1 5(3-10) 67 (59-75) 54.3% -
plasma
Rodriguez et al. (2013) Serum Immulite 1000 <12 h 76 mRS 3 months 51.3% 123 £ 9.5 8+ 3.7 14 (9-18) 69.5 (59-76)  58% -
Rodriguez-Yafiez et al. Serum Immulite 1000 <12h 595 mRS 3 months 46.7% 236 + 17.6 179 £ 111 12(7-17) 73 (66-78) 54.3% -

(2013)

IL-6: interleukin-6; NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; BI: Barthel Index.
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and missing information was requested by contacting the corresponding
authors. For those articles including both ischemic and hemorrhagic
stroke, isolated data for ischemic stroke was obtained. The incidence of
post stroke complications associated with poor outcome, such as hemor-
rhagic transformation and in-hospital infections, was also recorded when
available. Poor outcome was defined a priori as modified Rankin Scale
(mRS) >2 or Barthel Index (BI) <85.

The quality of the articles was assessed using a 15-point questionnaire
for the evaluation of biomarker studies in stroke (Garcia-Berrocoso et al.,
2013a, S3). All the articles fulfilling inclusion criteria were included in the
meta-analysis independently of the quality score.

2.3. Statistical analysis

2.3.1. Literature-based meta-analysis

All included studies after systematic review were synthesized regard-
ing IL-6 levels and its association with long-term functional outcome after
stroke. Weighted mean differences (WMD) were calculated between
poor and good outcome groups for each independent article and for all
studies together. WMD test was chosen in order to compare continuous
values for IL-6 in both groups. Heterogeneity among studies was assessed
by Cochrane Q and I-squared statistics (DerSimonian and Laird, 1986)
and, as heterogeneity was present, effect size was estimated by random
effects model. We conducted a meta-regression to adjust the results by
the following potential confounders: time of blood collection, time of out-
come assessment, type of sample (serum or plasma), disability scale used,
quality score of each article, age, gender, baseline stroke severity and
prevalence of post-stroke complications. We used funnel plot to assess
publication bias and Duval-Tweedie nonparametric “trim-and-fill” test
(Duval and Tweedie, 2000) to assess the effect of publication bias on
the WMD.

2.3.2. Individual participant data (IPD) analysis

Corresponding authors of the included studies provided individual
anonymized data on a template described in Supplementary material
S4. A unique cohort including all individual information was used for a

Table 2
Literature-based meta-analysis. Quality assessment?,
From Garcia-Berrocoso et al., 2013a, 2013b.

A. Bustamante et al. / Journal of Neuroimmunology 274 (2014) 215-224

complete statistical analysis. To avoid differences between cohorts,
IL-6 values were standardized calculating the Z-score value for each co-
hort by subtracting the mean and dividing by its standard deviation
(SD). 2 units were added to each value to avoid negative results. As stan-
dardized IL-6 levels had a non-normal distribution (Kolmogorov-
Smirnov test with p < 0.05), Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis
tests were applied and data were reported as median and interquartile
range (IQR). Pearson Chi-squared test assessed differences among cate-
gorical variables. A logistic regression model for the prediction of poor
functional outcome was developed with all the baseline variables that
were associated with poor outcome in univariate analysis, by the
forward-stepwise method. Odds ratio (OR), 95% confidence interval
(CI), and p-value were given. Using the highest quartile cut-off point,
standardized IL-6 levels were added to the logistic regression models
including clinical variables. Comparisons of areas under the receiver
operating characteristic (ROC) curves (AUC) from models including bio-
markers or not were performed following DeLong's method (DeLong
et al., 1988). Net reclassification improvement (NRI) and integrated
discrimination improvement (IDI) indexes were used to assess the
added value of the biomarker over the clinical predictive model for
poor functional outcome (Pencina et al., 2008). For the NRI test, pre-
specified that clinically relevant thresholds of predicted risk (<10% and
>90%) were used (Garcia-Berrocoso et al., 2013a; Garcia-Berrocoso
et al., 2014). These thresholds reflect the accuracy needed to give clinical
recommendations such as indication of potentially hazardous manage-
ment (Whiteley et al., 2012). Finally, we conducted new forward-
stepwise logistic regression analyses for prediction of each of the
post-stroke complications reported by the studies, using baseline
clinical variables associated with post-stoke infections in univariate
analysis and then adding IL-6 levels in the highest quartile in the
last step.

STATA 10.0 (StataCorp, College Station, TX), R 2.15 (R Development
Core Team, 2012; Vienna, Austria; Hmisc and PredictABEL packages)
and SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) software were used for statistical
analyses. In all cases, a p < 0.05 was considered significant at a 95%
confidence level.

Author, year 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 Quality score
Vila et al. (2000) + + + - - + - ? - + - - + + 8
Castellanos et al. (2002) + - + + - — — + ? + + — + + — 8
Castillo et al. (2003) + + + + — + — - + + + — — + — 9
Smith et al. (2004) + + + - — + ? + + + + - - + + 10
Waje-Andreassen et al. (2005) + - + - — + ? + ? + + — — + + 8
Blanco et al. (2006) + + + - + + ? - ? + + - + + - 9
Rodriguez-Yafiez et al. (2006) + + + - — + ? — - - + — + + + 8
Orion et al. (2008) ? ? + + + + - — ? — + — — + + 7
Oto et al. (2008) + + + - - + ? - ? + + - + + + 9
Basic et al. (2008) + — + — — + ? + + + + — — + + 9
Welsh et al. (2009) ? ? + - — + — + + + + - + + + 9
Whiteley et al. (2009b) + + + + + + — + + + + - + + + 13
Worthmann et al. (2010) + + + — — + ? + + + + — + + + 11
Brea et al. (2011) + + + - - + ? + + + + - - + + 10
Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) + + + + + + ? + + - + + — + + 12
Wartenberg et al. (2011) + + + - - + - + + + + — + + + 11
Domac et al. (2007) + — + + — + ? - ? + + — — + + 8
Zierath et al. (2011) + + + - - + ? + + + s - - + + 10
Whiteley et al. (2012) + + + + + + - + + + + - - + + 12
Chakraborty et al. (2013) + — + — — + ? — ? + + — — + + 7
Zeng et al. (2013) + + + - - + - + ? + + - — + + 9
Parkeet al. (2013) + + + + + + ? + + + + - + + + 13
Rodriguez et al. (2013) + — + + — + ? + + — + 4 — + _ 9
Rodriguez-Yafez et al. (2013) ? ? + + - + - + + — + — + + + 9
TOTAL 21 15 24 10 6 23 1 16 14 18 24 2 10 24 20 9(7-13)

2 Points 1-15 denote items included in the quality questionnaire and they are available as supplementary data (S3). Briefly, 1-2 evaluate stroke diagnosis assessment; 3, independency
between biomarker and outcome; 4-5 evaluate study blinding; 6, explanation of withdrawals; 7, reference for the biomarker; 8, disclosure statement; 9-12, study design; 13, statistical
analysis; 14, biomarker measurement and 15, absence of selection bias. (+) indicates fulfilling of the criterion, (—) not fulfillment and (?) indicates that fulfilling is unknown or not

applicable. The total score is the sum of the fulfilled criteria.
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The protocol for the systematic review and meta-analyses was
previously registered and published in the PROSPERO database
(CRD42013004434). We prepared the manuscript fulfilling PRISMA
statement (Moher D. et al., 2009).

3. Results
3.1. Search

Our search revealed 669 articles, of which 634 were initially exclud-
ed in the first screening (Fig. 1). From 35 potentially includible articles
only 3 had all the necessary information to be included in the meta-
analysis, with the level of IL-6 expressed as mean =+ SD being the
most frequently missed variable. The corresponding authors of the
other 32 studies were contacted by e-mail to request additional data.
All authors but 7 provided us with the information and 4 more studies
were excluded at this point as being repeated cohorts. Finally, 24 studies
were included in the literature-based meta-analysis.

3.2. Data extraction and quality assessment

An overview of the main characteristics of the included articles is
shown in Table 1. Briefly, most of the articles reported disability by
assessing mRS at 3 months. There were wide variations in both
baseline stroke severity and proportion of patients with a poor func-
tional outcome. Regarding potential causes of neurological deterio-
ration and poor outcome, the incidence of post-stroke infection
was reported in just 9 of the articles (N = 879), and only one re-
ported other complications such as hemorrhagic transformation or
edema (N = 76).

The quality of the included articles was moderate (median 9 points,
range 7-13). Reporting of blinded design (10/24 for biomarker mea-
surement and 6/24 for clinical data collection), use of pre-established
cut-off points (1/24) and previous calculation of the sample size (2/24)
were the most frequently missed items (Table 2).

Filled funnel plot with pseudo 95% confidence limits

50 L]

theta, filled

-50 o

s.e. of: theta, filled

Fig. 3. Funnel plot. Horizontal line represents the global effect size, and oblique lines,
95% confidence intervals. Circles are plotted as effect size and their standard error
from published articles. Squares represent the studies in which the effect size was
estimated.

3.3. Literature-based meta-analysis

The 24 included studies aggregated 4523 ischemic stroke pa-
tients. Although there was a high heterogeneity between studies
(Q = 236.52, I = 90.3%, p < 0.001), when IL-6 levels were com-
pared between disabled and non-disabled patients, the former
group showed on average an increase of 6.602 pg/mL (4.908-
8.296, p < 0.0001), Fig. 2. No considered factor was shown to be a
modifier of this effect in the meta-regression, but there was a
trend towards a reduction in the effect size of IL-6 in studies with
higher median values of baseline NIHSS (p = 0.092). Although publica-
tion bias was present (Fig. 3), the association remained significant when
the Duval-Tweedie test was applied [3.443 pg/mL (1.592-5.294);
p <0.001].
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Fig. 2. Forest plot. Horizontal lines represent weighted mean differences (WMD) and 95% confidence intervals for interleukin-6 levels in pg/mL between patients with poor and good

functional outcome for each study and for all studies together.
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Baseline characteristics of each cohort and compiled cohort of the individual participant data analysis.

