INTRODUCCION.,




Introducciéon

1. EL ICTUS.

Un ictus es un sindrome, una condicion clinica, que surge como consecuencia
de un deterioro brusco de una funcién cerebral focal resultado, a su vez, de una
alteracidn en los vasos cerebrales. Esa alteracidén vascular puede ser bien una ruptura
de un vaso cerebral con extravasacion de sangre (ictus hemorragico) o bien una
oclusién vascular que condiciona la falta de aporte sanguineo en una parte del cerebro
(ictus isquémico). En el caso del ictus isquémico, la falta de aporte de sangre sera
consecuencia de trombosis o embolismos o disminucién del flujo sanguineo, por
enfermedades de los vasos cerebrales (arteriales o venosos), del corazéon o de la

sangre.

El ictus constituye un problema de salud publica de primer orden. Es la
segunda causa mas frecuente de muerte en el mundo (tras la cardiopatia isquémica), y
la primera causa especifica de muerte en Espafia en las mujeres (Alvaro et al. 2009;
Suarez et al. 2009). A pesar de ser una enfermedad de personas mayores, es el quinto
trastorno que mas frecuentemente condiciona afios de vida perdidos, una de las
principales responsables de discapacidad en el adulto y el origen del consumo de

grandes recursos sanitarios y sociales (Lopez et al. 2006).

Para el conjunto de los ictus, los riesgos de morir en los 7 dias y en los 30 dias
siguientes a un primer ictus son alrededor de un 10% y un 20% respectivamente. Los
pacientes con ictus hemorragicos, como se verd después, tienen una mayor
mortalidad. Globalmente, a los 6 meses de un ictus sélo alrededor de un 45% de
pacientes son independientes (Dennis et al. 1993; Warlow et al. 2003). Pero predecir a
priori, si un paciente que acaba de sufrir un ictus, sobrevivira o no, y en qué situacion
funcional, es actualmente dificil (especialmente cuando se evalla a los pacientes en los
primeros momentos, que es en los que han de tomarse decisiones y medidas de
significativo alcance). El prondstico estad vinculado a una gran cantidad de variables
(Castillo 1999; Weimar et al. 2002; Muir et al. 2006) clinicas, analiticas, de imagen, de
manejo, etc. Incluso utilizando protocolos amplios y bien validados, estos sdélo
explican alrededor de un 50% de las variaciones que se dan en la situacién funcional

final (Weimar et al. 2002; Weimar et al. 2004).
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1.1. Ictus isquémico

1.1.1. Clasificacion temporal: Ataque isquémico transitorio,
infarto cerebral.

El cerebro, aunque sélo constituye un 2% del peso corporal, requiere mucha
energia: alrededor de un 20% de la tasa metabdlica en reposo de un individuo para el
mantenimiento basico de su funcion (Attwell and Laughlin 2001). Aproximadamente
un 75% de la energia se destina a los procesos de sefializacién y sélo un 25% para el
resto de funciones celulares. El cerebro es absolutamente dependiente de un
metabolismo energético oxidativo para su integridad estructural y funcional. Incluso a
su maxima actividad la glucolisis anaerobia, no puede proveer mas que una minima
porcién de la energia requerida. Puesto que la cantidad de oxigeno almacenado en el
cerebro es extremadamente pequefia en comparacién con la tasa de utilizacién del
mismo, el cerebro requiere un aporte continuo del mismo procedente de Ia
circulacion. (McKenna et al. 2006). No es extrafio, por tanto, que si ocurre una falta de
aporte sanguineo y la perfusidn no se recupera pronto, se produzca precozmente un

dafio tisular establecido.

No obstante, a veces, si la isquemia es breve y se restablece pronto la
perfusion cerebral, la disfuncién neuroldgica secundaria termina pasandose,
constituyendo un episodio clinico recortado con recuperacion completa de los
sintomas y signos. Estos episodios se denominan ataques isquémicos transitorios (AIT).
En los afios 60, se establecid un limite temporal arbitrario definiendo como AIT los
cuadros clinicos secundarios a isquemia cerebral focal que duraban menos de 24 horas
(Albers et al. 2002). Sin embargo, esta idea se ha redefinido en la actualidad por varias
razones: i. La mayoria de los episodios de isquemia cerebral transitoria duran mucho
menos; el 60% duran menos de una hora, el 71% menos de dos y sélo un 14% duran
mas de 6 horas (Cucchiara et al. 2006). ii. Menos de uno de cada 6 pacientes en los que
el AIT dura una hora se habra resuelto antes de 24 horas (Levy 1988). iii. Si nos fijamos
en el tejido, es frecuente que episodios breves de isquemia cerebral, aun
resolviéndose funcionalmente, hayan condicionado un pequefio dafo tisular, obviado
clinicamente por una rdpida compensacion por otros lados. Las recientes técnicas de
resonancia magnética con imdagenes potenciadas en difusiéon (DWI) nos han mostrado

que alrededor de un 30% de los AIT que duran menos de una hora muestran
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alteraciones en la sefial en las imagenes de difusién. Una vez que el episodio dura mas
de 6 horas es bastante probable que haya un pequefio infarto subyacente (Easton et

al. 2009).

Actualmente se considera AIT, de una forma conceptualmente mas simple,
como un episodio de disfuncidn neuroldgica causada por isquemia cerebral focal,
espinal o retiniana que no condiciona un infarto (Easton et al. 2009). Desde un punto
de vista practico, lo mas importante de un AIT es que es la expresion clinica de un
problema vascular subyacente que supone un riesgo de isquemia cerebral recurrente.
Por tanto, es una oportunidad que no deberia desperdiciarse para diagnosticar ese
trastorno subyacente (habitualmente una vasculopatia aterotrombdtica o una
cardiopatia emboligena) y para establecer medidas de prevencién secundaria que

eviten un infarto establecido subsiguiente.

1.1.2. Clasificacion topogrdfica.

De una forma muy basica, la anatomia vascular cerebral puede ser descrita
como dos sistemas principales: el sistema anterior, dependiente de las arterias
carotidas, y el sistema posterior, dependiente de las vertebrales. Las vertebrales se
unen en la arteria basilar y ambos sistemas (anterior y posterior) se conectan en el
poligono de Willis. El poligono de Willis se forma por un par de arterias comunicantes
posteriores y una arteria comunicante anterior que ponen en contacto las principales
arterias intracraneales (arterias cerebrales anteriores y medias — de las carétidas
intracraneales — y las arterias cerebrales posteriores — de la basilar -). Dada la ausencia
de un sistema valvular en el poligono de Willis, el flujo sanguineo a través del circulo
puede cambiar de sentido segun las necesidades. No obstante, ha de tenerse en
cuenta que un circulo de Willis completamente desarrollado, con comunicante
anterior y comunicantes posteriores plenamente funcionales, se encuentra en

alrededor del 30% de la poblacidn (Hoksbergen et al. 2000).

Para cada uno de estos dos sistemas arteriales principales descritos hay 3
componentes: el formado por las arterias cervicales extracraneales, el formado por las
arterias intracraneales principales y el formado por las pequefas arterias y arteriolas
perforantes, superficiales y profundas. Las arterias extracraneales (por ejemplo, la

carétida comun) tiene una estructura trilaminar (intima, media y adventicia) y actdan
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como vasos de capacitancia. El nUmero de posibilidades anastométicas entre ellas es
pequefio y puede haber variaciones fisiolégicas en la anatomia de su origen del arco
adrtico. Las arterias intracraneales principales (por ejemplo la arteria cerebral media)
tienen potencialmente posibilidades de conexién bien en la base a través del poligono
de Willis o, también, en la superficie del cerebro por arterias comunicantes piales. Por
ultimo, las arterias perforantes (por ejemplo las lenticuloestriadas) son arterias
pequefias con un didmetro entre 100 y 400 um. predominantemente arterias
terminales con poco potencial anastomético y, fundamentalmente, vasos de

resistencia.

Por tanto, topograficamente se pueden distinguir infartos en parte o todo el
territorio de una de las arterias principales (llamados ) que, a su
vez, pueden ser del territorio anterior ( ) o del territorio posterior (

). Por otro lado estarian los infartos pequefios, de localizaciéon profunda, por

oclusion de las pequefias arterias perforantes ( ).

Fuera de esta clasificacion topografica quedaria la isquemia cerebral
consecuencia de un obstdaculo al flujo por una trombosis venosa cerebral, algo que es
relativamente poco frecuente: 0,5% de los ictus (Bousser and Ferro 2007). Y, a mitad
de camino entre lo topografico y lo fisiopatoldgico, se podria distinguir un tipo mas de
infarto cuyo significado y naturaleza no siempre es facil de establecer: son los llamados
infartos de territorio frontera o infartos de ultimo prado. Una combinacién de una
estenosis de alto grado en una arteria principal con una situacién hemodinamica de
bajo flujo con disminucién de la presidn de perfusidn asociada a hipotensién arterial
sistémica daria lugar a infartos situados en los territorios limitrofes entre las

principales arterias intracraneales.

A pesar de la variabilidad de los patrones vasculares, la estimacién de las
arterias responsables del aporte sanguineo a la zona infartada ayuda a interpretar
adecuadamente la relevancia de los resultados de las investigaciones y de los posibles

tratamientos preventivos posteriores (Warlow 2007).

1.1.3. Clasificacion etioldgica.

Ademas de la confirmacidn de la naturaleza del ictus (isquémico vs.

hemorragico) y la estimacidn de su topografia, la clasificacion quizdas mas importante
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es la de su etiologia pues ésta condiciona fuertemente cosas tales como el prondstico,
los riesgos posteriores de recurrencia y las medidas de prevencién secundaria (Sacco
et al. 1991; Petty et al. 2000; Kolominsky-Rabas et al. 2001; Rothwell et al. 2003;
Lovett et al. 2004). En los afios 90 la clasificacidén TOAST se convirtid en un sistema de
clasificacion etiolégica ampliamente utilizado (Adams et al. 1993). Recientemente, ha
sido refinado incluyendo nuevos conocimientos y técnicas de estudio (Ay et al. 2005)

pero mantiene las mismas grandes 5 categorias etioldgicas:

Infartos por arteriosclerosis de grandes arterias.
Infartos por embolismo de origen cardiaco / aértico.
Infartos por enfermedad de las pequefias arterias.

Infartos por un conjunto heterogéneo de “otras causas”.

A S

Infartos de causa indeterminada.

Cada categoria etioldgica puede dividirse, en funcidn del peso de las pruebas,

en infartos por esa causa de tipo: evidente, probable o posible.

Asi, por ejemplo, se establece que un infarto es por arteriosclerosis “evidente”
cuando se registra que existe una alteracién arteriosclerosa de la arteria clinicamente
relevante (extracraneal o intracraneal grande) que ocluye o estenosa su luz en 2 50% vy
no hay infarto agudo en otros territorios vasculares diferentes del que corresponde a
la arteria en cuestidn. En cambio, seria sélo posible si la afectacion arteriosclerosa de

la arteria relevante es leve (< 50%) con datos de su inestabilidad por dos AIT previos.

Las potenciales fuentes de embolismos de origen cardioadrtico agrupados

segln lo mas o menos evidente de su riesgo de ictus se exponen en la Tabla I.
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Tabla I: Fuentes de embolismo cerebral de origen cardioaortico.

A. De alto riesgo primario de infarto cerebral
Fuentes de embolismo de origen trombotico

Trombo en auricula izquierda.

Trombo ventricular izquierdo.

Fibrilacion auricular.

Fibrilacién auricular paroxistica.

Sindrome del seno enfermo.

Flutter auricular sostenido.

Infarto de miocardio reciente (menos de 1 mes)
Valvulopatia mitral adrtica o mitral.

Bioprétesis y valvulas mecanicas

Infarto de miocardio crénico junto con FE < 28%
Insuficiencia cardiaca congestiva con FE < 30%
Miocardiopatia dilatada

Endocarditis trombdtica no bacteriana

Fuentes de embolismo de origen no predominantemente trombotico

Endocarditis infecciosa.
Fibroelastma papilar
Mixoma auricular izquierdo.

B. De riesgo primario de infarto cerebral bajo o incierto
Fuentes cardiacas

Calcificacion del anillo mitral.

Foramen oval permeable

Aneurisma del septo auricular.

Aneurisma septal atrial y FOP

Aneurisma ventricular izquierdo sin trombo

“Humo” ecografico auricular izquierdo (sin estenosis mitral o FA)

Fuentes aorticas

Ateroma complicado en la adrta ascendente o arco proximal.

El grupo de los infartos por enfermedad de pequefio vaso incluiria infartos
pequefios (< 20 mm en Resonancia Magnética Nuclear de difusion; < 15 mm en fase
cronica), localizados en los territorios de las pequefias arterias perforantes del tronco
del encéfalo o de la regidn de los ganglios de la base y manifestados, preferentemente,

por los llamados sindromes lacunares.
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La categoria de infartos por “otras causas” incluye un grupo heterogéneo,
dificil de subdividir, de causas menos frecuentes tales como disecciones arteriales,
enfermedades inflamatorias o infecciosas de las arterias, trastornos de las plaguetas o
del sistema de la hemostasia, arteriopatias de base genética (por ejemplo, el CADASIL:
leucoencefalopatia e infartos subcorticales por arteriopatia cerebral autosémica
dominante), causas iatrogénicas (procedimientos endovasculares, cirugia cardiaca o

arterial), etc.

El grupo de infartos de causa indeterminada incluiria aquellos con presencia de
mas de una causa evidente que hace imposible atribuir una Unica responsabilidad,
aquellos con causa indeterminada por un estudio insuficiente y aquellos de causa

desconocida (criptogénicos).

La clasificacién TOAST se expone en la Tabla Il (Ay et al. 2005).

Nivel de
confianza

Evidente
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Posible

Evidente

Posible

Evidente



mecanismos.

Otros
mecanismos

Evidente Presencia de una enfermedad especifica diferente de las
previas que afecta a las arterias cerebrales clinicamente
apropiadas.

Probable Existencia de un proceso especifico que ha ocurrido en
clara y estrecha relacion con el inicio del infarto
cerebral como diseccion arterial, cirugia cardiaca o
arteria o intervenciones cardiovasculares.

Posible Existencia de pruebas evidentes de un proceso causal
diferente de los habituales en ausencia de un estudio
diagnoéstico completo de los mismos.

Causa
indeterminada

Desconocida Embolismo criptogénico

(inexistencia de 1. Interrupcién angiografica abrupta consistente con
criterios de coagulo en arterias intracraneales por otro lado
aparentemente normales 0

2. Pruebas de imagen de recanalizacion completa de
una arteria previamente ocluida o

Presencia de multiples infartos agudos
estrechamente relacionados en el tiempo sin
anomalia detectables en los vasos relevantes.
Otros infartos criptogénicos: Aquellos que no cumplen

criterios de embolismo criptogénico.

causa evidente
ni posible
previos) 3

Evaluacion  incompleta: Ausencia de estudios
diagnosticos que, a juicio del examinador, habrian sido
esenciales para descubrir la causa.

Inclasificados Presencia de mas de un mecanismo evidente con, o
bien criterios de probabilidad para cada uno de ellos, o
ausencia de criterios de probabilidad que permitan
establecer una inica causa.

En las primeras horas de un infarto, macroscépicamente es poco lo que se
puede apreciar. La parte cerebral afectada tarda horas en poderse apreciar palida,
blanda y tumefacta y dias en adquirir una consistencia gelatinosa y friable con un

limite definido con el tejido normal adyacente.

Los cambios microscépicos son mds precoces. La secuencia de cambios

microscépicos en un infarto cerebral incluye microvacuolas en las neuronas
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(mitocondrias  tumefactas), vacuolizacion perineural (procesos astrociticos
tumefactos), incremento de la eosinofilia de citoplasma neuronal, desaparicién de los
cuerpos de Nissl, nucleos picnéticos y desaparicion de los nucléolos (Kalimo et al.
1982). Segun pasan las horas se apreciaran, fundamentalmente, los cambios
patolégicos en las células correspondientes a la necrosis (ver mas adelante, en
apartado de apoptosis) junto con el aumento progresivo de la migracién de
neutréfilos. Las células fagociticas son evidentes al llegar las 48 horas y pasan a ser el
tipo celular predominante en las 2-3 semanas siguientes. Los macréfagos se llenan de
productos de degradacién de la mielina y/o sangre. A medida que pasa el tiempo se
establece un proceso de licuefaccién y fagocitosis. Los astrocitos de los bordes
aumentan, se dividen y desarrollan una amplia red de extensiones protoplasmicas. Ese
proceso de licuefaccidén y eliminacion del tejido afectado deja una cavidad llena de
liquido con una pared formada por una densa trama de fibras gliales (Robbins et al.

1994).

1.1.5. Mecanismos bioquimicos del dafio hipéxico-isquémico
cerebral.
En el ictus isquémico, al final, por alguna de las causas revisadas, por alguno de
los distintos mecanismos de oclusién, en alguna de las localizaciones, con
compensaciones mejores o peores, el resultado es una zona de tejido cerebral en

isquemia con la consecuente alteracion de una o varias funciones cerebrales focales.

La muerte celular en la isquemia cerebral es posiblemente el resultado de una
compleja maraifia de fendmenos bioquimicos interrelacionados que incluyen
excitotoxicidad, acidosis, ondas de despolarizacidon peri-infarto, estrés oxidativo,

inflamacién y mecanismos apoptoéticos.

Excitotoxicidad.

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC. Se conoce
como excitotoxicidad a la muerte neuronal asociada con la sobre-estimulacion de los
receptores de glutamato. Los receptores del glutamato se clasifican en dos grandes

grupos:
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v lonotrépicos (canales catidnicos operados por ligandos): Son los receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDA), acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropidnico (AMPA) y Kainato (KA). Los NMDA, son permeables a Na*y
Ca”*, mientras que los AMPA y KA son principalmente permeables a Na'

(Monaghan et al. 1989).

v' Metabotrépicos (acoplados a proteinas G): Se clasifican en Grupo | (mGIuR 1y

5), Grupo Il (mGIuR 2 y 3) y Grupo lll (mGIuR 4, 6, 7 y 8) (Kew and Kemp 2005)

La falta de aporte de oxigeno que conlleva la isquemia condiciona una
imposibilidad para la sintesis de ATP. La caida de ATP impide la funcién de la bomba
i6nica Na*/K* de la membrana celular. Esto provoca la despolarizacion de la membrana
con liberacién de K* al espacio extracelular y entrada de Na® al interior de la célula
(Caplan 2000). El fallo energético también determina el fallo de las bombas idnicas que
mantienen baja la concentracidn intracelular de Ca**, provocando una elevacién de las
concentraciones intracelulares del mismo, hecho que es central en la isquemia

(Broughton et al. 2009).

Pero lo que ahora interesa resaltar es que la despolarizacién de membrana vy la
acumulacién de Na'intracelular llevan a un fallo de los transportadores de glutamato
Na'-dependientes que, en condiciones fisiolégicas, consiguen mantener baja la
concentracién sindptica de glutamato. El incremento del glutamato sinaptico estimula
los receptores NMDA, permeables al Ca®*, lo que exacerba la sobrecarga intracelular
del mismo. A la vez, los receptores AMPA, normalmente poco permeables al Ca”,
incrementan su permeabilidad al mismo hasta 18 veces en situacidon de isquemia
(Olney 1969). La estimulacion de los receptores metabotrépicos también puede
contribuir a la excitotoxicidad. Por ejemplo, la estimulacion de mGIuR1 (que se expresa
en neuronas GABAérgicas) inhibe la liberacidon del neurotransmisor inhibidor acido
gamma-aminobutirico (GABA) y mGIuR5, conectado fisica y funcionalmente con los

receptores NMDA, amplifica la activacién de los mismos (Pellegrini-Giampietro 2003)

La elevacion del Ca®** intracelular activa muchas proteinas efectoras
dependientes del catidn. Algunas de ellas son: proteasas, fosfolipasas, endonucleasas,
calpainas, etc. (Edvinsson et al. 2002). Esta actividad catalitica (sin posibilidad de
resintesis ante la falta de ATP) llevaria a la necrosis de estructuras celulares esenciales

(Doyle et al. 2008).
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Acidosis.

Uno de los elementos neuroquimicos caracteristicos del metabolismo
anaerobio que determina la isquemia es la acidosis. Los protones disociados activan
canales idnicos que son permeables al Ca*"y que exacerban, alin mas, la entrada de

2+ 7 . . . .
Ca”" por un fendmeno independiente del glutamato (Simon 2006) (Pignataro et al.
2007). La hiperglucemia, en un entorno de isquemia, incrementa el lactato

disminuyendo alin mas el pH, lo que acentuaria aun mas el fenémeno.