Castellanos Castillo Smith 2004  Waje-Adreassen Blanco Rodriguez-Yafiez Orion 2008 Oto 2008 Welsh 2009 Whiteley 2009
2002 2003 (N = 36) 2005 2006 2006 (N=295) (N=19) (N =215) (N =259)
(N=113) (N =283) (N=11) (N=111) (N =844)
Age 70 (66-76) 68 (62-73) 69 (60-79.5) 75 (64-78) 70 (66-76) 70 (65-76) 65 (56-73) 70 (60-74) 72 (63-81) 76.1(68.2-83.3)
Gender (male) 56.6% 49.8% 63.9% 54.5% 57.7% 55.5% 69.5% 57.9% 44.7% 48.6%
Smoker 23.9% - - 0% 45.0% - 19.1% 10.5% 36.8% 23.4%
Arterial 53.6% 33.9% 66.7% 45.5% 53.2% 52.3% 53.7% 57.9% 51.2% -
hypertension
Diabetes mellitus 31% 36.7% 5.6% 0% 44.1% 25.8% 32.6% 42.1% 15.3% 13.1%
Dyslipidemia - - 44.4% 33.3% - - 62.1% 31.6% 25.6% -
Atrial fibrillation 11.5% 23.7% 22.2% 18.2% - 29.6% 11.6% 31.6% 13% 26.7%
Previous stroke 30.0% - 19.4% 36.4% 31.5% 0% 24.2% 15.8% 22.3% 27.0%
Previous disability - 0% 13.9% 0% - - 5.4% 0% 18.1% 12.0%
NIHSS 8(6-9) - 13 (10-18.5) 9 (4-21) - - 4 (2-10) 8(4.5-16.5) 10(8-15) 3 (2-9)
TOAST
Atherothrombotic 13.3% 52.7% 36.1% 0% 0% 44.1% 15.3% 47.4% - -
Cardioembolic 20.4% 47.3% 25.0% 54.5% 0% 39.7% 20.8% 26.3% - -
Lacunar 63.7% 0% 13.9% 9.1% 100% 10.2% 40.3% 26.3% - -
Undetermined 2.7% 0% 25.0% 36.4% 0% 6% 23.6% 0% - -
Post-stroke 0% - 25.0% 45.5% - - - - - -
infections

NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; TOAST: Stroke Etiology according to the Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) classification.

3.4. Individual participant data analysis

After excluding missing values for IL-6 and functional outcome, and
hemorrhagic strokes, we obtained individual information from 4112
patients belonging to 20 studies. Characteristics of each study and the
whole cohort are summarized in Table 3. A wide variation of IL-6
levels among studies was noted, especially regarding time from blood
withdrawal and assay type (Supplementary material, S5). IL-6 was asso-
ciated with poor outcome, with the normalized IL-6 levels in patients
with poor outcome 16.8 (8.5-53.1) vs. 5.0 (1.3-12.7) in patients with
good outcome; p < 0.0001. Furthermore, IL-6 was associated with post
stroke infections (35.1 (10.8-183.4) vs. 7.4 (1.9-17.0); p < 0.0001),
Table 4.

In the logistic regression analysis, age, gender and stroke severity
were independently associated with poor functional outcome. Baseline
stroke severity was not always available, and the sample size of the pre-
dictive model including baseline NIHSS was relatively small (2179). To
overcome this issue we developed another logistic regression model
without this variable, in which age and gender were the variables associ-
ated with poor outcome (N = 4112). IL-6 levels in the 4th quartile were
an independent predictor of poor outcome in both models (OR: 2.346
(1.81-3.03), p < 0.001) in the model including age, gender and NIHSS
and OR: 3.630 ((3.12-4.22), P < 0.001, in the model without NIHSS),
but its additional predictive value was modest in terms of AUC (0.840
to 0.847; p < 0.0001 and 0.602 to 0.619; p = 0.0035, respectively);
rates of discrimination (1.5% and 7%, respectively, both p < 0.0001)
and reclassification (5.35%, p < 0.0001 for the first model), Fig. 4,
Table 5.

From the reported complications, only post-stroke infection on the
first week reached sufficient sample size for analyses. Infections were
independently associated with poor functional outcome when included
in the first step of the logistic regression analysis, giving a final model
composed by age (OR: 1.31 (1.01-1.05), p < 0.001); baseline NIHSS
(OR: 1.35 (1.29-1.43), p < 0.001); post-stroke infections (OR: 4.51
(2.18-9.32), p < 0.001) and IL-6 (OR: 2.18 (1.28-3.71), p = 0.004).
The effect of IL-6 on its prediction was further analyzed in a cohort of
701 patients from 8 studies, in which the independent association
between IL-6 and functional outcome was maintained. The mean char-
acteristics of this cohort are summarized in Supplementary material S6.
Standardized IL-6 levels in the 4th quartile were also an independent
predictor for the development of infections [OR: 2.617 (1.466-4.670),
p = 0.001], together with baseline NIHSS [OR: 1.142 (1.096-1.190),

p < 0.001], hypertension [OR: 4.413 (2.250-8.659), p < 0.001] and dys-
lipidemia [OR: 0.312 (0.173-0.562), p < 0.001].

4. Discussion

Our study confirmed the association of IL-6 levels with poor function-
al outcome after stroke, independent of age, gender and stroke severity.
However, the additional predictive value in terms of discrimination be-
tween poor and good outcomes and reclassification to highest or lowest
risk categories over these clinical variables was modest, although statisti-
cally significant. We were able to perform a comprehensive analysis,
including more than 4700 patients, with enough statistical power to
test this association. Our results confirmed the presence of higher circu-
lating IL-6 levels in those patients with poor outcome, as previously re-
ported (Smith et al., 2004; Oto et al., 2008; Basic-Kes et al., 2008).
However, we evidenced a high heterogeneity among included studies,
as well as publication bias, even with adjustments to correct for both
factors.

Negative studies are less likely to be accepted for publication and the
lack of publication of negative results could lead to an overestimation of
the biomarker effect when performing meta-analyses (Tzoulaki et al.,
2013). To our knowledge, just one study (Sotgiu et al., 2006), which is
less than would be expected by chance, reported an inverse association
between IL-6 levels and functional outcome. Unfortunately we were not
able to include this study in our meta-analysis because data could not be
provided.

The main strength of our study is the IPD analysis, which allowed us
to adjust by covariates related to stroke prognosis (Stewart and Parmar,
1993). Although the logistic regression models showed IL-6 was an in-
dependent predictor of poor functional outcome after stroke, the main
interest of this study is that IL-6 showed a slight but significant addition-
al predictive value over clinical data, even in the model which included
stroke severity.

If a marker could predict not just a good or poor outcome, but which
mechanism may lead to this outcome, its usefulness in clinical practice
would be even more suitable. As previously suggested by others
(Wartenberg et al., 2011; Zhang et al., 2012; Kwan et al., 2013), we
noted a significant and independent association with post-stroke infec-
tions. Post-stroke infections are frequent and influence the rates of mor-
tality and poor outcome (Langhorne et al., 2000; Koennecke et al.,
2011). A panel of biomarkers including IL-6 with others such as
procalcitonin or copeptin (Hug et al.,, 2011; Fluri et al,, 2012) might be
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Worthmann Brea 2011 Rodriguez- Wartember  Zierath Whiteley Chakraborty Park 2013 Rodriguez Rodriguez-  FULL
2010 (N =101) Gonzalez2011 2011 2011 2012 2013 (N=175) 2013 Yafiez 2013 DATABASE
(N = 69) (N = 129) (N = 96) (N=103) (N =691) (N = 98) (N = 69) (N=595) (N =4112)
74 (66.5-82.5) 76 (69-81) 74 (65-79) 71.5 (65-80) 54 (43-65.5) 73 (64.7-80.7) 54 (48-60) 67 (59-75) 69.5 (58.7-75.7) 73 (66-78) 71 (63-78)
50.7% 57.4% 58.1% 46.9% 67.0% 52.7% 30.6% 54.3% 58.0% 54.3% 53.5%
13% 17.2% 17.8% - 37.6% 32.6% 18.4% 40.6% 34.8% 14.1% 26.1%
68.1% 59.4% 62.8% 87.4% 51.5% 54.3% 44.9% 57.7% 59.4% 60.7% 54.6%
13% 17.8% 25.6% 36.8% 25.2% 12.4% 2505% 30.3% 21.7% 21.2% 22.9%
49.3% 42.6% 23.3% 33.3% 70.9% - 81.6% 24% 49.3% 26.2% 36.5%
30.4% 21.8% 25.6% - 14.6% 16.5% 6.1% 30.3% 36.2% 33.3% 24.1%
18.8% 8.9% 8.5% 33.3% 36.9% 29.8% 0% 0% 4.3% 10.4% 15.6%
0% - - - - - - 0% - - 6.9%
2 (1-7.5) 10 (4-15) 9 (4-14) 9.5 (6-14) 6 (2-16.5) - 75(4-11)  5(3-10) 14 (9-18) 12(7-17) 8 (4-14)
23.2% 41.6% 41.9% 50% 20.3% - 36.6% 29.7% 55.1% 46.1% 39.5%
26.1% 5.9% 17.8% 23.9% 39.2% - 18.9% 28% 20.3% 18.3% 28.2%
26.1% 7.9% 11.6% 0% 13.5% - 22.1% 21.7% 23.2% 8.4% 16.2%
24.6% 44.6% 28.7% 26.1% 27.0% - 22.1% 20.6% 1.4% 27.2% 16.0%
0% - - 42.7% 12.6% - 0% 16% - - 13.7%

used to detect those patients at the highest risk of infection and thus
more likely to worsen. As we were not able to adjust the results by
the time of onset of infection and the time of IL-6 measurement in
this substudy, prospective studies should address the question of
whether IL-6 acts as a predictor of infection development or is a marker
of simultaneous evolving infection, and the optimal time-point for the
measurement.

Our meta-analysis has some limitations. First, there were differences
in methodology among the included articles, for both the method of
analysis and time of blood collection. This could have an influence on
the results, although in the meta-regression they did not modify
the significance of the effect. Second, in the sub-analysis of poor out-
come relating to post-stroke complications, our conclusions should
be carefully interpreted because of limited sample size: information
about post-stroke infections was based on just 8 studies including
701 patients, and diagnosis of infection also differed among studies.
Other post-stroke complications such as hemorrhagic transforma-
tion or edema were reported in just one study and therefore, could
not be analyzed. In addition, concurrent inflammatory conditions

Table 4
Clinical and demographic variables associated with IL-6 levels.

Factors Standardized IL-6 levels (pg/mL) (N = 4112)
Yes No p-Value

Age R = 0.126 <0.0001
Gender (male) 8.2 (2.0-21.8) 9.7 (3.0-18.8) 0.695
Smoker 6.0 (1.4-15.9) 10.0 (3.0-24.7) 0.183
Arterial hypertension 8.5(2.3-24.7) 9.5 (2.7-19.0) 0.005
Diabetes mellitus 6.1 (1.2-21.7) 10.0 (2.88-20.0) 0.011
Dyslipidemia 10.0 (4.1-21.9) 6.1 (1.3-18.8) 0.954
Atrial fibrillation 12.0 (7.38-33.3) 6.7 (1.7-18.0) <0.0001
Baseline NIHSS R = 0.256 <0.0001
TOAST <0.0001

Atherothrombotic 8.0 (1.9-28.5)

Cardioembolic 11.65 (5.8-21.9)

Lacunar 4.8 (1.2-12.3)

Undetermined 9.0 (2.3-20.0)
Infections 35.1 (10.8-183.4) 7.4 (1.9-17.0) <0.0001
Poor Outcome 16.8 (8.5-53.1) 5.0 (1.3-12.7) <0.0001
Mortality 80.9 (23.4-115.0) 7.5 (2.1-17.0) <0.0001

IL-6: Interleukin-6; NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; TOAST: Stroke
Etiology according to the Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)
classification.

that could affect baseline IL-6 levels were not available in every
study. In fact, most of the studies excluded such patients, although
this might reduce the applicability of their results. Specifically, au-
thors were asked about pre-stroke infections and these patients
were included in 2 studies, so this confounding variable could not
be analyzed. Third, since heterogeneity between studies was pres-
ent, we standardized IL-6 values for comparisons, which did not
allowed us to look for a cut-off point discriminating between good
and poor outcome in stroke patients that could be clinically useful.
Fourth, the lack of baseline stroke severity data in some of the stud-
ies did not allow us to perform a comprehensive analysis in the
whole cohort with the most accurate logistic regression model. Fi-
nally, the inclusion of studies in English and Spanish solely may
have led to some small bias, but is unlikely to have altered the
findings.