Ademas, la acidosis inhibe la fosforilacion oxidativa (Hillered et al. 1985),
contribuyendo a la deplecién energética, favorece la edematizacién celular, aumenta
la concentracién de Ca’* libre intracelular al liberarlo de su unién a proteinas
(Folbergrova et al. 1990), contribuye a la lesion endotelial y a la alteracién secundaria
de la microcirculacion y libera Fe** de su unién a proteinas en depdsitos intracelulares

lo que facilita la formacion de radicales libres (Lipscomb et al. 1998).

Despolarizaciones peri-infarto.

Son ondas de despolarizacidn con las caracteristicas de las ondas de depresién
cortical propagada: ondas de actividad electro-quimica auto-propagadas que
progresan a través de la corteza condicionando despolarizacidn celular, depresién de
la actividad eléctrica, incremento de la liberaciéon del glutamato y perdida de los
gradientes de membrana idnicos (Gonzalez et al. 1992). Aunque en el cerebro
perfundido normalmente estas ondas de despolarizacién no conducen a la muerte
celular, en las zonas de penumbra, parecen estar asociados a un aumento del dafio
isquémico (Fabricius et al. 2006). Se piensa que las despolarizaciones repetidas
podrian, en una situacién de isquemia parcial, llevar a la acumulacién de un nivel de
calcio intracelular critico que disparase el proceso de muerte celular (Doyle et al.

2008).

Estrés oxidativo

Se puede definir como la situacién en la que las sustancias oxidantes exceden
patolégicamente, sobrepasando la capacidad de las defensas antioxidantes celulares,

condicionando con ello dafio en el organismo. En la isquemia distintos mecanismos
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pueden llevar a la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno

(RNS) tales como la sobrecarga de Ca’*, la inhibicién mitocondrial o la inflamacién.

Asi, el anién superdxido se puede generar por acciéon de enzimas como la
xantina oxidasa, cuya actividad depende de la calpaina, una de las proteasas que activa
la sobrecarga de Ca’* intracelular (Won et al. 2002). Otro mecanismo seria el
relacionado con el éxido nitrico, un radical libre altamente difusible, de corta vida
media, sintetizado por las éxido nitrico sintasas (NOS) que, en condiciones fisioldgicas,
funciona como un importante segundo mensajero (Moncada and Bolanos 2006). En la
isquemia hay un incremento de las NOS (nNOS y eNQOS) vy, en fases mas tardias, de la
iNOS en células gliales y en los neutréfilos que infiltran el tejido. La nNOS se localiza en
la proximidad del receptor NMDA gracias a la interaccién de ambos con la proteina
PSD95, que actia como puente. Asi, la entrada de Ca** a través del receptor NMDA
activa la NOS neuronal. La excesiva produccién de éxido nitrico resulta téxica tanto por
si misma como por su combinaciéon con otras ROS como el anién superodxido para
formar peroxinitrito, compuesto muy Iabil que se descompone rapidamente para
rendir, entre otros compuestos, radicales hidroxilo (Bolanos et al. 2009) (Moro et al.

2005) (Almeida and Bolanos 2001 676).

Por otro lado, la acumulacién de Ca** en la mitocondria desacopla la cadena
transportadora de electrones y colapsa el potencial de membrana mitocondrial, de
manera que se acumulan electrones libres en la mitocondria. La reaccion de estos con
el oxigeno, especialmente tras la reperfusion, produciria anién superdxido. Este, con la
superoxido dismutasa da lugar a H,0,, sustancia poco reactiva pero con capacidad
oxidante. El anidn superdxido, por otro lado, puede reaccionar en presencia de hierro

danto lugar a radicales hidroxilo (-OH) (reaccién de Fenton) (Kowaltowski et al. 2009).

Los radicales libres producirian muerte neuronal a través de un conjunto de
mecanismos que implican la pérdida de la carga energética celular, la peroxidacién de
lipidos y proteinas, la nitracion de proteinas y el dafio del ADN, entre otros (Arundine
and Tymianski 2004; Kowaltowski et al. 2009). Debe resaltarse que, ademas, el estrés
oxidativo y/o nitrosativo puede causar la muerte neuronal por necrosis cuando es
intenso, pero también por apoptosis cuando es moderado (Almeida and Bolanos 2001;

Diaz-Hernandez et al. 2007)

La participacion del estrés oxidativo en el dafio neuronal isquémico queda

patente también en los efectos del Nrf2 (Nuclear factor erythroid-related factor 2).
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Este es un factor de transcripcién que regula un conjunto de genes antioxidantes que
actlan sinérgicamente para eliminar ROS a través de reacciones enzimaticas
secuenciales (Nguyen et al. 2009). Distintos estudios experimentales han mostrado
que el incremento de la actividad Nrf2 reduce el dafio cerebral isquémico (Shih et al.

2005; Johnson et al. 2008).

Inflamacion

La inflamacién contribuye al dafio cerebral relacionado con el ictus. Sin
embargo, el efecto individual de cada componente de la cascada inflamatoria puede
ser mas o menos beneficioso o perjudicial, en funcién del momento, de la magnitud y

de si el componente inflamatorio activa o no vias neuroprotectoras (Doyle et al. 2008).

Los ictus determinan neutrofilia, linfocitopenia y aumento del nimero de
monocitos circulantes (Ross et al. 2007). Tras un infarto cerebral, se acumulan los
neutréfilos en el drea dafada, primero en los capilares; posteriormente hay
transmigracién en el tejido cerebral, proceso facilitado por la alteracion de la barrera
hemato-encefdlica. El proceso de reclutamiento de neutrdéfilos podria contribuir al
dafio isquémico por el bloqueo de la microcirculacién (Huang et al. 2006), por

liberacién de radicales libres y de enzimas proteoliticas.

Hay abundante informacién sobre las modificaciones de los componentes
humorales de la inflamacidn. Las citocinas relacionadas con el ictus isquémico agudo
mas estudiadas son el TNF-q, las interleucinas 1B, 6, 20, 10 y TGF-B. Mientras IL 1B y
TNF-a parecen exacerbar el daino cerebral isquémico, TGF-f e IL-10 podrian ser

neuroprotectoras (Spera et al. 1998; Zhu et al. 2002b).

Las moléculas de adhesion celular se mantienen sobrexpresadas varios dias
tras el ictus, como resultado del efecto de las citocinas. Las moléculas de adhesién
celular intervienen en la adhesion y migracion de leucocitos. Selectinas (especialmente
E y P) y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) preceden a la invasion de

neutrofilos en el cerebro.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas
proteoliticas responsables del remodelamiento de la matriz extracelular. La expresidn

de MMPs en el cerebro normal es minima, pero se activan en el cerebro en respuesta
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al dafio isquémico, especialmente MMP2 y 9 (Montaner et al. 2001; Castillo et al.
2009). Estudios experimentales sugieren que la ruptura de la barrera hematoencefilica
es el resultado de la activacion de MMPs (Asahi et al. 2001) con la repercusién que ello
tendria en los fendmenos de edema y eventual transformacidn hemorragica de los

infartos cerebrales.

El dafio cerebral intenso altera la funcidén de las células de respuesta inmune,
innata y adaptativa, en una inmunodepresion sistémica que podria tener que ver con
la facilidad para las infecciones de los pacientes tras un ictus. Una respuesta
inmunomoduladora que se ha postulado que buscaria prevenir de reacciones
autoinmunes contra antigenos del sistema nervioso central expuestos con la agresion
isquémica (Meisel et al. 2005) y en la que tendrian un papel crucial los linfocitos T

reguladores (Liesz et al. 2009)

Apoptosis

Debido al papel central que tiene este epigrafe para el presente trabajo de

investigacion, se desarrollard de forma amplia mas adelante.

1.2. Ictus hemorragico.

Una hemorragia intracerebral (HIC) consiste en la brusca extravasacidon de
sangre en una zona del parénquima cerebral, como consecuencia de una alteracién en
el arbol vascular. Constituye un 10-15% del total de los ictus (Qureshi et al. 2009). La
localizacién del sangrado en el interior del parénquima la distingue de otras
hemorragias intracraneales, que no se consideraran aqui por no afectar de la misma

forma al tejido cerebral: hemorragia subaracnoidea, subdural y epidural.

Es una enfermedad grave. En conjunto, la tasa de mortalidad al mes de una
HIC se situa cerca del 50% (Lovelock et al. 2007; Sacco et al. 2009), pero existen
bastantes diferencias segun la localizacion, el volumen de sangre extravasado, la edad
del paciente y la intensidad de la afectacion inicial. Ademas, los que sobreviven tienen

un gran riesgo de secuelas, con solo un 20% de los pacientes a los 6 meses
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funcionalmente independientes (Sacco et al. 1994). La incidencia ajustada en la
poblacién caucésica es de 0,16/1000 habitantes y afio (IC 95%: 0,12 — 0,20) (Lovelock
et al. 2007). Es mayor en poblaciones de raza afro americana, en hispanos (Broderick
et al. 1992; Bruno et al. 1996) y en poblaciones asiaticas (Sacco et al. 1994). Su
incidencia aumenta con la edad, aunque la tasa de incremento no es tan alta como en
el infarto cerebral (Ariesen et al. 2003). La edad media de presentacion es a los 76

afnos.

1.2.1. Etiologia

La mayoria de las HIC aparecen “espontdneas”, es decir, no como
consecuencia directa e inmediata de una causa concreta, sino como expresién de una
ruptura espontanea, eso si, de arterias previamente dafiadas de forma crénica. Estas
son las hemorragias intracerebrales primarias. Las dos arteriopatias subyacentes mas
frecuentes en las HIC primarias son la arteriopatia hipertensiva y la angiopatia

amiloide.

En cambio se consideran hemorragias intracerebrales secundarias a

circunstancias mas directas las que surgen por:

Malformaciones vasculares.
Traumatismos.

Coagulopatias.

Conversion hemorrdgica de un infarto.
Neoplasias intracraneales.

Cocaina o drogas simpaticomiméticas.

Trombosis de senos venosos cerebrales.

D N N N N N VN N

Vasculitis del SNC

1.2.2. Clasificacion topogrdfica

Existe un acuerdo basico en distinguir dos grupos de HIC segun la localizacion

del hematoma.

v' Las HIC profundas. Aqui se incluirian las localizadas en los nucleos grises

profundos de los hemisferios cerebrales: lenticular, caudado y talamo.
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Ademds, las hemorragias en el tronco y las del cerebelo, al asentar en
territorios tributarios del mismo tipo de arterias, se suelen relacionar con estas
HIC profundas. El hecho de que ocurran en zonas que son territorio de
distribucion de las arterias perforantes de pequefio tamafio, su fuerte
asociacién con la hipertension arterial (HTA) y su aparicion en pacientes
relativamente mas jovenes sugiere que comparten mecanismos patogénicos.
Estos, estarian vinculados a las alteraciones patoldgicas de ese tipo de arterias
consecutivas a la hipertensidn arterial, alteraciones que son comunes a las que
subyacen en los infartos de pequefio vaso (lacunares). Segun ésta hipdtesis, la
lipohialinosis de esas arterias podria llevar en unos casos a infartos lacunares
y, en otros, a hemorragias profundas (Fisher 1971).

v' Las hemorragias lobulares: Este otro gran grupo topografico agruparia a las
que aparecen en la sustancia blanca subcortical de los Iébulos cerebrales. En
este grupo es menos prevalente la HTA y mas prevalente, como arteriopatia

subyacente, la angiopatia amiloide (Juvela and Kase 2006).

1.2.3. Neuropatologia

En lo que respecta a la neuropatologia de las hemorragias intracerebrales
asociadas a hipertensién y localizadas en los ganglios de la base, los dos hallazgos
fundamentales en las arterias alteradas son la necrosis fibrinoide y los aneurismas

miliares de Charcot Buchard.

v La necrosis fibrinoide consiste en la existencia de segmentos de pared de las
arteriolas (subintimal o en toda la capa media) con un depdsito de material
amorfo, eosinofilico, que tifie para fibrina. Se considera que es el resultado del
dafio de la pared como consecuencia de la insudacién de proteinas
plasmaticas (Rosenblum 2008). Aunque no exclusivo, si aparece fuertemente
vinculado a la hipertensidn arterial. El término es equivalente al utilizado por
Fisher (Fisher 1971) de lipohialinosis, que aqui no se utilizard para evitar
confusién con la hialinizaciéon, otro fendmeno morfoldégico sélo parecido
(material amorfo, eosinofilico pero que no tifie para fibrina sino que parece un
material mas amorfo, fluido y con colageno), fendmeno que es mas ubicuo y

menos especifico. Las arteriolas cerebrales, especialmente las perforantes,
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parecen mas susceptibles a desarrollar degeneracién (necrosis) fibrinoide por
HTA que otras arteriolas (Feigin and Prose 1959).

v" Los aneurismas miliares de Charcot Buchard, descritos hace mas de 100 afios,
son aneurismas diminutos que surgen en arteriolas cuyo didmetro es
generalmente < 300 microns (Cole and Yates 1967). Su papel en la génesis de
las hemorragias cerebrales continua aun siendo discutido pues, no siempre
aparecen ni parece claro que sean siempre el punto sangrado. Posiblemente
sean una de las posibles formas de evolucionar una pared con necrosis

fibrinoide, pero no siempre necesariamente el punto de sangrado.

En lo que respecta a la neuropatologia de las hemorragias mas superficiales,
lobulares, no vinculadas a hipertensidn el hallazgo mas significativo es, como se dijo
mas arriba, la vasculopatia que resulta del depdsito de proteinas fibrilares amiloideas
en las paredes de los vasos cerebrales y meningeos: angiopatia amiloide cerebral
(AAC). La variedad mas frecuente de AAC es la enfermedad esporadica consistente en
el depdsito de proteina amiloide AR, resultado de la escision de la proteina
transmembrana precursora de AB (APP). Esta, esta codificada en el cromosma 21y se
expresa en las células endoteliales, pericitos, células musculares lisas y células de la
adventicia de los vasos sanguineos. El depdsito de proteina AP ocurre, sobre todo, en
las arterias pequefias y de mediano calibre del cerebro y en arterias leptomeningeas,
siendo raro en capilares y venas. La afectacién por AAC es rara en talamo, ganglios de
la base y sustancia blanca profunda (Xu et al. 2003). Esta distribucidon posiblemente
condicione la localizacién lobular de las hemorragias por esta vasculopatia. Las paredes
de las arterias afectas estan engrosadas por el depdsito de amiloide amorfo,
intensamente eosinofilico, Rojo Congo positivo y birrefringente. El depdsito es, sobre
todo, en la capa media y adventicia. Se asumen como pasos en la patogénesis del
trastorno que el depdsito y acumulacién de amiloide llevaria a la destruccién de las
células musculares lisas, con ello a la dilatacién de la arteria y alteracién de la barerra
hematoencefalica que, a su vez, facilitaria el paso de proteinas plasmaticas a la pared
del vaso, el desarrollo de necrosis fibrinoide y finalmente, con esto, se facilitaria la

ruptura (Mandybur 1986).

Independientemente de la causa de la arteriopatia subyacente, a partir de la
ruptura abrupta de una arteria o de una arteriola se produce el sangrado. El punto de
sangrado principal lleva a la acumulacién de sangre que en parte destruye el tejido

local, en parte desplaza y en parte diseca. Secciones histoldgicas seriadas muestran
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que hay varios puntos de sangrado, algunos en los mdargenes del hematoma, con lo
que se diferencian el punto primario de puntos secundarios de sangrado (Fisher 1971).
Se interpreta que, en su expansién, el hematoma facilita el desarrollo de nuevos
puntos de sangrado de menor tamaifo. Los puntos de sangrado aparecen como un
agregado de plaquetas mezcladas y rodeadas por fibrina (globos de fibrina)
(Rosenblum 2008). La agregacién plaquetaria se acompafia de la activacidon de las
proteinas de la coagulacién y la formacién de codgulos de fibrina (al principio no
retraido, que luego se retrae, proceso que in vitro dura 4 horas (Hayman et al. 1989).
La mayor parte del suero queda en la matriz del codgulo. Un poco forma una banda de
liquido proteinaceo alrededor (Enzmann et al. 1981; Takasugi et al. 1985). Por otro
lado también se activa el sistema fibrinolitico. Los hematies tienen hemoglobina que se

va transformando en desoxihemoglobina y metahemoglobina (Enzmann et al. 1981).

Después de horas o dias, se desarrolla un edema extracelular en la periferia del
hematoma, este edema se cree que es de tipo vasogénico. Ademas, en la periferia se
organiza un infiltrado de polinucleares que alcanza el maximo a los 4 dias y se continta
con la llegada de microglia que se transformarda en macréfagos cargados de los
productos residuales. En fases mdas avanzadas hay proliferacidon de astrocitos en la
periferia. Una vez completado el proceso de reabsorcién y reparacién, los astrocitos

son reemplazados por abundantes fibrillas gliales (Lindsberg et al. 2010).

1.3. Apoptosis e ictus.

1.3.1. Apoptosis: conceptos bdsicos.

Se emplea el término apoptosis para definir un proceso celular, genéticamente
controlado, por el que las células inducen su propia muerte en respuesta a una serie
de estimulos. Lo distintivo de la apoptosis esta en el control que las células ejercen
sobre el propio proceso de muerte. En la necrosis, en cambio, las células sufren el
efecto del insulto como sujetos pasivos y, en general, no tienen control sobre el
proceso. Se suele equiparar la apoptosis con el concepto amplio de muerte celular
programada. No obstante, cada vez estd mas respaldada la idea de que existen otras

formas de muerte celular programada distintas de la apoptosis, como es la autofagia
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(Bredesen et al. 2006). Podria ser que necrosis y apoptosis representen las formas
visibles mas extremas de un continuum de formas de muerte celular en el cual lo
distintivo seria el grado de control que alcanza a desempeniar la célula sobre el propio

proceso de su muerte (Banasiak et al. 2000).

La apoptosis es muchas veces un proceso fisioldgico. Es una manera de
eliminarse células de una forma controlada para minimizar el riesgo de trastornos y
dafios en las células vecinas (Taylor et al. 2008). El nimero de células en los
organismos multicelulares complejos esta estrechamente regulado, no solo mediante
el control de la tasa de division celular sino también por el control de la tasa de muerte
celular. Si la célula no debe mantenerse, se activa el programa intracelular de muerte,
de ahi el frecuente término de “suicidio celular”. Asi, por ejemplo, los mamiferos
nacen con un exceso de neuronas de forma que, tras el nacimiento, se ha de eliminar
casi hasta un 50% de las mismas para ajustarlas a las células diana que requieren
inervacidn (Oppenheim 1991). En un adulto humano sano, millones de células mueren
cada hora en la médula dsea o en el intestino equilibrando su produccién continua.
Ademds, esta forma de muerte celular programada es una forma de defensa para
eliminar de una forma madas segura células potencialmente peligrosas: células
infectadas por virus (limitando la extension del virus) o células con mutaciones

potencialmente vinculadas a una proliferacion celular incontrolada (cancerosa).

Durante estas décadas la utilizacidn del término en la literatura cientifica ha
aumentado de forma exponencial pero no siempre ajustandose a los mismos criterios
de definicidn. Esto ha desdibujado su significado e introducido una variabilidad
anadida que dificulta entender la realidad de los resultados de los estudios que
evallan este concepto en las enfermedades humanas (Graeber and Moran 2002). De
ahi que, para juzgar acertadamente lo que realmente esta probado sobre la apoptosis
en el ictus, sea necesario volver unos pasos atrds y ver una serie de conceptos bdsicos

sobre la apoptosis.

Observaciones de muerte celular fisiolodgica en la metamorfosis de los anfibios
ya habian sido realizadas en el siglo XIX y el término de muerte celular programada fue
utilizado en 1964 por Lockshin y colaboradores al describir el patrén aparentemente
predeterminado por el que las células morian durante el desarrollo de un insecto

(zakeri 2008). Sin embargo, fue J Kerr en 1972 quien acufio el término apoptosis y
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establecio la primera descripcidn histoldgica sistematizada (Kerr et al. 1972). Por tanto,

su primera definicién operativa fue, en origen, morfolégica.

éY qué cambia morfoldgicamente? La célula se redondea y retrae de las
vecinas (se pierden las uniones célula a célula) y el citoplasma parece laxo con unas
protuberancias anchas en la superficie. La cromatina se condensa y el nucleo se
fragmenta. Aunque mas sutil morfolégicamente, hay también una fragmentacién de
las mitocondrias y otros orgdnulos celulares. Finalmente, las protuberancias del
citoplasma se cierran haciendo que la célula se divida en pequefios fragmentos
rodeados de membrana (cuerpos apoptdticos) que son retirados por fagocitosis sin
provocar una respuesta inflamatoria (Kerr et al. 1972). En la necrosis, en cambio, hay
una ruptura de la integridad de la membrana, tumefaccidén y desintegracién de las
organelas citoplasmaticas, incluyendo la mitocondria, dispersion de los ribosomas y
dilatacién, fragmentacion y vesiculacidén de las cisternas del reticulo endoplasmico y
del aparato de Golgi (Clarke et al. 1998). Al derramarse el contenido celular en el

espacio extracelular con frecuencia la necrosis induce una respuesta inflamatoria.