In conclusion, our study revealed an independent association of IL-6
and stroke outcome. However, the existence of heterogeneity and
publication bias in the literature-based meta-analysis and the
modest increment in discrimination and reclassification suggests
currently no additive role of measuring IL-6 for predicting stroke
prognosis in clinical practice. Therefore, [L-6 measurement might
only become useful to clinicians in the prediction of outcome inte-
grated in a panel in combination with other outcome biomarkers
that have proven usefulness, such as Copeptin (de Marchis et al.,
2013), gelsolin, dihydropyrimidinase-related protein 2 or cystatin
A (Garcia-Berrocoso et al., 2013b). Even when the influence of
post-stroke complications in this association has not been adequate-
ly studied through the literature, our results suggest an association
with the development of post-stroke infections which could provide
a way to translate IL-6 measurement in acute stroke to clinical prac-
tice. The utility of including IL-6 in such a prognostic multi-marker
panel should be explored in prospective multicentre studies to dis-
sect the global value and the specific validity of IL-6 for infectious
post-stroke complications. Those studies should also give us infor-
mation about the optimal timing for measuring these markers and
to obtain the best predictive value after stroke onset.
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Table 5
Logistic regression models and additional predictive value assessment of IL-6.

Predictive models for poor functional outcome

Age, gender and baseline Age, gender and baseline Age and gender N = 4112 Age and gender + IL-6

NIHSS N = 2179 NIHSS + IL-6 N = 2179 N = 4112
Logistic regression Age 1.041 (1.032-1.050), 1.038 (1.029-1.048), 1.029 (1.023-1.035), 1.025 (1.019-1.031),
(OR) p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001
Male gender 1.271 (1.030-1.568), 1.304 (1.053-1.616), 1.288 (1.135-1.462), 1.331 (1.167-1.519),
p = 0.026 p = 0.015 p < 0.0001 p < 0.0001
Baseline NIHSS 1.256 (1.231-1.281), 1.243 (1.218-1.269), - -
p < 0.0001 p < 0.0001
IL-6 - 2.346 (1.814-3.033), - 3.630 (3.121-4.222),
p < 0.0001 p < 0.0001
ROC curves AUC 0.840 (0.824-0.857) 0.847 (0.831-0.863) 0.602 (0.584-0.619) 0.681 (0.664-0.698)
p-Value Ref. 0.0035 Ref. <0.0001
Categorical NRI NRI poor outcome - 2.88% - 4
NRI good outcome - 2.47% - @

IDI statistics

Total NRI
p-Value

IDI poor outcome
IDI good outcome
Total IDI

p-Value

Ref.

5.35% (3.02-7.69)
<0.0001

0.006

0.009

0.015 (0.010-0.023)
<0.0001

Ref.

a

a

0.028

0.042

0.070 (0.062-0.078)
<0.0001

IL-6: Standardized levels of Interleukin-6 in the 4th quartile; NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; ROC: Receptor Operating Characteristic; AUC: Area under the curve; NRI: Net
Reclassification Index; IDI: Integrated Discrimination Improvement. To develop the first model, the variables introduced in the first step were those associated with long-term functional
outcome in univariate analysis: IL-6, age, gender, hypertension, tobacco, diabetes mellitus, atrial fibrillation, alcohol, baseline NIHSS, previous disability, TOAST classification, tPA treatment
and glycemia.

@ The test could not be performed because any of the models, with and without the biomarker, was able to reclassify any patient into <10% or >90% risk category.


image of Fig.�4

A. Bustamante et al. / Journal of Neuroimmunology 274 (2014) 215-224 223

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/jjneuroim.2014.07.015.
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ABSTRACT

Background: Prediction of recanalization after intravenous thrombolysis could be important to direct secondary
reperfusion techniques. Factor seven activating protease (FSAP) has been described to have a relevant
pathophysiological role in stroke.

Aims: To determine whether plasma FSAP levels are associated with recanalization after tPA in acute stroke.

Methods: FSAP antigen, activity and FSAP-inhibitor complexes were measured in 120 acute stroke patients
admitted to Hospital Vall d’Hebron with arterial occlusions, before intravenous thrombolysis. Recanalization was
assessed by transcranial Doppler 2h after thrombolysis. Predictors of recanalization were determined by logistic
regression analysis and the additional predictive value of FSAP over them was determined by integrated
discrimination improvement (IDI) index.

Results: Complete recanalization was achieved in 31 patients. FSAP antigen levels were lower in patients achieving
recanalization (8.2(6.3-11.7) ug/mL vs. 9.8(7.6-12.8) ug/mL; p=0.046). After adjustment by age, sex and NIHSS, OCSP
(OR=0.33 (0.13-0.82), p=0.017) and FSAP antigen (OR=3.22 (1.22-8.47), p=0.018) were independently associated
with recanalization, and the addition of FSAP improved the model discrimination (IDI= 5.5% (1.4-9.7), p=0.009).

Conclusions: Our study showed that lower FSAP antigen plasma levels were associated with a higher chance of
arterial recanalization after tPA treatment, suggesting an involvement of FSAP in tPA-induced clot lysis. FSAP

antigen determination might be useful in predicting tPA response in stroke patients.
INTRODUCTION would be the best candidates for secondary reperfusion

procedures.
Stroke remains one of the main causes of death and

disability worldwide [1]. After many years in which tissue
plasminogen activator (tPA) has been the only approved
treatment for acute ischaemic stroke, endovascular
therapies have recently shown their efficacy in acute stroke
patients with intracranial vessel occlusions [2-3]. However,
candidates to these therapies need to be transferred in
some cases, as the technical requirements for performing
endovascular procedures are not available in every center,
resulting in longer times to reperfusion. In this sense, a
marker which is able to predict intravenous tPA response
could be used for the early identification of those patients
with a poor response in terms of recanalization, which

Factor seven activating protease (FSAP) is a circulating
serine protease predominantly produced in the liver, which
can influence different pathways in relation to coagulation;
it can activate the coagulation factor VII (FVIl) and pro-
urokinase plasminogen activator (pro-uPA) [4], and also
inhibit tissue factor pathway inhibitor (TFPI). FSAP has a
high homology with fibrinolytic and coagulation enzymes
[5]. Beyond coagulation, FSAP is a potent inhibitor of
smooth muscle cell proliferation and migration, specifically
through its ability to cleave platelet derived growth factor-
BB (PDGF-BB) [6]. The Marburg | single nucleotide
polymorphism (SNP) in the HABP2 gene, encoding FSAP,
may lead to a prothrombotic phenotype when it's

1



associated with reduced activation of pro-uPA [7]. A
possible role for FSAP in human atherosclerosis was
suggested by a study showing an association of the
Marburg | polymorphism with advance atherogenesis in
carotid arteries [8]. In fact, carriers of the polymorphism
had and increased risk of stroke from 1.52 (1.05-2.19) in
heterozygous subjects to 4.44 (1.42-13.90) in homozygous,
suggesting a gene dosage effect [9].

Increased plasma FSAP antigen and activity levels have
been recently associated with ischaemic stroke and its main
aetiologic subtypes, suggesting a role in its pathophysiology
[10]. In this study, we aimed to determine whether FSAP is
associated with recanalization and outcome after tPA
treatment.

METHODS
Patients and clinical protocol
From May-2003 to September-2007, patients with acute,

stroke, admitted to the emergency
department of our University Hospital within 3 hours from

non-lacunar

symptoms onset were prospectively studied. All of them
had documented arterial occlusions by transcranial Doppler
(TCD) ultrasound examination and no contraindications for
reperfusion therapies. All of them were treated with tPA at
a standard 0.9 mg/kg dose. Biomarker measurement was
not possible in every case and therefore, 120 patients were
randomly selected for FSAP measurement. Comparisons
between patients with and without FSAP measurement is
shown in Supplementary table 1.

Table 1. Baseline characteristics of the whole cohort and according to 2-hour complete recanalization status

TOTAL COMPLETE NO RECANALIZATION p-value
(N=120) RECANALIZATION (N=31) (N=89)

Age 74.5 (62-81) 71 (58.5-83.5) 76 (63-80) 0.837
Sex (Female) 54.2% 56.7% 53.9% 0.795
Arterial Hypertension 61.7% 50% 65.2% 0.140
Diabetes 25% 23.3% 25.8% 0.784
Hyperlipidemia 32.5% 43.3% 29.2% 0.154
Tobacco consumption 17.8% 16.7% 18.4% 0.832
Atrial Fibrillation 35% 36.7% 33.7% 0.768
CAD 22.5% 33.3% 18% 0.078*
Previous Stroke 11.7% 10% 12.4% 0.729
SBP 14929 152.3+28.6 147.9+£29.3 0.486
DBP 78.9114.7 76.3113.9 8015 0.251
Glycemia 120 (97-146) 118 (95-136.5) 120 (101-148) 0.601
Baseline NIHSS 16 (11-20) 14.5 (8-20) 17 (12-19) 0.249
Time from Onset 175 (130-225) 192 (150-232.5) 165 (120-210) 0.206
(minutes)
Occluded MCA 90.8% 90.3% 91% 0.357
Artery BA 9.2% 9.7% 9%
Proximal Occlusion 54.2% 40% 58.4% 0.080*
Early Ischaemic Signs on 14.7% 6.7% 17.6% 0.231
CcT
TOAST CE 52.1% 56.7% 50% 0.868

LAA 17.6% 13.3% 19.3%

UND 26.1% 26.7% 26.1%

UNC 4.2% 3.3% 4.5%
ocsp PACI 21.8% 40% 14.8% 0.013**

TACI 68.1% 50% 75%

POCI 10.1% 10% 10.2%
IMPROVEMENT 52.7% 86.2% 37.1% <0.0001**
WORSENING 14.3% 3.4% 19.4% 0.055*
POOR OUTCOME 58% 40.7% 63.9% 0.038**
FSAP ANTIGEN (ug/mL) 9.65 (7.0-12.8) 8.2 (6.3-11.7) 9.8 (7.6-12.8) 0.046**
FSAP ACTIVITY (U/mL) 1.01(0.84-1.31) 1.1 (0.85-1.25) 0.99 (0.84-1.31) 0.968
FSAP-INHIBITOR 82 (21-242) 85.5(37.5-182) 55 (21-260) 0.628
COMPLEXES (ng/mL)

CAD: coronary artery disease; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale; MCA:
middle cerebral artery; BA: basilar artery; CT: computer tomography; TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment; CE: cardioembolic; LAA:
large-artery atherothrombotic; UND: undetermined (stroke of undetermined aetiology); UNC: uncommon (other causes of stroke); OCSP: Oxfordshire
Community Stroke Project; PACI: partial anterior circulation infarct; TACI: total anterior circulation infarct; POCI: posterior circulation infarct; FSAP:

factor seven activating protease. * p<0.1 ** p<0.05



Stroke severity was assessed by using the National
Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS), and neurological
improvement and worsening were defined as variations of
>4 points in the score at 48 hours [11]. All patients
(CT) at
admission and it was repeated after 24-48 hours to exclude
Stroke aetiology was
classified according to the Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST) classification. Stroke was also

underwent cerebral computer tomography

haemorrhagic transformation.

classified according to the Oxfordshire Community Stroke
Project (OCSP) criteria. For logistic regression analyses,
OCSP was dichotomized
infarct (TACI) vs. other types. Functional outcome was

into total anterior circulation

evaluated at 3 months using the modified Rankin Scale
(mRS), and patients were considered to have poor outcome
if mRS was >2. Clinical examinations and outcome
assessment were recorded blinded to FSAP results. All
patient or relatives signed informed consent and the study

protocol was approved by the local ethics committee.
Transcranial doppler protocol

in the
emergency room on admission before tPA administration

A standard TCD examination was performed

using 1-channel 2-MHz equipment (TCD 100M, Spencer
Technologies). A standard set of diagnostic criteria was
applied to diagnose arterial occlusion. Proximal and distal

middle cerebral artery (MCA) occlusions were defined
according to the Thrombolysis in Brain Ischaemia (TIBI)
grading system [12]. To assess recanalization, follow-up
recording was performed 2 and 6 hours after tPA bolus.
Recanalization on TCD was considered if complete
recanalization was achieved, if the end-diastolic flow
velocity improved to normal or stenotic signals (TIBI 4-5), as
previously validated for the diagnosis of tPA-induced

recanalization [13].
Blood sampling and FSAP measurement

Peripheral blood samples were drawn from each patient at
admission, before tPA administration, in plasma EDTA
tubes. In a subset of 20 patients, a second blood sample
was drawn at 24 hours to look for kinetic changes on FSAP
levels. Plasma was immediately separated by centrifugation
at 1500g for 15 minutes at 42C and stored at —802C until
analysis. Levels of FSAP antigen (ug/mL), FSAP activity
(U/mL),
measured. FSAP antigen and activity was measured by
ELISA as previously described [14]. FSAP-inhibitor (02-
antiplasmin) complexes and nucleosomes were measured

and FSAP-inhibitor complexes (ng/mL) were

as described before [14] except that plasma FSAP was
activated with histones (50 ug/ml) for 1 hour at 37°C to
obtain the standard for this ELISA. All determinations were
performed blinded to clinical data.
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Figure 1: Differences in FSAP measures at both time points of recanalization assessment, 2 hours (A, B) and 6 hours (C, D). Boxplots represent median
and interquartile range (IQR) of FSAP measures between patients with and without complete recanalization at the time point. FSAP levels are

expressed as ug/mL (antigen, A and C) and ng/mL (FSAP-inhibitor complexes, B and D). Levels were compared by Mann-Whitney U test.
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Table 2. Factors associated with FSAP measurements

FSAP ANTIGEN (ug/mL) FSAP ACTIVITY (U/mL) FSAP- INHIBITOR COMPLEXES (ng/mL)
Correlation Coefficient (R) P Correlation Coefficient (R) P Correlation Coefficient (R) P
Age R=-0.018 0.845 R=0.002 0.979 R=0.075 0.414
SBP R=-0.116 0.233 R=0.018 0.856 R=-0.040 0.678
DBP R=0.079 0.416 R=-0.077 0.429 R=-0.070 0.471
Glycemia R=0.019 0.850 R=-0.106 0.281 R=-0.075 0.445
Baseline NIHSS R=0.011 0.906 R=0.121 0.187 R=0.187 0.036**
YES NO P YES NO P YES NO P
Sex (Female) 10.4 (8.1-14.4) 8.6 (6.9-11) 0.009** 1.01 (0.86-1.22) 0.99 (0.83-1.35) 0.641 85 (29-211) 62 (20-249) 0.826
Hypertension 9.8 (7.2-12.3) 9.2 (7.7-13.1) 0.889 1(0.84-1.26) 1(0.85-1.24) 0.931 82 (19-266) 83 (34-160) 0.824
Diabetes 8.1(6.3-12.8) 9.9 (7.9-12.3) 0.094* 0.99 (0.85-1.25) 1(0.84-1.25) 0.899 67.5 (21-260) 83 (21-206) 0.727
Hyperlipidemia 9.2 (7.6-13) 9.9 (7.1-12.3) 0.847 0.98 (0.86-1.18) 1.02 (0.84-1.36) 0.492 83 (35-142.5) 83 (21-266) 0.425
Tobacco 8.3(7.4-10.7) 10 (7.5-13.2) 0.036** 1.05 (0.86-1.36) 0.99 (0.84-1.22) 0.375 62 (17.4-138) 83 (33-242) 0.568
Atrial Fibrillation 9.8 (7.8-12.3) 9.4 (7-13.1) 0.903 1.09 (0.84-1.35) 0.99 (0.84-1.22) 0.305 91.5 (45-260) 72.5 (17.6-187) 0.323
CAD 8.1(6.6-10.7) 9.9 (7.9-13) 0.030** 0.9 (0.82-1.17) 1.02 (0.85-1.26) 0.251 83 (35-167) 81 (19-266) 0.762
TOAST CE 9.8 (7.7-12.3) 0.733 1.01 (0.83-1-35) 0.301 84.5 (44-260) 0.485
LAA 8.2(7.3-11.3) 0.93 (0.82-1.1) 45 (0-126)
UND 10.4 (6.65-14.4) 1.05 (0.87-1.23) 91 (20-212)
UNC 9.4 (4.5-11.8) 1.02 (0.98-1.24) 34 (21-908)
oCsP PACI 8.7 (6.9-11.8) 0.045** 1.13 (0.84-1.24) 0.575 55 (17.6-153) 0.382
TACI 10.4 (7.8-9.5) 0.98 (0.84-1.25) 97 (29-266)
POoCl  8.3(6-9.5) 1.02 (0.92-1.24) 43.5 (10.5-193.5)
Recanalization 2H 8.2 (6.3-11.7) 9.8 (7.6-12.8) 0.046** 1.07 (0.82-1.25) 1(0.84-1.24) 0.968 85.5 (36-211) 61 (21-218) 0.628
Recanalization 6H 8.2 (6.4-11.8) 10 (7.5-12.8) 0.299 1.08 (0.84-1.29) 0.97 (0.84-1.17) 0.192 109 (55-311) 46.5 (0-158) 0.050*
Improvement 8.7 (6.4-11.4) 9.8 ((8.1-14.1) 0.029** 1.09 (0.83-1.36) 0.96 (0.84-1.14) 0.179 88.5 (25-274) 62 (5-172.5) 0.370
Worsening 10.9 (9.2-12.3) 9 (6.9-12.3) 0.050** 0.96 (0.79-1.07) 0.99 (0.84-1.24) 0.411 157 (3-897) 83 (21-206) 0.641
Poor Outcome 10.4 (7.8-13.8) 9.1(6.7-11.5) 0.088* 1.01 (0.85-1.31) 1.03 (0.84-1.25) 0.980 107 (34-293) 62 (21-160) 0.190

FSAP levels are presented as median (interquartile range) for categorical variables and as correlation coefficient (R) for continuous. CAD: coronary artery disease; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; NIHSS: National
Institutes of Health Stroke Scale; CT: computer tomography; TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment; CE: cardioembolic; LAA: large-artery atherothrombotic; UND: undetermined (stroke of undetermined aetiology); UNC: uncommon
(other causes of stroke); OCSP: Oxfordshire Community Stroke Project; PACI: partial anterior circulation infarct; TACI: total anterior circulation infarct; POCI: posterior circulation infarct; FSAP: factor seven activating protease. * p<0.1 ** p<0.05
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Statistical analyses

Descriptive and frequency statistical analyses were
obtained and comparisons were made using the SPSS 17.0
statistical package. Patients with and without recanalization
were compared by Pearson’s chi-square or Fisher’s exact
test for categorical variables. As FSAP measurements were
not normally distributed, Mann-Whitney U test was used
for continuous variables and Spearman test for
correlations. Cut-off points with optimal accuracy for FSAP
antigen, activity and FSAP-inhibitor complexes form were
obtained with Receiver Operating Characteristic (ROC)
curves. Logistic regression analysis was conducted to
determine  independent  predictors of complete
recanalization at 2 hours, by the forward-stepwise method,
including in the first step variables associated with a p-
value <0.1 in univariate analysis. The resulting model was
further adjusted by age, sex and baseline NIHSS and, in the
last step, biomarkers associated with the end-point were
forced into the models by enter method. Predictive models
including or not the biomarkers were compared by
integrated discrimination improvement (IDI) index and C-
statistics by the likelihood ratio method. For all
comparisons, p-value <0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

Table 1 shows baseline characteristics of the cohort and
differences between groups according to 2-hour
recanalization status. Associations between the different
FSAP measurements and baseline characteristics of the
stroke patients are shown in Table 2.

FSAP and arterial recanalization

Two hours after tPA treatment, complete recanalization
was achieved in 31 patients (25.8%). Patients who
experienced recanalization had lower baseline FSAP antigen
levels [8.2 (6.3-11.7) ug/mL vs. 9.8 (7.6-12.8) ug/mL;
p=0.046]. Neither FSAP activity nor FSAP-inhibitor
complexes were associated with 2-hour recanalization, but
patients with complete recanalization at 6 hours (43% of
the patients) had a trend to have higher levels of FSAP-
inhibitor complexes [109 (55-311) ng/mL vs. 46.5 (0-158)
ng/mL; p=0.050] (Figure 1).

A cut-off point of FSAP antigen of 8.9 ug/mL was found to
have 65.2% sensitivity and 62.1% specificity in the
prediction of 2-hour recanalization. Table 1 shows the
results of the univariate analysis. In logistic regression
analysis, OCSP (TACI vs. others) was the only clinical
independent predictor against complete recanalization at 2
hours [OR=0.33 (0.13-0.82), p=0.017] after adjustment by
age, sex and NIHSS. Variables included on the first step of
the logistic regression model were OCSP, proximal
occlusion and coronary disease. When FSAP antigen levels
under 8.9 ug/mL were added into the model, it was
independently  associated with  2-hour  complete

recanalization [OR=3.22 (1.22-8.47), p=0.018]. The addition
of FSAP antigen to the clinical model resulted in improved
discrimination [IDI= 5.5% (1.4-9.7), p=0.009] (Figure 2).
Moreover, the addition of FSAP antigen to the clinical
model improved its accuracy [AUC from 0.656 (0.536-
0.775) to 0.716 (0.609-0.823), p=0.016].