Estos cambios morfoldgicos de la apoptosis se corresponden a nivel del
proteoma con un proceso de protedlisis restringida de cientos de proteinas. Este
proceso se lleva a cabo por unas cistein aspartil proteasas llamadas caspasas. Estas
caspasas vendrian a ser una especie de agentes especializados para una demolicién
organizada de la célula sin dafios a las células vecinas. Estas proteasas estan presentes

en las células sanas como precursores inactivos (zimégenos) (Pop and Salvesen 2009).

Se distinguen dos grupos de caspasas: iniciadoras y efectoras. Las iniciadoras
activan a las efectoras y éstas, en cambio, escinden otras proteinas. Se consideran
iniciadoras las caspasas 8, 9 y 10. Las principales efectoras son las 3, 6 y 7 (Sastry and
Rao 2000; Green 2005). No todas las caspasas participan en la apoptosis. Por ejemplo,
caspasas 1, 4, 5 y 12 estdan mas involucradas en la regulacién de las citocinas

inflamatorias (Luthi and Martin 2007).
Como resultado de su actividad se producen entre otros fenémenos:

v' Fragmentacidn de constituyentes del citoescquelto, como microfilamentos de
actina y proteinas asociadas a la misma.
v Desintegracion de la ldmina nuclear.

v" Desmantelamiento de los sitios de adhesidn.
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v Activacidn de cinasas que fosforilan las histonas para la condensacién
de la cromatina.

v" Modificacion de factores de transcripcion, factores iniciadores de la
traduccion y proteinas ribosomales.

v" Fragmentacidn de organulos celulares.

Al final la célula se divide en cuerpos apoptdticos proceso que se supone que
facilita la eliminacién ordenada y sin ruptura de las membranas plasmaticas por parte
de los fagocitos. A pesar de la importancia de la fagocitosis, el como las células
apoptdticas coordinan su reconocimiento por los fagocitos no estd claro. El mejor
ejemplo de ligando para los fagocitos es la fosfatidil serina, fosfolipido de membrana
que normalmente esta confinado a la cara interna de la membrana plasmatica, pero
que se trasloca al exterior en respuesta a los estimulos proapoptdéticos donde induce la

fagocitosis (Martin et al. 1995; Martin et al. 2009).

De hecho, la apoptosis es un proceso activo de la célula, que precisa energia vy,
por tanto, dependiente de que exista un metabolismo energético funcional en esa

célula que ha sido destinada a morir (Nicotera et al. 2000).

1.3.2. Mecanismos moleculares de la apoptosis

La activacion bioquimica de la apoptosis clasica ocurre a través de dos rutas
principales, son las llamadas vias extrinseca e intrinseca. La via extrinseca se origina
con la activacién de unos receptores celulares (como el Fas) y condiciona la activacion
de las caspasas iniciadoras 8 ¢ 10 (Salvesen and Dixit). La via intrinseca se origina con
la liberacién mitocondrial de citocromo c¢ y la activacion de la caspasa iniciadora 9
(Esquema I). Una tercera via, peor caracterizada (esencialmente una segunda via

intrinseca), se origina en el reticulo endoplasmico (Bredesen et al. 2006).

Como se introducia previamente, la via extrinseca comienza tras la unién de
proteinas extracelulares de sefalizacion a unos receptores de la superficie celular
denominados receptores de muerte celular. Pertenecen a la familia de receptores TNF
(Tumor necrosis factor; que incluye el propio receptor TNF y el receptor de muerte

Fas). Los ligandos pertenecen a la familia de proteinas de sefializacién de TNF. Una vez
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que se produce la unién del ligando a su receptor, esto condiciona que se recluten
unas proteinas adaptadoras, que, a su vez, reclutan las procaspasas. El conjunto forma
el complejo de sefalizacion de induccién de muerte (DISC: death inducing signalin
complex) que condiciona la activacién de las caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 10)
quienes, a su vez, en una cascada descendente, activaran las efectoras. Debe tenerse
en cuenta que, en determinadas circunstancias, la activacién de los receptores de

muerte celular activan otras vias intracelulares distintas (como es la via NFkB).

La via intrinseca, en cambio, depende de la liberacién al citosol de proteinas
mitocondriales del espacio intermembrana. Una de las proteinas cruciales en esta ruta
es el citocromo ¢, proteina soluble de la cadena transportadora de electrones que,
cuando se libera al citosol tiene una accién distinta: se une a APAF1 (apoptotic
protease activating factor 1). Al hacerlo oligomeriza a un heptamero que recluta la
procaspasa 9, activandola y formando el apoptosoma (Zou et al. 1999).La caspasa 9
activa inicia la cascada de sefializacién que activa las caspasas efectoras (caspasas 3 y

7), lo que culmina en la muerte celular por apoptosis (Esquema ).

1.3.3. Regulacion de la apoptosis

La apoptosis estad estrechamente regulada, lo cual es légico de cara a asegurar
que la célula sélo se mata cuando es pertinente. Uno de los principales sistemas
reguladores es el relacionado con la famila de proteinas Bcl2. Estas proteinas
contienen uno o mas dominios BH (Bcl-2 homology) que son esenciales para las

interacciones heterodiméricas entre ellas (Chittenden 2002; Chipuk et al. 2010).

Las proteinas Bcl2 de los mamiferos actuan, sobre todo, en la via intrinseca
controlando la liberacion de proteinas mitrocondriales en el citosol. Hay proteinas Bcl2
proapoptdticas y antiapoptdticas y el balance entre las actividades de estas dos clases
determina si la célula vive o se activa la via intrinseca. Las antiapoptdticas como la
propia Bcl2 (el miembro fundador de la familia) y Bcl-X/(Bcl-2-like) previenen la
apoptosis uniéndose e inhibiendo a las proapoptéticas, bien en el citosol o en la

superficie externa de la memabrana mitocondrial (Chipuk et al. 2010).

Las proteinas proapoptoticas consisten en dos subfamilias: proteinas BH
dominios 1-3, como Bax (Bcl-2-associated X protein) y Bak (Bcl-2 antagonist/killer) y

proteinas BH3-only, como Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) and Bid (BH3-
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interacting-domain death agonist). La segundas neutralizan a las antiapoptdticas y
activan a las primeras, que se agregan en oligdmeros y forman poros en la membrana
externa mitocondrial, lo que induce la liberacién de moléculas proapoptéticas, como
es el citocromo ¢, que inicia la activacidén de la via de las caspasas y la muerte celular

por apoptosis (Schuler et al. 2000; Galonek and Hardwick 2006; Ghiotto et al. 2010).

(= ligémeros BH3-only  Eotimulo
“—Bax/Bak apoptoético
[/citocremo’¢
>
APAF1
Apoptosoma Caspasa-3

S (
Q) m (b Apoptosis
<
Caspasa-9 o Caspasa-7
o (o OO

Esquema 1. Via intrinseca de la apoptosis. Tras un estimulo apoptético, las proteinas BH3-only activan Bax
o Bak, que se agregan formando oligdémeros en la membrana externa mitocondrial. Esta permeabilizacion
permite la salida de citocromo ¢ del espacio intermembrana al citosol. El citocromo ¢ se une a APAFI1,
induciendo su heptamerizacién y uniéon a la procaspasa 9 (apoptosoma). La caspasa 9 activada por el

apoptosoma procesa y activa las caspasas efectoras (caspasa 3y 7).

1.3.4. Identificacion de la apoptosis en infartos y

hemorragias intracerebrales.

Aparte de la deteccion de los cambios citoldgicos descritos como
caracteristicos de la muerte por apoptosis, se han ideado otros procedimientos que
tratan de identificar este tipo de muerte celular. Uno de ellos se basa en el hecho de
que en la apoptosis, junto con la fragmentacién de la cromatina, se generan multiples
fragmentos de ADN con extremos 3’-hidroxilo, libres. La desoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT) es una enzima que cataliza la incorporacién de nucleétidos al ADN.
Utilizdndola junto con nucledtidos de deoxiuridina trifosfato marcados con
fluorescencia, estos se unirdn en los puntos con hebras de ADN roto que dejen
expuestos estos extremos 3’-hidroxilo y permitirdan marcar el ADN fragmentado. Esta

técnica de tincién se denomina TUNEL (TdT-dUDP biotin Nick end labeling) y se utiliza
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como forma de deteccion sensible de ADN fragmentado, asumiendo muchas veces que
esto es especifico de la muerte por apoptosis. Sin embargo, hay evidencias de que el
marcaje con la técnica TUNEL no es completamente especifica, asi, daino del ADN por
estrés oxidativo también puede ser TUNEL® (Sun 1990; Stadelmann et al. 1998;

Graeber and Moran 2002).

Hay una gran cantidad de literatura cientifica acerca del papel de la apoptosis
en la isquemia cerebral (Doyle et al. 2008; Harraz et al. 2008; Bolanos et al. 2009). Lo
llamativo es que, desde un punto de vista puramente morfolégico (que fue como
primero se caracterizd esta forma de muerte celular) los hallazgos que apoyen la
importancia de la muerte por apoptosis no son muy significativos. El hallazgo
patoldgico fundamental es la necrosis y tan solo se han descrito cambios consistentes
con apoptosis cuando la isquemia es transitoria o poco intensa (Graham and Chen
2001). Sin embargo, utilizando técnicas del tipo TUNEL, numerosos estudios han
detectado fragmentacién del ADN inter-nucleosomal en modelos de isquemia cerebral
(Li et al. 1995; Charriaut-Marlangue et al. 1996; Chen et al. 1997; Doyle et al. 2008),
especialmente en las partes periféricas sugestivas de tratarse de las “areas de
penumbra” (Sairanen et al. 2006). Especialmente significativo quizds sean los hallazgos
relacionados con la expresidn y actividad de los genes que regulan la apoptosis. En
conjunto las evidencias sefialan que en la isquemia hay una alteracién de la expresion
génica de caspasas y de proteinas de la familia Bcl-2 y que la manipulacidn de dichos
genes (mediante transgénicos, vectores virales, etc.) puede cambiar, al menos en
parte, la magnitud de las neuronas que mueren tras el insulto isquémico (Chen et al.
1998; Graham and Chen 2001), lo cual apoya el papel de los mecanismos de muerte

celular programada en la isquemia.