FSAP and outcome

In the whole cohort, neurological improvement was
observed at 48 hours in 52.7% and neurological worsening
in 14.3%. Data for functional outcome 90 days after stroke
were available for 100 patients, having 58 (58%) of them a
mRS>2 (median mRS 3 [1-5]). Higher baseline FSAP antigen
plasma levels were correlated with all outcome variables
(Table 2, Figure 3), with significantly worsen outcomes in
patients with higher levels. There were no relevant
associations  with outcome for the other FSAP
measurements.

[ Cinical Model
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Figure 2: Comparison between predictive models with and without
FSAP antigen levels. Light bars represent the predictive probabilities
for compete recanalization at 2 hours when only clinical variables
are considered (OCSP, age, sex and baseline NIHSS), and grey bars
represent the predictive probabilities when FSAP antigen levels<8.9
ug/mL are added to the previous model. Integrated discrimination
improvement (IDI) index results from the differences in events and
no-events between both models (5.5% (1.4-9.7), p=0.009).

DISCUSSION

Our study showed that recanalization after intravenous tPA
treatment in acute stroke patients could be predicted by
combining clinical and biochemical information. In fact, pre-
treatment FSAP antigen was associated with higher
recanalization rates at 2 hours when levels were below 8.9
ug/mL, and the addition of FSAP to the clinical model
predicting recanalization resulted in improved accuracy and
discrimination between events and no-events. However,
these results represent preliminary data and will require
validation. We consider the second finding stronger than an
additional accuracy, as the C-statistic does not adequately
represent whether a biomarker adds or not predictive value
over clinical models [16].



Several studies have suggested that FSAP may have a role
in stroke pathophysiology. The Marburg | SNP in the HABP2
gene has been implicated as a risk factor for coronary heart
disease [17] and late complications of carotid stenosis [8].
Furthermore, in acute stroke patients, Hanson et al.
recently observed increased FSAP antigen and activity
levels, irrespectively of the underlying cause [10]. In the

present study, we demonstrate that recanalization after
intravenous tPA treatment in acute stroke patients could
be predicted by combining clinical and biochemical
information. Pre-treatment FSAP antigen levels were
associated with higher recanalization rates at 2 hours when
those levels were below a cut-off point of 8.9 ug/mL.
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Figure 3: Differences in FSAP antigen levels regarding outcome measures, neurological improvement at 48 hours (A), neurological worsening at 48
hours (B) and poor outcome at 3 months (C). Boxplots represent median and interquartile range (IQR) of FSAP antigen, expressed as ug/mL. Levels

were compared by Mann-Whitney U test.

Using FSAP-knockout mice, Subramanian et al. have
recently shown that the lack of endogenous FSAP impaired
the formation of stable, occlusive thrombi, suggesting a
pro-thrombotic effect of FSAP [17]. On the other hand,
Joshi et al. observed that the lack of endogenous FSAP in
FSAP-knockout mice resulted in an increased infarct volume
and neurological impairment in a model of fibrin-induced
middle cerebral artery occlusion. These effects seem to be
mediated via the PI3K/AKT pathway with involvement of
the protease activated receptor-1 [18]. Thus, in different
compartments, FSAP has effects that are counterintuitive
and it remains to be understood which effect is dominant.

Regarding the different measurements used in this study,
correlation between FSAP antigen and activity in stroke
patients have been reported [10]. However, in our cohort,
although smaller than the previously reported, baseline
FSAP antigen was neither correlated with FSAP activity nor
with FSAP-inhibitor complexes, being the last 2 parameters
correlated between them (data not shown). Also surprising
is the fact that FSAP antigen levels were predictors of
recanalization at earlier time-points, while FSAP-inhibitor
complexes trended to predict recanalization at later time-
points. We decided to focus on the antigen levels as early
recanalization is the most interesting measure to indicate
secondary reperfusion therapies.

Our study has some limitations. First, the reduced sample
size could lead to underestimation of the effect of some
previously described variables such as glycemia [19] in the
prediction of recanalization, which could lead to suboptimal
logistic regression models. Therefore, future studies with
larger sample sizes would be needed to replicate our
results. Second, we were not able to compare the
predictive value of FSAP with other described markers of
recanalization such as plasminogen activator inhibitor-1
(PAI1) or alpha2-antiplasmin [20-21]. This issue could be of

importance, since a panel integrated by several biomarkers
implicated in coagulation-fibrinolytic pathways could
achieve better accuracy than a single biomarker, as the
sensitivity and specificity of FSAP are not sufficient to
support its use alone in clinical practice. Third, the selection
of cut-off points of the biomarker levels depending on our
own data could lead to an overestimation of the biomarker
effect. However, no thresholds for FSAP antigen have been
reported in the stroke literature and thus, our selected cut-
off point could be of interest to be validated in future
research. Fourth, the use of forward-stepwise logistic
regression models could result in less robust conclusions.
For this reason, we have repeated the analysis using ‘Enter’
method with similar results (data not shown). Fifth, the use
of TCD to assess recanalization, although has been
validated previously [13], is operator-dependent and
requires some training. In the recent years, CT and MR-
angiography have been increasingly used to assess
reperfusion, and seems to be more powerful tools than
TCD. Future studies should consider recanalization
assessment by other techniques in order to minimize inter-
observer variability and reach more accurate reperfusion
measurements.

In conclusion, our preliminary data show that lower FSAP
antigen levels were associated with a higher chance of
arterial recanalization after tPA treatment, suggesting a
deleterious role of FSAP in tPA-induced clot lysis, and this
tPA response conditions stroke outcome. If these data were
confirmed in future studies, FSAP antigen determination
might be useful in predicting tPA response in stroke
patients and could be explored as a therapeutic target for
acute stroke management.
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4.1.UTILIDAD DE LA PREDICCION DEL PRONOSTICO EN EL ICTUS

Tradicionalmente, la prediccidon del prondstico del ictus ha sido orientada desde un punto de
vista global. Tener herramientas que nos den una informacidn objetiva y fiable acerca de si
nuestro paciente mejorara o empeorard en unas horas, morird a corto o largo plazo o estard
en situacion funcional de autonomia o discapacidad unos meses después del ictus parece muy
atractivo. Sin embargo, cuando pensamos en qué hacer como clinicos con esa informacidn, las
medidas que podemos adoptar son muy generales; informar al paciente o sus familiares,
monitorizar o vigilar de forma mds estrecha a un paciente que puede empeorar, retirar las
medidas terapéuticas agresivas a los pacientes que probablemente mueran de todas formas
en pocas horas; medidas oportunas y razonables que nos ayudaran a mejorar los cuidados,
pero dificilmente se traduciran en una mejoria del prondstico. Como ya comentamos en la
introduccion, los scores predictivos descritos para la prediccién del prondstico funcional o vital
tras un ictus (revisados en el anexo 7.1 de la presente tesis doctoral), a pesar de cifras de
precision en muchos casos superiores al 80%, no son utilizados en la préctica clinica para la
toma de decisiones.

Un cambio de mentalidad hacia la prediccidn, no del prondstico global, sino de circunstancias
en cierta medida prevenibles o modificables que puedan alterar el prondstico final del ictus,
por el contrario, puede resultar mas eficaz, dado que una actuacidn directa destinada a la
prevencion o tratamiento precoz de esta complicacion, capaz de evitarla o prevenir sus
consecuencias, tendria un impacto en el prondstico. Cudl seria la magnitud del impacto que
pudiésemos conseguir es algo que debe ser respondido en futuros ensayos clinicos, aunque
podria ser relevante si asumimos que el prondstico final del ictus estd determinado
aproximadamente en un tercio por estos factores [Appelros P, 2003]. Parece razonable, por
tanto, profundizar en el estudio del impacto de cada una de estas complicaciones sobre el
prondstico del ictus, para focalizar esfuerzos posteriores en aquellas que aparezcan como mas
importantes o explicativas.

Ademds, mucho se ha discutido acerca de si algunas de las complicaciones del ictus
representan un factor de mal prondstico en si mismas o solo se comportan como marcadores
de gravedad del ictus, como ha sido sugerido para las infecciones [Vargas M, 2006]. Esto
resulta de especial interés al comprobar que, como comentamos en la introduccién, la
gravedad del ictus, probablemente el principal de los factores prondstico, es también un
predictor para muchos de estos factores, como la transformacion hemorragica (ver tabla 3 en
la introduccidn), las complicaciones cardiolégicas [Prosser J, 2007], o la neumonia asociada al
ictus (ver tabla 4).

Respecto al uso de biomarcadores plasmaticos, como hemos comentado en el articulo 3.1 de
la presente tesis doctoral refiriéndonos a los biomarcadores del sistema neuroendocrino, el
hecho de demostrarse una asociacidn constante con el mal prondstico no ha permitido su uso
en clinica. Probablemente una de las razones sea la escasa investigacidon que se ha dedicado al
estudio de la asociaciéon entre biomarcadores plasmaticos y complicaciones especificas del
ictus (ver tabla 1 del articulo 3.1). De hecho, de casi 40 estudios evaluando la asociacién con el
prondstico general del ictus, solo 10 de ellos estudiaron ademds la asociacién a alguna
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complicacién. Similares fueron los hallazgos en las revisiones sistematicas de copeptina (tabla
2 del articulo 3.1), con un solo articulo de 10 que estudié infecciones y para IL-6 (articulo 3.2),
donde de los 24 estudios finalmente incluidos en el metandlisis, solamente 8 estudiaron las
infecciones asociadas al ictus, y otras complicaciones solo fueron reportadas en uno de ellos.

4.2.EVALUACION DE LAS COMPLICACIONES DEL ICTUS EN NUESTRO MEDIO. IMPLICACIONES
PARA EL ESTUDIO DE BIOMARCADORES

En respuesta al primero de los objetivos del presente trabajo, en el articulo 3.3 de esta tesis
doctoral hemos realizado el estudio de los factores con un mayor impacto sobre la mortalidad
hospitalaria en un gran registro espanol de ictus. A diferencia de estudios anteriores similares,
que han utilizado una metodologia mas convencional basada en el andlisis de regresion
logistica con posterior calculo de fracciones de riesgo atribuible para cada factor [Koennecke
HC, 2011; Grube MM, 2013], en nuestro estudio hemos utilizado técnicas de machine-learning
o aprendizaje automatico, que presentan varias ventajas sobre otros tipo de analisis
estadistico, siendo en general mas apropiadas para el estudio de grandes conjuntos de datos.
En concreto, las selvas aleatorias o random forest utilizados en este estudio suponen uno de
los algoritmos de aprendizaje mds precisos para grandes bases de datos, proporcionando
ademads una estimacion precisa de la importancia de cada variable, constituyendo uno de los
modelos que proporcionan una mayor credibilidad [Breiman L, 2001].

A primera vista, puede parecer que los resultados del estudio, sin embargo no aportan nada
novedoso, siendo muy similares a los descritos en el Berlin Stroke Register [Koennecke HC,
2011], identificindose el edema cerebral y las infecciones respiratorias como las
complicaciones del ictus que presentan un mayor impacto sobre la mortalidad hospitalaria.
Otras complicaciones como las cardioldgicas, sin estar entre los principales factores, también
presentaron un impacto sobre la mortalidad, especialmente en determinados subgrupos de
pacientes. El propio disefio del estudio, mediante el uso de técnicas de machine-learning, asi
como los hallazgos del andlisis estatificado constituyen los aspectos mds originales del mismo.
Con respecto a este Ultimo, aungque se comentara con mas detalle mas adelante al hablar de
cada complicacién, ha supuesto una sorpresa el hallazgo de un mayor impacto de las
complicaciones en los pacientes con ictus mas leves. Esta afirmacidn tiene sentido, ya que son
los pacientes en que un desenlace fatal es menos esperable y donde la complicacion supone
un mayor cambio en el prondstico, pese a ser los menos propensos a sufrirlas.

Una de las principales limitaciones del articulo 3.3 es que algunos factores importantes en el
subgrupo de pacientes que son tratados mediante terapias de reperfusidon no son recogidos en
el registro y, por tanto, su importancia no puede ser explorada. Nuestro grupo, a través del
consorcio IBCD, condujo una encuesta entre neurdlogos vasculares, cuya metodologia y
principales resultados se detallan en el anexo 7.2 de la presente tesis doctoral, y se encuentra
disponible al completo en la pagina web www.stroke-biomarkers.com. Esta encuesta encontré

que la indicacion mas demandada por los neurélogos en la que el uso de biomarcadores
sanguineos podria ser de utilidad era el manejo de las terapias de reperfusidn, en el sentido de
predecir la eficacia de las mismas (en términos de recanalizacidn) y la seguridad (riesgo de
transformacidon hemorragica). Por esto, y a pesar de no ser identificada en el articulo 3.3, el
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uso de biomarcadores para guiar las terapias de reperfusién también ha sido evaluado en la
presente tesis.

4.3.¢SON UTILES LOS BIOMARCADORES SANGUINEOS PARA EL MANEJO DEL EDEMA
CEREBRALY EL INFARTO MALIGNO DE LA ARTERIA CEREBRAL MEDIA?

Como hemos comentado, el edema cerebral que se produce tras un ictus agudo puede resultar
en un infarto maligno de la arteria cerebral media, condicién que conlleva una alta mortalidad
(en torno al 80% en ausencia de un tratamiento especifico) y altas tasas de discapacidad entre
los supervivientes [Treadwell SD, 2010]. Siendo asi no es de extrafiar que, a pesar de una baja
incidencia, en nuestro estudio sea una de las complicaciones que conllevan un mayor impacto
sobre la mortalidad hospitalaria. Estos datos estan en linea con los del Berlin Stroke Register,
que identificaron el edema cerebral con hipertensidon intracraneal como la principal
complicacién en relacidon con la mortalidad hospitalaria en aquellos pacientes con estancias
hospitalarias menores de una semana [Koennecke HC, 2011]. En el articulo 3.3 de la presente
tesis doctoral, ademas, identificamos que en aquellos pacientes con menor gravedad inicial del
ictus, el impacto de desarrollar esta complicacidén es ain mayor.

Con respecto al uso de biomarcadores para el manejo de esta complicacién, en la literatura se
ha descrito la asociacion de los niveles de proteina glial S100B o fibronectina celular [Foerch C,
2004; Serena J, 2005] en plasma y el desarrollo de esta temida complicacion. No obstante, su
potencia es bastante menor que la de la resonancia magnética con secuencia de difusidn, que
constituye un biomarcador sensible y especifico para la prediccidon del infarto maligno de la
ACM y que es ampliamente usado hoy en dia a nivel asistencial, habiéndose convertido en
‘standard of care’ [Wartenberg KE, 2012]. En este contexto, parece dificil que el uso de
biomarcadores plasmaticos pueda aportar algo mas sobre la resonancia magnética, sobre todo
teniendo en cuenta que la decision que se debe tomar es la realizacién de una cirugia agresiva
como es la hemicraniectomia, y aqui un resultado falsamente positivo o negativo del
biomarcador tendia un impacto sobre el paciente. No obstante, tampoco la lesidn en difusion
alcanza precisién del 100%, ya que un volumen mayor de 145 cc a las 14 horas, a pesar de una
sensibilidad del 100% alcanza una especifidad del 94%, mientras que en fases mas precoces
(primeras 6 horas), un volumen mayor de 82 cc, aunque alcanza un 98% de especificidad,
pierde sensibilidad hasta un 52% [Oppenheim, 2000; Thomalla, 2010].

4.4.MANEJO DE LAS TERAPIAS DE REPERFUSION MEDIANTE BIOMARCADORES SANGUINEOS

El activador tisular del plasmindgeno recombinante (rt-PA) intravenoso ha constituido el Unico
tratamiento disponible para el ictus agudo durante muchos afios [The NINDS tPA study group,
1995; Hacke W, 2008], aunque recientemente las terapias de reperfusién endovasculares han
demostrado su eficacia en pacientes seleccionados con oclusién proximal de una arterial
intracraneal [Berkhemer OA, 2015; Goyal M, 2015; Campbell BC, 2015; Jovin TG, 2015]. Sin
embargo, estas terapias son costosas y no estan disponibles en todos los centros, requiriendo
muchas veces del traslado del paciente a centros dotados de la tecnologia necesaria. También
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el tiempo que se requiere para la aplicacidon de estas terapias es mayor, puesto que los equipos
capaces de administrar este tratamiento pueden no estar fisicamente en el hospital, y se
requiere de la preparacién de una sala de angiografia. De forma general, el ‘standard of care’
de las terapias de reperfusion en la fase aguda del ictus podria ser resumido de la siguiente
manera:

Figura 6. ‘Standard of care’ de las terapias de reperfusion en el ictus agudo tras los ensayos
clinicos de trombectomia endovascular

ICTUS AGUDO (<6H)
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- mecanica en casos
mecanica individualizados

Como se aprecia en el esquema, actualmente el algoritmo de decisién se basa exclusivamente
en el tiempo transcurrido y en la existencia o no de una oclusion arterial. Sin embargo, la
respuesta a estas terapias, como hemos comentado en la introduccidn, es muy variable, pues
el rt-PA no siempre consigue la recanalizacion arterial [Sagqur M, 2007], el vaso una vez
recanalizado puede volver a ocluirse [Alexandrov AV, 2002], o en el caso de las terapias de
reperfusion, incluso habiendo conseguido una recanalizacién completa, en muchos pacientes
esta no se acompafiara de una mejoria del prondstico, constituyendo lo que se ha dado en
llamar recanalizacidn futil [Hussein HM, 2010]. Ademds, ambos tratamientos tienen el riesgo
de provocar la temida transformacidon hemorragica. Disponer de herramientas predictivas que
nos diesen informacion sobre qué pacientes tienen un perfil de mala respuesta al rt-PA, o bien
un alto riesgo de transformacion hemorragica, permitiria optimizar e individualizar el
tratamiento de reperfusion. De hecho, en la encuesta del anexo 7.2 de la presente tesis
doctoral podemos comprobar como el uso de biomarcadores en el manejo de las terapias de
reperfusion resulta de gran interés para los neurdlogos, siendo considerado util por un 82% de
los participantes en la encuesta y muy util por un 42%.

De esta forma, en los trabajos 3.4 y 3.5 de la presente tesis doctoral hemos estudiado el papel
de dos biomarcadores relativamente novedosos que actlan sobre el sistema hemostatico y
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gue se han visto recientemente alterados en el ictus agudo, como son la proteasa activadora
del factor VII de la coagulacidn (FSAP) [Hanson E, 2012] o la proteasa de clivaje del factor de
von Willebrand (A Disintegrin And Metalloproteinase with a ThromboSpondin type 1 motif,
member 13-ADAMTS13) [McCabe DJ, 2015; Qu L, 2016].

Aunque preliminares, los resultados de estos trabajos muestran que ambos biomarcadores
podrian ser utilizados para predecir la respuesta al tratamiento con rt-PA intravenoso antes de
ser administrado. De hecho, niveles plasmaticos elevados del antigeno de FSAP o actividades
plasmaticas reducidas de ADAMTS13 demuestran no solo una asociacion independiente con la
respuesta vascular en términos de recanalizacion, sino incluso una mejoria de la precisién de
dicha prediccién, evaluada en términos de darea bajo la curva ROC, y una mejoria en la
discriminacién evaluada por el IDI. Si estos resultados fuesen confirmados en muestras
mayores, la medida de estos dos biomarcadores podria ser empleada en procesos de toma de
decisiones. Por ejemplo, en un paciente atendido en un hospital que no dispone de medios
para realizar un tratamiento endovascular que presentase niveles elevados de antigeno de
FSAP o actividad plasmatica reducida de ADAMTS13, dada la prevision de un mal resultado del
tratamiento intravenoso, el traslado a un centro capaz de realizar una trombectomia deberia
ser inmediato, sin esperar una posible respuesta al rt-PA, mientras que ante la previsién de
una respuesta favorable, podriamos esperar al tratamiento con tPA y asi evitar traslados
innecesarios.

De confirmarse en estudios mas amplios, la combinacién estos predictores de respuesta al rt-
PA con biomarcadores de transformacion hemorragica descritos previamente por nuestro
grupo [Montaner J, 2003; Herndndez-Guillamén M, 2010; Merino-Zamorano C, 2015] nos
permitirian adoptar una estrategia personalizada en el abordaje del ictus agudo mediante
terapias de reperfusién, que podria mejorar el resultado de las mismas y, por tanto, el
prondstico de los pacientes candidatos a estas terapias. Sin embargo esta linea de
investigacion tiene una importante limitacion y es que, con el nuevo ‘standard of care’ en el
que los pacientes son tratados con terapias de reperfusion, la evaluacion de la respuesta al rt-
PA serd mucho mas dificultosa en futuros estudios, ya que no dispondremos de datos de
recanalizacidn en la misma manera en que los hemos recogido hasta ahora.

4.5.PAPEL DE LOS BIOMARCADORES SANGUINEOS EN EL MANEJO DE LAS INFECCIONES
ASOCIADAS AL ICTUS

Durante afios se ha discutido si las complicaciones infecciosas del ictus suponen un factor
independiente de mal prondstico per sé o solo son un marcador de gravedad del ictus, como
hemos comentado mas arriba [Vargas M, 2006]. Nuestros resultados mostrados en el articulo
3.3 del presente trabajo sostienen firmemente que las infecciones respiratorias son uno de los
principales factores predictores de mortalidad hospitalaria, encontrandose entre los factores
con un mayor impacto en el random forest, mientras que para otras infecciones como las
urinarias no se ha detectado este efecto.