Otros autores, en cambio, plantean que este tipo de muerte celular es un
proceso “activo” que requiere energia por lo que podria ocurrir que los mecanismos
apoptéticos se inicien pero no haya energia suficiente para continuarlos (Benchoua et
al. 2001) con lo que la apoptosis podria tener sélo que ver con una pequefia
proporcion de la muerte celular en la zona de penumbra o en neuronas reperfundidas,
sin magnitud suficiente como para tener una repercusion funcional en el pronéstico de

los pacientes.

En cuanto a las hemorragias intracerebrales, utilizando técnicas de TUNEL y de

histoquimica para deteccidon de caspasa 3 hay estudios experimentales que han

26



Introducciéon

encontrado que la mayoria de las células que mueren en un hematoma intracerebral
(salvo las del centro del hematoma) son neuronas TUNEL® (Gong et al. 2001). Incluso
hay evidencias histoldgicas en pacientes con HIC sometidos a cirugia que sugieren que
una proporcién importante de la muerte celular mostraba las caracteristicas TUNEL"
(Qureshi et al. 2003). Con las limitaciones inherentes a la técnica ya mencionadas, esto
abre la posibilidad a que en las HIC una buena porcién de la muerte neuronal sea por
proceso apoptotico. Hay también estudios que han encontrado descensos de Fas-
soluble (que inhibe la interaccién de Fas con su ligando) lo que implicaria una
activacion del sistema Fas/Fas-L (uno de los receptores de muerte celular de la via
extrinseca) (Delgado et al. 2008). A esto debe afiadirse que el pico maximo de muerte
celular en los modelos experimentales ocurre de forma tardia (= 3 dias). Asi como el
edema inducido por los hematomas, la muerte neuronal tras un HIC podria ser el
resultado, al menos en parte, del efecto toxico de algunos componentes del coagulo
(el mas estudiado es la trombina) (Lee et al. 1997). Pareceria que, al menos
tedricamente, salvo en la zona central donde el efecto mecdnico es més intenso, en los
HIC existe una muerte celular mas retardada y mas “tdxica”, sin privaciéon energética,

en la que encajarian mejor los procesos de muerte celular programada.

2. PROTEINA SUPRESORA TUMORAL P53.

La proteina p53, codificada por el gen supresor tumoral Tp53, es un factor de
transcripcidn que regula importantes procesos celulares, tales como el control del ciclo
celular, la apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad genética. Todos ellos resaltan
el papel fundamental de esta proteina en la proteccién del organismo contra las

consecuencias del dafio celular y el riesgo de cancer (Junttila and Evan 2009).

Los niveles intracelulares de p53 estan finamente regulados, ya que de ello va
a depender su actividad funcional. Asi, p53 tiene una vida media muy corta (15-20
minutos) y se expresa, constitutivamente, en niveles casi indetectables en la mayoria

de células, incluidas las neuronas (Soussi 2000).

La interaccion de p53 con la E3 ubiquitina proteina ligasa MDM2 (murine

double minute-2), o su homélogo en humanos HDM2, regula la degradacién rapida y
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continuada de la proteina (Michael and Oren 2003). En el nticleo, HDM2/MDM2 se une
al extremo amino-terminal de p53 y dirige la translocacidon de la proteina desde el
nucleo hacia el citoplasma donde es degradada por el proteosoma (Prives and Hall
1999). Los mecanismos moleculares que median la acumulacidn de p53 en condiciones
de estrés celular incluyen la acetilacion y fosforilaciéon de p53, la interferencia con el
sistema HDM2/MDM?2 o la inhibiciéon de la actividad proteosémica (Culmsee and

Mattson 2005).

Cuando acontece alguna circunstancia anormal se bloquea la degradacién de
p53 y aumenta su concentracién. De hecho, p53 es una pieza maestra en la regulacién
de la muerte celular por apoptosis (Schmitt et al. 2002). Entre los mecanismos
moleculares mas cldsicamente estudiados estd la uniéon al ADN para inducir la
transcripcion de p21, que bloquea la actividad quinasa de los complejos Cdk (quinasas
dependientes de ciclinas) impidiendo que la célula entre en fase S del ciclo y, por

tanto, la replicacién del ADN (Polager and Ginsberg 2009).

Parece, ademas, que muchas de sus funciones podrian ejercerse por su papel
de factor de transcripcidn de otras proteinas. Asi la transcripcion de Bax estd regulada
por p53 (Okuno et al. 2004; Niizuma et al. 2009). Otro ejemplo es PUMA (p53-up-
regulated modulator of apoptosis). PUMA es inducida por p53, de hecho, fue
originalmente identificada como una diana directa de p53 con dos posibles sitios de
unidn (Nakano and Vousden 2001). PUMA es un potente inductor de apoptosis a
través de una via dependiente de la mitocondria (Yu et al. 2001) interaccionando con
proteinas de la familia Bcl2 pro y antiapoptéticas, induciendo también la liberacién de
citocromo ¢ (Chen et al. 2005). Otra via mas es PIDD (p53-induced protein with a death
domain). Se trata de otra proteina transcripcionalmente inducida por p53, uno de
cuyos fragmentos tras autoproteolisis (PIDD-CC) es capaz de interaccionar con la
caspasa 2 formando un complejo proteico (PIDDsoma) que regula la apoptosis

inducida por estrés (Tinel and Tschopp 2004).

Sin embargo, los mecanismos de actuacién de p53 son complejos y no se
limitan a su actividad como factor regulador de la expresién de genes. Hay evidencias
de que p53 puede inducir apoptosis por mecanismos independientes a su actividad
transcripcional. Asi, en respuesta a ciertos estimulos de muerte, en algunos tipos
celulares, una fraccién de p53 estabilizada traslocaria a la mitocondria formando

complejos con las proteinas antiapoptdticas Bcl-XL y Bcl-2, condicionando
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directamente la liberacién de citocromo c y activacién de caspasas (Mihara et al. 2003;
Endo et al. 2006). Esta respuesta apoptdtica serviria para acelerar y amplificar la

respuesta mediada por transcripcidn, en principio mas lenta (Erster et al. 2004).

Hay, incluso, evidencias que ligan p53 con el estrés oxidativo. Los genes diana
de p53 aparecen inducidos en muestras de células sometidas a estrés oxidativo (Han et
al. 2008), y la sobreexpresién de “scavengers” especificos como la SOD1 (superoxido
dismutasal), inhibe la elevacion de p53 tras isquemia experimental (Saito et al. 2005).
A la inversa, los animales mutantes en el gen de la SOD1 (SODl'/' v SODl'“) muestran
mayor susceptibilidad a la muerte neuronal por apoptosis tras la isquemia (Kawase et

al. 1999).

En resumen, cuando concurren condiciones de estrés celular tales como el
estrés genotoxico, la hipoxia/isquemia o la activacién oncogénica, se produce la
estabilizacién y activacién de p53 y, como resultado final, la parada del ciclo celular,
senescencia y/o apoptosis, dependiendo del contexto celular (Jin and Levine 2001;
Culmsee and Mattson 2005). Para el caso concreto de la isquemia cerebral, p53 se
acumula y activa rapidamente, lo que supone que se iniciaria la apoptosis, tanto en la
regidon isquémica como en la zona de penumbra (Crumrine et al. 1994; Saito et al.

2005; Luo et al. 2009).

Por tanto, si en una determinada condicién la muerte celular por apoptosis es
un hecho fundamental, las eventuales variaciones funcionales de p53, dado su papel

central en este proceso, pueden resultar también claves.

2.1. Polimorfismos en el gen Tp53

Clasicamente el término polimorfismo se ha usado para definir a aquellas
mutaciones que aparecen con una frecuencia < 1% en la poblacion. Entre los
polimorfismos se incluyen los SNP (single nucleotide polymorphism), que origina como
resultado de la mutacion de una sola base, y los STR (short tandem repeat), que se
producen como resultado de una insercidén o delecién de una seccion del ADN. Los SNP
que se localizan en regiones codificantes, al producir variaciones de aminoacidos,
pueden originar una proteina variante (variante polimdrfica) y causar cambios del

fenotipo (Sunyaev et al. 2001).
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De todos los genes supresores de tumores, pocos hay tan importantes como el
gen Tp53. Considerado como el gen mas frecuentemente mutado en el cancer, se
estima que estda inactivado por mutacién en alrededor del 50% de los tumores
humanos (Murphy 2006). En esas circunstancias, mantener una variacidon en este gen
prevalente en la poblacién, una mutacién que ademas pueda tener trascendencia

funcional, en principio puede resultar sorprendente.

El gen Tp53 estd constituido por 393 codones distribuidos en 11 exones que

ocupan cerca de 20.000 bp (pares de bases) en el brazo corto del cromosoma 17

(Esquema Il).
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Esquema 1. Organizacion del gen Tp53. La longitud de los exones (E) e intrones (I) se expresa en pares de

bases. Latranscripcion comienza en el exon 2.

En el gen Tp53 se han identificado polimorfismos tanto en los exones como en
los intrones. Entre los mas fecuentes estan los polimorfismos en el exén 4

(concretamente en el coddén 72) y en el intrén 3 (Whibley et al. 2009).

En el intron 3 de Tp53 se ha encontrado una insercidn de 16 bp en el
nucleétido 11.951 de la secuencia del gen, correspondiente a la repeticién exacta de
16 bp (5-GGGCTGGG+GACCTGGA-GGGCTGGG+GACCTGGA-GGGCTGGG-3’, insercidn
en rojo) (Lazar et al. 1993). Este polimorfismo (Ins16bp, rs59758982) es el Unico
polimorfismo intrénico que se ha asociado con un incremento en el riesgo de padecer
ciertos canceres (Wang-Gohrke et al. 1999; Costa et al. 2008; Whibley et al. 2009). Sin
embargo, su proximidad con el polimorfismo en el coddn 72 del exdn 4 se ha sugerido
que podria ser la responsable de la asociacion entre este alelo y el cancer (Whibley et

al. 2009).
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En el exdn 4 se han descrito polimorfismos en el codén 72, que describimos en
detalle abajo, y en el coddn 47. Este ultimo, muy infrecuente, resulta de la sustitucion
de la base C por T en la posiciéon 1 del coddén 47 y se descrito, Unicamente, en la
poblacidn de origen africano (Felley-Bosco et al. 1993). Ademas, hay polimorfismos en
otros genes distintos pero fuertemente relacionados con la actividad de p53. Por
ejemplo, polimorfismos en el intron 1 del gen MDM2 o polimorfismos en los
elementos de respuesta de los genes diana de p53. De estos ultimos falta todavia
informacion sobre su eventual impacto en la capacidad de respuesta de p53 (Murphy
2006). Pero, ya sdlo con los primeros, que si tienen traduccidon funcional, esta
prevalencia de polimorfismos ha de implicar la existencia de una presién selectiva
(Hughes and Yeager 1998) de forma que se obtenga alguna ventaja evolutiva por otro

lado que compense sus riesgos.