Un sorprendente hallazgo en esta tesis doctoral es el hecho de que el impacto de sufrir una
infeccién respiratoria es mucho mayor en aquellos pacientes con una menor gravedad del
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ictus. Este hecho parece razonable, pues en un paciente de edad avanzada con ictus grave, el
hecho de sufrir una infeccidon poco podra cambiar el prondstico, ya bastante desfavorable por
las dos condiciones anteriores. Sin embargo este nuevo planteamiento podria suponer un
cambio a la hora de seleccionar a los pacientes que podrian beneficiarse mas de una
antibioterapia profilactica. Parece razonable que, en ausencia de una seleccién adecuada de
los pacientes en los que una infeccidn respiratoria tendra un impacto sobre el prondstico, una
antibioterapia profilactica, aun cuando sea capaz de reducir las infecciones, no tenga un
impacto sobre el prondstico, como hemos ido observando en los diferentes ensayos clinicos de
antibioterapia profilactica en ictus (Tabla 6). Gran parte de estos ensayos han utilizado como
criterio de inclusion una mayor gravedad del ictus [Schwarz S, 2008; Harms H, 2008] con
objeto de asegurar un porcentaje suficiente de infecciones y, por tanto, reducir el tamafio
muestral.

Tabla 6. Ensayos clinicos en antibioterapia profildctica en pacientes con ictus. Actualizado de
Salat D, et al. Med Clin (Barc) 2012

TAMANO ESTADO

ESTUDIO PACIENTES INTERVENCION MUESTRAL INFECCION NEUMONIA FUNCIONAL MORTALIDAD
ESPIAS Ictus Levofloxacino vs. 136 16% vs. 19% - OR=0.19 (0.04- 24% vs. 13%
[Chamorro A, isquémico o placebo (p=NS) 0.87) favorable (p=NS)
2005] hemorragico a placebo
MISS [Schwarz Ictus Mezlocilina- 60 50% vs. 90% 16.7% vs. Shift favorable 5.7% vs. 20%
S, 2008] isquémico, sulbactam vs. (p<0.05) 23.3% a tratamiento (valor de p no

encamado manejo en mRS aportado)

(mRS>3) convencional (p<0.05)
PANTHERIS Ictus grave no Moxifloxacino 80 17.1% vs. 8.6% vs. 25.8% 67% vs. 55% 15.4% vs.
[Harms H, lacunar vs. placebo 41.9% (p=0.097) prondstico 17.5% (p=NS)
2008]* (NIHSS>11) (p=0.032) favorable

(1B260, p=NS)

PASS Ictus Ceftriaxona vs. 2.550 OR=0.55 (0.44- OR=0.80 (0.58- OR=0.95 (0.82- OR=0.96 (0.74-
[Westendorp, isquémico o Placebo 0.70), 1.10), p=0.19 1.09), p=0.46 1.24), p=0.80
2015] hemorragico p<0.0001
STROKE-INF Ictus Antibidtico a 1.224 - OR=1.21(0.71-  OR=0.87 (0.6- OR=1.22 (0.9-
[Kalra L, 2015] isquémico o eleccion del 2.08), p=0.489 1-24), p=0.448 1.64), p=0.204

hemorragico clinico vs.

con disfagia cuidados

estandar

Los resultados estdn indicados como % de evento en el brazo de tratamiento vs. % de evento en el brazo placebo, o bien como odds
ratio referida al tratamiento. NS= valor no significativo (20.05); OR=odds ratio; mRS: escala de Rankin modificada; NIHSS: escala de
ictus del National Institutes of Health; IB: indice de Barthel. *: Resultados referidos al andlisis por protocolo

Sin embargo, los resultados de nuestro articulo 3.3 se posicionan en contra de esta linea de
investigacion. El hecho de seleccionar pacientes por variables clinicas relacionadas a su vez con
el prondstico del ictus y con el riesgo de desarrollar infecciones, como es la gravedad del ictus,
puede ser el responsable de que, a pesar de que en casi todos los ensayos las tasas de
infecciones han sido reducidas, esto no se ha traducido en una mejoria del pronéstico.
Tampoco estudios que han prescindido del criterio de gravedad para la inclusién de pacientes
han mostrado beneficio [Chamorro A, 2005; Westendorp, 2015], ni tampoco los que han
seleccionado pacientes en riesgo de infeccién por otros factores asociados a esta, como la
disfagia [Kalra L, 2015]. Estos resultados invitan a la busqueda de nuevos factores que nos
permitan identificar no sélo a los pacientes con un mayor riesgo de infeccidn, sino a aquellos
en los que ésta tendra un mayor impacto.
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En este sentido, los biomarcadores plasmaticos podrian ayudarnos a identificar a los pacientes
con un mayor riesgo a sufrir una infeccidn. Asi, en el articulo 3.2 de esta tesis doctoral, ademas
de evaluar el valor prondstico de la IL-6, pudimos evaluar en qué complicaciones del ictus
habia sido estudiada la asociacion de este biomarcador con el prondstico del ictus.
Sorprendentemente, muy pocos articulos evaluaron la asociacién de IL-6 a las complicaciones
del ictus, teniendo solamente datos sobre infecciones ocho estudios, incluyendo 701
pacientes. Como se muestra en el articulo, IL-6 se asocié de forma independiente con el
desarrollo de infecciones. Andlisis adicionales no mostrados en la publicacién (Anexo 7.3) nos
ofrecieron mas informacién al respecto, como que las diferencias entre pacientes con y sin
infeccién no estaban presentes en las primeras horas tras el ictus, o que el valor predictivo
adicional de la IL-6 sobre los predictores clinicos de infeccién era muy escaso o nulo
(IDI1=1.69%, p=0.063). La mayor limitacion de este estudio la constituyé el hecho de
desconocer el momento de la infeccién, que nos impidié evaluar si la elevacidon de IL-6 se
trataria de un epifenédmeno de la infeccidn o un predictor de la misma.

En este sentido, el articulo 3.6 de la presente tesis nos ofrecié bastante mas informacion. En
un tamafio muestral similar (siete estudios incluyendo 699 pacientes), pudimos observar una
asociacién importante entre los niveles de CRP y la ocurrencia de infeccién tras el ictus, cuando
ésta se media después de las primeras 24 horas, comportandose ademas como un predictor
independiente de los factores clinicos asociados al desarrollo de infeccidn, incluso aportando
valor adicional en términos de precision y discriminacidn sobre ellos, aunque este fue escaso y
posiblemente insuficiente como para ser utilizado en la practica clinica. Pero quizds lo mas
interesante de este trabajo es que nos permitié identificar el mejor momento para realizar la
medicion, siendo este tras las primeras 24 horas del inicio del ictus, ya que en la fase mas
aguda las diferencias no estaban aun presentes, y para medidas posteriores, a pesar de ser
mejor la prediccién, muchos pacientes habian desarrollado ya la infeccidn, con lo cual el uso de
medidas seriadas parece lo mas razonable.

Por otra parte, uno de los hechos mas relevantes del estudio fue poder analizar el valor
predictivo de CRP para predecir infeccion, pudiendo excluir a los pacientes con infecciones
precoces, es decir, diagnosticadas antes de la medida de CRP. El hecho de comprobar que CRP
aun dispone de un valor predictivo adicional en este subanalisis es de gran interés y abre el
campo para el uso de los biomarcadores plasmaticos en esta indicacion.

Probablemente la gran debilidad de ambos estudios sea la falta de especificidad de los
biomarcadores, pues a fin de cuentas se trata de reactantes de fase aguda que pueden estar
elevados por el propio ictus, en ausencia de infeccidn. En este sentido, su combinacién en un
panel con nuevos biomarcadores capaces de mejorar la especificidad seria de gran interés.
Pero finalmente, para que todo esto sirva de algo, el objetivo a demostrar seria que el manejo
basado en biomarcadores se traduce en un impacto sobre el prondstico del paciente con
respeto al manejo convencional, con un disefio similar al que el estudio STRAWINSKI estd
realizando con el biomarcador procalcitonina [UIm L, 2013].
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4.6.PAPEL DE LOS BIOMARCADORES SANGUINEOS EN EL MANEJO DE LAS COMPLICACIONES
CARDIACAS DEL ICTUS

Las complicaciones cardiacas del ictus, definidas como insuficiencia cardiaca aguda (o edema
agudo de pulmdn) o sindrome coronario agudo no han aparecido entre las principales
complicaciones con un mayor impacto sobre la mortalidad hospitalaria en nuestro medio,
segln lo expuesto en el articulo 3.3. Una baja incidencia de complicaciones cardiacas, menor
que lo esperado segun la literatura [Prosser J, 2007] puede ser la responsable de estos
hallazgos. Sin embargo, si que aparecieron por delante de factores tradicionalmente asociados
al prondstico como la diabetes, la fibrilacién auricular o la discapacidad previa. De forma
especifica, algunos de los arboles de clasificacion y regresion (CARTs) mostraron que las
complicaciones cardiolégicas podrian tener importancia en pacientes determinados, como
pueden ser aquellos con una menor gravedad del ictus y que no sufren de otras
complicaciones, como muestra la siguiente figura.

Figura 7. Ejemplo de drbol de clasificacion de los utilizados en el articulo 3.3 de la presente
tesis doctoral

N=9.411

SO

Los cuadros negros representan las variables que dividen el conjunto de datos mientras que los cuadros blancos

representan el porcentaje de mortalidad predicho en cada uno de los nodos. El tamafio muestral en cada division se
muestra igualmente. Los nodos con el mayor y menor porcentaje de prediccion de mortalidad estdn marcados en
gris.

Como mostramos en la tabla 5 de la introduccion, la investigacién en biomarcadores en
relacidn con las complicaciones cardiacas del ictus ha sido muy escasa, a pesar del uso diario
que se hace de los biomarcadores sanguineos en el campo de la cardiologia. Desde hace
muchos afios es conocido que en el contexto del ictus agudo, muchos pacientes presentan
niveles elevados de troponina (Tn). Este porcentaje se ha cifrado tradicionalmente en torno a
un 35% [Christensen H, 2004], aunque con el uso de los nuevos ensayos ultrasensibles este
porcentaje puede ser aun mayor. Diversos estudios han propuesto que esta elevacion puede
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asociarse con un aumento de la mortalidad hospitalaria y una peor situacion funcional [Kerr G,
2009]. A pesar de no conocerse exactamente el significado de esta elevacion, las guias de
practica clinica de la Asociacion Americana del Corazén (AHA) recomiendan la determinacion
de Tn en los pacientes con ictus, aunque no se dan claras instrucciones acerca de qué hacer
con un paciente con una elevacion de Tn [Jauch EC, 2013].