El cDNA que codifica p53 fue sintetizado en 1983 (Matlashewski et al. 1984).
Poco después se identificaba una de las variaciones de su secuencia de aminodcidos. El
sitio polimdrfico que nos interesa, especifico de humanos, esta situado en el exén 4,
codon 72 del gen Tp53 (polimorfismo Arg72Pro, rs1042522). Asi, el codén 72 contiene
bien CCC, que codifica un residuo de prolina (Pro) y da lugar a la variante p53-Pro, o
bien CGC, que codifica una arginina (Arg), sintetizandose la variante p53-Arg (Pietsch
et al. 2006). El polimorfismo afecta a un dominio rico en prolina de la proteina, que
parece esencial para la funcién de la misma (Walker and Levine 1996; Sakamuro et al.

1997; Murphy 2006).

En 1994 Beckman y colaboradores detectaban las variaciones estadisticamente
significativas en la frecuencia alélica entre diferentes grupos étnicos, sosteniendo que
la frecuencia del alelo Pro se incrementaba de acuerdo con la proximidad al ecuador
(Beckman et al. 1994). Estudios posteriores mostraron que habia diferencias en la
funcion de la proteina, dependientes de esa variacion génica. Asi, la variante p53-Arg
tenia una mayor capacidad de inducir apoptosis en linfocitos y lineas tumorales
superior a la variante p53-Pro (Bonafe et al. 2002; Dumont et al. 2003; Bonafe et al.
2004). De hecho, se ha relacionado el polimorfismo Arg72Pro con la edad de
comienzo, progresién y supervivencia en diferentes tipos de cdncer. Sin embargo,
hasta el momento no ha habido unanimidad en los resultados (Murphy 2006; Whibley
et al. 2009). Esta diferente actividad apoptdtica asentaba en una mayor facilidad para

pasar al citoplasma e interaccionar con la mitocondria (Dumont et al. 2003). Esto
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sugeria que el polimorfismo afectaria fundamentalmente a la capacidad de inducir

apoptosis, no dependiente de sus efectos transcripcionales.

Una de las hipdtesis barajadas para explicar la prevalencia del polimorfismo se
basa en que p53-Pro estaria vinculado a pieles con mds melanina y que mas
rapidamente oscurecen tras la exposicidn al sol. De esta forma esta variante habria
sido seleccionada en las zonas préximas al ecuador donde esa melanina protegeria de
la fotolisis del folato y hace menos necesaria unos mecanismos apoptdticos muy
sensibles. En cambio, en las zonas alejada al ecuador se habria seleccionado la
variante p53-Arg, premiando la absorcidn de vitamina D por pieles claras sobre la
evitacion de la fotolisis del folato (ya que la luz es menos intensa) y precisando, a

cambio, mecanismos apoptoticos mds sensibles (McGregor et al. 2002).
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1. HIPOTESIS.

De la patologia y patogenia del ictus, tanto isquémico como hemorragico, se
infiere la importancia de conocer los mecanismos por los cuales se produce la muerte
celular en estos pacientes. Este puede constituir un punto clave para entender mejor

el proceso vy, a la vez, poder identificar potenciales nuevas dianas terapéuticas.

Especialmente en los infartos (menos claro en las hemorragias) parece que el
mecanismo dominante de muerte neuronal seria la necrosis. Sin embargo, existen
evidencias de que, sobre todo en las llamadas “zonas de penumbra” o en relacién con
el destino de neuronas tras la reperfusion, la muerte neuronal por apoptosis podria ser
importante. Cosa distinta es si el alcance de este fendmeno es de magnitud suficiente
como para suponer que pueda tener una repercusidn significativa en la situacién

funcional final de los pacientes.

Si la apoptosis fuese suficientemente importante, la funciéon de una proteina
tan determinante para ella como p53, también lo seria. De lo cual se deduciria que
polimorfismos en el gen que la codifica con efecto en la actividad apoptética de la

proteina, también lo serian.

De entre la complejidad de mecanismos por los que puede intervenir p53 en la
apoptosis, en una situacién como la isquémia de privacidn energética, parece mas
légico que tengan especial importancia los mecanismos relacionados con la disfuncién

mitocondrial.

Por tanto las hipotesis subyacentes al presente trabajo se pueden

esquematizar de la siguiente manera:

v" Los mecanismos de muerte celular programada son de suficiente importancia
como para condicionar la magnitud del dafio cerebral y situacion funcional de

los pacientes (prondstico).

v" Una diferente capacidad apoptdtica condicionada por el polimorfismo del exén

4, codon 72 del gen Tp53, tiene repercusidn en el prondstico de los pacientes.
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v" Los mecanismos moleculares por los que una p53 con mayor actividad
apoptdtica condiciona una mayor muerte neuronal en la isquemia tienen mas

que ver con la disfuncién mitocondrial.

2. OBJETIVOS.

Nuestros objetivos generales han sido:

1. Investigar el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 como eventual biomarcador
genético del prondstico del ictus.

2. Investigar los mecanismos moleculares que median la diferente actividad
apoptdtica de las variantes polimérficas de p53, p53-Arg y p53-Pro, en las

neuronas.

Como objetivos especificos, nos hemos propuesto:

v Realizar un estudio observacional, prospectivo, de dos cohortes de pacientes,
una de pacientes con ictus isquémico y otra con ictus hemorragico. En ellas
realizar un analisis principal para ver si el polimorfismo en el exén 4, codén 72
(Arg72Pro) del gen Tp53, se mantiene como predictor independiente de mal
prondstico funcional en un analisis de regresidon multivariante.

v' Ademds, en estas cohortes, realizar unos andlisis secundarios para ver si el
polimorfismo es predictor independiente de otras variables respuesta
secundarias: Deterioro neurolégico precoz y volumen de la lesion (para los
infartos) y volumen residual y volumen del edema perihematoma (para las
hemorragias).

v" Incluir, en esas mismas cohortes, el andlisis de la relacidn entre el
polimorfismo en el intron 3 (Ins16bp) del gen Tp53 y el prondstico funcional
tras el ictus, con objeto de controlar una eventual relacion por desequilibrio de
ligamiento con el genotipo de este locus cercano.

v Estudiar la actividad apoptdtica de las variantes polimorficas de p53, p53-Arg y
p53-Pro, en neuronas corticales en cultivo primario. Con este objetivo

pretendemos asentar que esa eventual vinculacidon entre el polimorfismo
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Arg72Pro de Tp53 y el prondstico funcional esta relacionada con una diferente
actividad apoptotica.

Identificar los mecanismos moleculares responsables de la diferente actividad
apoptdtica de las variantes polimdrficas p53-Arg y p53-Pro, haciendo especial

hincapié en una posible interaccién con la mitocondria.
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1. ESTUDIO CLINICO.

Se ha realizado un estudio prospectivo observacional en pacientes con
hemorragia intracerebral (HIC) y pacientes con infarto cerebral ingresados en el
Hospital Universitario de Santiago de Compostela durante 2006-2008. Dicho estudio se
enmarca en el contexto de colaboracién propiciado por la Red de Investigacion
Cooperativa Neurovascular (RENEVAS), integrada por 22 grupos de diferentes

comunidades del Estado.

1.1. Poblacion de pacientes.

Se reclutaron hospitalarias de pacientes, una de pacientes
ingresados por HIC y otra de pacientes ingresados por infarto cerebral, en el Hospital
Universitario de Santiago de Compostela sin conocimiento previo de la hipdtesis de

partida ni de los resultados experimentales.

Los datos correspondientes a los pacientes fueron recogidos de forma

e incluidos en una base de datos. La informacién recogida incluia datos
demograficos, factores de riesgo vascular, datos de presentacidn clinica, temperatura,
tension arterial, marcadores inflamatorios, magnitud del dafio neuroldgico (recogido
mediante la escala de ictus del National Institute of Health: NIHSS) (Wityk et al. 1994),
parametros de laboratorio y situacion funcional a los 3 meses. Para la cohorte de
infartos cerebrales ademas se recogié especificamente informacién sobre volumen del
infarto, etiologia y deterioro neurolégico precoz. Para la de HIC se recogio informacién
sobre las variables topografia de la hemorragia, volumen al inicio, volumen del edema,

etiologia y extensidn ventricular.

El en la muestra fue el de pacientes consecutivos que
ingresaron en el Servicio de Neurologia por un infarto o una HIC espontdnea, no
traumatica, de menos de 12 horas desde el inicio de los sintomas (o desde el inicio del

suefio, en aquellos de presentacion al despertar), previamente independientes.

De la cohote de pacientes con infarto cerebral, se excluyeron 65 pacientes

tratados con activador de plasminégeno tisular recombinante (r-tPA), 33 que
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participaron en ensayos clinicos y 28 pacientes con enfermedades sistémicas graves.
De los pacientes detectados con HIC se excluyeron 16 con anomalias cerebrales
subyacentes (3 malformaciones arteriovenosas y 13 con tumores) y 9 pacientes con
enfermedades sistémicas graves. Veinticuatro pacientes rehusaron participar y 36 se
perdieron durante el seguimiento. Al final, se incluyeron en las cohortes un total de

408 pacientes con ictus isquémico y 128 con hemorragia intracerebral.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico y se solicitd

consentimiento informado a los pacientes o sus familiares.

1.2. Variables clinicas.

Los pacientes fueron ingresados en la Unidad de Ictus del Hospital
Universitario de Santiago de Compostela en la fase aguda y su manejo diagndstico y
terapéutico se ajustd a las guias ad hoc publicadas por el Grupo de Enfermedades

Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de Neurologia (Neurologia 2004).