Los resultados de nuestro articulo 3.7 suponen un aspecto novedoso, ya que establecen un
posible mecanismo acerca de la asociacidon de una sola medida basal de troponina-I
ultrasensible (hs-Tnl) con las complicaciones cardiacas del ictus. Estos resultados son
preliminares y deben ser confirmados en estudios mayores, quizds utilizando muestras
seriadas, pues se ha establecido también que el patrdn estatico de elevacién de Tn tras el ictus
no tiene consecuencias sobre el prondstico, a diferencia del patrén dindmico [Sanders B,
2013]. De todas formas, de acuerdo con nuestros resultados, que indican que una sola
determinacidn basal de hs-Tnl en pacientes con ictus isquémico agudo es predictiva de la
ocurrencia de complicaciones cardiacas, aportando ademas valor adicional sobre los factores
clinicos, la medida de hs-Tnl podria ser utilizada para la identificacién precoz de estos
pacientes, que podrian ser vigilados de forma mdas estrecha, monitorizados durante mas
tiempo, o sometidos a un estudio cardioldgico mas extenso.

4.7.PROXIMOS PASOS:

La presente tesis doctoral sienta las bases para el estudio de biomarcadores plasmaticos para
la prediccién y el manejo de las complicaciones del ictus en la fase subaguda, ya que hemos
identificado cuales son las principales complicaciones que tienen un mayor impacto sobre la
mortalidad hospitalaria del ictus, ademas de identificar subgrupos de pacientes en los que la
ocurrencia de estas complicaciones tiene un efecto mas perjudicial. También hemos propuesto
interesantes candidatos para la prediccion de estas, siendo algunos de ellos biomarcadores
clasicos puestos a punto en la mayoria de los hospitales, como CRP o hs-Tnl, pero también
candidatos novedosos como FSAP o ADAMTS13. Sin embargo, no podemos decir que ninguno
de los biomarcadores que hemos descrito en esta tesis doctoral esté listo para dar el salto
translacional a la practica clinica. Los siguientes puntos definen algunos puntos que serian
necesarios para llegar a esta meta.

4.7.1. Grandes estudios prospectivos multicéntricos

La realizacion de grandes estudios prospectivos, multicéntricos, en el campo de los
biomarcadores sanguineos supone un reto, ya que requiere una inversidon considerable. No
obstante y como hemos venido detectando en los articulos de revisidn de la presente tesis
doctoral (articulos 3.2 y anexo 7.1), en general los estudios de biomarcadores en ictus tienen
caracter unicéntrico y tamafios muestrales reducidos. Todo esto limita la generalizacion de
conclusiones a otras poblaciones, ademds de implicar un alto riesgo de error de tipo Il y
generar, por tanto resultados falsamente positivos. Llama la atencién que, en todos los
metanalisis realizados en la presente tesis doctoral (articulos 3.1, 3.2 y 3.6) uno de los puntos
mas deficientes del cuestionario de calidad sea el no calcular previamente el tamafio muestral
necesario.
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En los ultimos afios se han llevado a cabo algunos grandes estudios de biomarcadores, de
caracter uni- o multicéntrico, lo cual ha permitido generar conclusiones robustas sobre estos
biomarcadores [Montaner J, 2011; De Marchis GM, 2013]. En los préximos afios, la realizacion
de estos estudios de caracter multicéntrico deberia ser la norma, para lo cual el apoyo de
varios grupos trabajando en consorcios, como seria el caso del ‘International Biomarkers in
Cerebrovascular Diseases (IBCD) study group’ (http://stroke-
biomarkers.com/page.php?title=Network), serd de gran ayuda.

Un importante factor a la hora de realizar estos estudios es la unificacion de las definiciones de
las distintas complicaciones. Para el caso de las infecciones respiratorias, que como hemos
podido ver en nuestro articulo 3.6 son definidas de forma muy variable, resultaria de especial
interés seguir las definiciones planteadas recientemente por el grupo ‘Pneumonia In Stroke
Consensus Group (PISCES)’ [Smith CJ, 2015 (2)].

4.7.2. Estudios semi-intervencionales y ensayos clinicos basados en biomarcadores

Tras la replicacién en grandes poblaciones, el siguiente paso a la hora de implementar un
biomarcador en la practica clinica seria, idealmente, demostrar que su inclusién en un
esquema de decision mejora realmente el prondstico de los pacientes con respecto al manejo
convencional, sin el uso del biomarcador. Como ya hemos comentado, el estudio STRAWINSKI
estd actualmente siguiendo un disefio similar, comparando el prondstico funcional de dos
cohortes de pacientes que difieren en el manejo de la antibioterapia para las infecciones
asociadas al ictus, realizdndose este de acuerdo a la practica clinica habitual en el brazo
‘placebo’, mientras que en el otro la indicacion de antibioterapia viene dada por la elevacion
de procalcitonina, aconsejandose al médico responsable del paciente iniciar tratamiento
antibidtico si los niveles superan un determinado punto de corte [UIm L, 2013]. Ademas de las
infecciones, este disefio de estudio podria ser apropiado para evaluar el impacto del uso de
biomarcadores en otras indicaciones, como las terapias de reperfusion.

Por otra parte, no solo la mejoria del prondstico de los pacientes debe ser objeto de estudio,
sino que la relacién coste-eficacia de la aplicacion de una determinada medida debe ser
evaluada. De hecho, aunque la situacion ideal seria encontrar medidas que mejoran el
prondstico y reducen el gasto sanitario con respecto al ‘standard of care’, un cambio en el
proceso asistencial que no suponga una mejoria significativa en el prondstico de los pacientes,
pero si en una reduccién del coste sanitario asociado al proceso, podria ser también de gran
interés.

4.7.3. Descubrimiento de nuevos biomarcadores sanguineos. Papel de las “-6micas”

Los biomarcadores determinados en los articulos que componen esta tesis doctoral han sido
seleccionados como candidatos por funcidon. Aunque légico desde un punto de vista
fisiopatoldgico, ya que existe generalmente una relacidon conocida entre el biomarcador y la
ocurrencia del evento que queremos predecir, la eleccidn de candidatos por funcién puede
suponer un sesgo de seleccidn, ya que dejamos en el tintero posibles candidatos mejores por
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desconocimiento de los mismos o de su nexo fisiopatoldgico con nuestro evento de interés
[Martinez-Morillo E, 2014].

La identificacidon de nuevos biomarcadores capaces de complementar o de mejorar a aquellos
de que disponemos pasa por el descubrimiento de nuevos candidatos. En los ultimos afos ha
surgido un interés reciente por las -6micas, técnicas de alto rendimiento capaces de realizar un
amplio screening de moléculas diferentes. En el campo de los biomarcadores, son interesantes
las librerias de anticuerpos [Garcia-Berrocoso T, 2014] o los estudios de protedmica por
espectrometria de masas [Ning MM, 2012], que permiten explorar una gran cantidad de
proteinas y seleccionar las diferentemente expresadas entre dos condiciones diferentes. Hasta
hoy, segln nuestro conocimiento, este tipo de aproximacion no ha sido utilizado para la
identificacion de biomarcadores relacionados con las complicaciones del ictus, y seria por
tanto interesante llevarlas a cabo en los préximos afios. Sin embargo, estas técnicas también
tienen sus limitaciones, ya que el uso de comparaciones multiples genera un ndmero
considerable de falsos positivos, no existiendo consenso en cuanto a qué correcciones
estadisticas deben aplicarse para evitarlos [Abu-Asab MS, 2011; Mellick GD, 2010].

Hace unos afios nos acercdbamos a la cabecera de nuestros pacientes con ictus armados tan
solo con martillo y estetoscopio. Mds recientemente afiadimos a nuestro arsenal herramientas
tan utiles como la ultrasonografia y las técnicas de neuroimagen. En los préximos afios,
esperamos que el uso de biomarcadores sanguineos pueda ser incorporado a la toma de
decisiones, complementando a las herramientas de que disponemos actualmente vy
ayudandonos a seguir mejorando el prondstico del ictus.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente tesis doctoral son:

1.

Junto a la edad y la gravedad del ictus, las complicaciones que han demostrado un
mayor impacto sobre el prondstico, en términos de mortalidad hospitalaria, son el
edema cerebral y las infecciones respiratorias, siendo el efecto de estas
complicaciones especialmente perjudicial en pacientes con ictus menos graves.

La indicacion mdas demandada de los biomarcadores sanguineos por los neurdlogos
vasculares es el manejo de las terapias de reperfusion.

El uso de biomarcadores sanguineos para la prediccién de las complicaciones
asociadas a mal prondstico en el ictus no ha sido explorado suficientemente en la
literatura.

El empleo de biomarcadores sanguineos no parece tener un claro papel en el manejo
del edema cerebral maligno.

La proteasa activadora del factor VII de coagulacidon (FSAP) y la proteasa de clivaje del
factor de Von Willebrand (ADAMTS13) predicen la respuesta al tratamiento
trombolitico endovenoso mejorando la predicciéon que puede realizarse con variables
clinicas, y por tanto podrian ser utilizadas para seleccionar precozmente candidatos a
terapias endovasculares.

Niveles elevados de proteina C-reactiva se asocian de forma significativa a la
ocurrencia de infecciones asociadas al ictus, siendo su elevaciéon a partir de las
primeras 24 horas predictora del desarrollo de las mismas.

Niveles basales elevados de troponina | ultrasensible predicen la ocurrencia de
complicaciones cardiacas.

Futuros estudios deben establecer si el uso de estos biomarcadores, solos o
combinados con otros candidatos en un panel, en las indicaciones mencionadas,
resultan en una mejoria del prondstico de los pacientes y/o una reduccion del gasto
sanitario.
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7.ABREVIACIONES
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ABREVIACIONES

NIHSS: escala de ictus del National Institutes of Health (National Institutes of Health
Stroke Scale)

mRS: escala de Rankin modificada (modified Rankin scale)

rt-PA: activador tisular del plasminégeno recombinante (recombinant tissue-type
plasminogen activator)

DTC: doppler transcraneal

TC: tomografia cerebral

HTIC: hipertensién intracraneal

ACM: arteria cerebral media

DWI: imagen potenciada en difusion (diffusion weighted image)

OR: odds ratio

Curva ROC: curva caracteristica operativa del recepto (receiver operating characteristic
curve)

IDI index: indice de mejoria de la discriminacién integrada (integrated discrimination
improvement index)

IL: interleucina

BNP: péptido natriurético tipo B (B-type natriuretic peptide)

MMP: metaloproteasa de matriz (matrix metalloproteinase)

CRP: proteina C-reactiva (C-reactive protein)

FSAP: proteasa activadora del factor VIl (factor seven activating protease)
ADAMTS13: proteasa de clivaje del factor de Von Willebrand (A Disintegrin And
Metalloproteinase with a ThromboSpondin type 1 motif, member 13)

CART: arbol de clasificacién y regresion (classification and regression tree)

Tn: troponina

hs: ultrasensible (high-sensitive)
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