La etiologia de los infartos se asignd con arreglo a las categorias de la
clasificacion TOAST (Adams et al. 1993). Los grupos etioldgicos para las HIC fueron:
Hipertensivas, por Angiopatia Amiloide, por Anticoagulacion e Indeterminada. En
cuanto a los grupos topograficos se clasificaron en: Profundos, Lobulares, Cerebelosos,

del Tronco Encéfalo y Primariamente intraventriculares.

La cuantificacion del defecto neuroldégico mediante la NIHSS se realiz6 por

neurdlogos con certificacion acreditativa de dicha formacioén.

Se considerd deterioro neuroldgico precoz a un empeoramiento en 4 o mas

puntos en el valor de la NIHSS en las primeras 48 horas tras el ictus.

En cuanto a las medidas de los voliumenes, para los infartos se realizaron
estudios de TC en el momento del ingreso y entre 4-7 dias después. El volumen del
infarto se establecid en el 22 estudio de TC por la férmula 0,5 x Ax Bx C, donde Ay B
son los didmetros perpendiculares mas grandes y C el grosor. En las HIC se realizaron
estudios de TC al ingreso, entre las 48 y 72 horas del mismo y un tercer estudio a los 3
meses * 15 dias. El volumen del hematoma se establecié en el primer TC. El volumen

del edema peri-hematoma se determind en el 22 TC: volumen total — volumen del
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hematoma. El volumen residual de la lesién dejada por la HIC se establecid en este 3er
TC, siempre por la misma férmula. Todas las medidas se realizaron por un Unico
radidlogo independiente, “ciego” para los datos clinicos de los pacientes y los

resultados de laboratorio.

La variable dependiente (variable resultado) principal fue la situacién funcional
a los 3 meses. La cuantificacion del estado funcional se realizé mediante la escala de
Rankin modificada (Rankin-m, Tabla Ill) (Wolfe et al. 1991). Se categorizé considerando
mal prondstico aquellos con puntuaciones > 2 (buen prondstico si puntuacién fue de 2

o inferior).

Tabla IIlI. Escala de Rankin modificada (Rankin-m).

Rankin- %

m

0 Sin sintomas

1 Sin incapacidad Capaz de realizar sus actividades y
importante obligaciones habituales.

2 Incapacidad Incapaz de realizar algunas de sus
leve actividades previas, pero capaz de velar por

sus intereses y asuntos sin ayuda.

3 Incapacidad Sintomas que restringen significativamente
moderada su estilo de vida o impiden su subsistencia

totalmente auténoma.

4 Incapacidad Sintomas que impiden claramente su
moderadamente subsistencia independiente aunque sin
severa necesidad de atencién continua.

5 Incapacidad Totalmente  dependiente, necesitando
severa asistencia constante dia y noche.

6 Muerte

Para los analisis secundarios, se evaluaron como variables respuesta, para los
infartos cerebrales, la proporcidn de pacientes con deterioro neuroldgico precoz y el
volumen del infarto en el 22 TC. Para las HIC se valoraron, ademds de la variable
principal, el volumen del edema perihematoma y el volumen de la lesién residual final

enel3° TC.

1.3. Genotipado de los polimorfismos de Tp53.

Los polimorfismos en el intron 3 (Ins16bp; rs59758982) y en el exén 4
(Arg72Pro; rs1042522) del gen Tp53se genotiparon mediante PCR (Polymerase Chain

Reaction) (Lazar et al. 1993) (Matlashewski et al. 1987). En el caso del polimorfismo
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Arg72Pro, la discriminacion alélica se llevé a cabo mediante RFLP (restriction fragment
length polymorphisms), que consiste en el analisis del tamafio de los fragmentos

generados tras la digestion del DNA con endonucleasas de restriccidn.

Las muestras de DNA procedente de la sangre de los pacientes se amplificaron
por PCR en un termociclador automatico (Mastercycler Pro, Eppendorf Ibérica, San
Sebastian de los Reyes, Madrid, Espafia). Las PCRs se realizaron en un volumen final de
25 pL que contenian 250 ng de DNA gendmico, MgCl, 1,5 mM, desoxinucleétidos
trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 100 mM, 15 pmol de cada oligonucleétido cebador
(sentido y anti-sentido) y 0,5 U de la Tag polymerase (Promega®, Promega Biotech
Ibérica, Alcobendas, Madrid, Espafia). Las condiciones experimentales de las PCRs
fueron similares, ajustandose en cada caso la temperatura de anillamiento especifica
para cada pareja de cebadores: 1 x (952C, 5 min), 35 x (952C, 30 seg; 62°C ¢ 569C, 30
seg; 72°C, 30 seg), 1 x (722C, 10 min).

Posteriormente, los fragmentos amplificados mediante PCR se separaron por
su tamafio mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 3 - 4% (Gibco
BRL Life Technologies, California, USA). La electroforésis se llevo a cabo en tampdon TBE
1X (Tris-HCI 0,044 M, H3BOs 0,044 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,3) a 120 voltios, durante 30
minutos. Como marcador del peso molecular se utiliz6é DNA del fago ®X-174
previamente cortado con la endonucleasa Haelll, lo que genera una mezcla de once
fragmentos de DNA de diferente tamafio (1,353 - 0,072 Kb). Para monitorizar la
migracién del DNA en el gel se incluyeron dos colorantes en el tampdén de carga:

xileno-cianol y azul de bromofenol.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de
agarosa utilizando bromuro de etidio (0.1pg/ml), que actla intercaldndose entre las
bases nitrogenadas del DNA y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254
nm). Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un sistema de fotografia

digital (Kodak DC40) acoplado a un programa informatico de tratamiento de imagen.

1.3.1. Polimorfismo en el intrén 3 de Tp53 (Ins16bp;
rs59758982).

En el intrén 3 del gen Tp53 existe un polimorfismo que consiste en la insercion

de una secuencia de 16 bp (ACCTGGAGGGCTGGGG). El polimorfismo se analizé
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mediante la amplificacién por PCR de un fragmento de 268 bp que contiene la
secuencia polimorfa (Lazar et al. 1993). Los oligonucledtidos cebadores utilizados

fueron:

Oligonucledtido sentido: 5’-ATGGGACTGACTTTCTGCTCTT-3’

Oligonucledtido anti-sentido: 5'-CTGGCATTCTGGGAGCTTCA-3’

La temperatura de anillamiento utilizada en la PCR fue de 622C.

Para la discriminacion alélica del polimorfismo del intrén 3 no es necesaria la
digestién del producto de la PCR con endonucleasas de retriccién, basta con la

electroforesis horizontal del fragmento amplificado en geles de agarosa al 4%.

Los dos alelos posibles del polimorfismo Insi6bp generan tres genotipos

diferentes, como se muestra en la Figura A:

Homocigotos No insercién de 16 bp (No Ins/No Ins): fragmento de 268 bp.

Homocigotos Insercidn de 16 bp (Ins/Ins): fragmento de 252 bp.

Heterocigotos (No Ins/Ins): fragmentos de 268 y 252 bp.

Figura A. Electroforesis en gel de agarosa al 4% de los fragmentos amplificados por PCR del intron 3 de
Tp53. Los carriles 1, 3, 4 y 6 corresponden a pacientes homocigotos No Ins/No Ins; el carril 5 a paciente

homocigoto Ins/Ins; y el carril 2 a paciente heterocigoto (No Ins/Ins). M: marcador de tamafio molecular.
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1.3.2. Polimorfismo del codén 72 de Tp53 (Arg72Pro,
(rs1042522).

En el exén 4 del gen Tp53 se ha descrito un sitio polimdrfico especifico de
humanos (Arg72Pro; rs1042522). Asi, el codén 72 de Tp53 contienen bien CCC, que
codifica un residuo de prolina y da lugar a la variante polimdrfica p53-Pro, o bien CGC,

que codifica una arginina y se sintetiza la variante p53-Arg (Pietsch et al. 2006).

El analisis del polimorfismo se realizé mediante amplificacién por PCR de un
fragmento de 291 bp del exdn 4 (Matlashewski et al. 1987), utilizdndose los

oligonucledtidos cebadores:
Oligonucleétido sentido: 5’-TCTACAGTCCCCCTTGCCGT-3’
Oligonucleétido anti-sentido: 5'-CTGACCGTGCAAGTCACAGA-3’
La temperatura de anillamiento utilizada en la PCR fue de 562C.

El producto de la PCR fue digerido con la enzima de restriccion BstU!
(Bsh1236l, Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario, Canada) que reconoce el sitio
de corte generado en la secuencia por el cambio de Citosina por Guanina. Los
fragmentos generados tras la digestion a 372C se separaron por electroforesis

horizontal en geles de agarosa al 3%, generando tres genotipos diferentes (Figura B):
Homocigotos de prolina (Pro/Pro): fragmento de 291 bp.
Homocigotos de arginina (Arg/Arg): fragmentos de 165y 126 bp.

Heterocigotos (Arg/Pro): fragmentos de 291, 165 y 126 bp.
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Figura B. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos amplificados por PCR del codon 72 de
Tp53 y digeridos con BstUI Los carriles 1, 3, 4 y 7 corresponden a pacientes homocigotos Arg/Arg; el
carril 5 a paciente homocigoto Pro/Pro; y el carril 2 a paciente heterocigoto (Arg/Pro). M: marcador de

tamafo molecular.

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL.

2.1. Cultivos primarios de neuronas de corteza de rata.

Para llevar a cabo los objetivos relativos al estudio de la diferente actividad
apoptética de las variantes polimorficas de p53 (p53-Arg y p53-Pro), se prepararon
cultivos de neuronas corticales utilizando ratas gestantes albinas de la raza Wistar,
criadas y suministradas por el Servicio de Experimentacidon Animal de la Universidad de

Salamanca.

Para la realizacion del cultivo primario de neuronas se utilizaron fetos de rata
de 16 dias de gestacion (Almeida and Medina 1998). Las ratas gestantes se
anestesiaron con éter etilico, se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se

extrajeron los fetos rapidamente mediante histerectomia.

Los fetos se trasladaron a una cabina de flujo laminar (TC48, Gelaire Flow
Laboratories, McLean, Virginia, USA) para garantizar las condiciones de esterilidad en
el cultivo. Tras la extraccién de los dos hemisferios cerebrales, se depositaron en una
placa Petri de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca) con la solucion de disgregacion
(NaCl 116 mM, KCI 5,40 mM, NaH,PO, 1,01 mM, MgSO4 1,50 mM, NaHCO3 26 mM,
glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/Il, albimina 0,3% p/v y DNAsa tipo | 20 pug/ml, pH 7,2).

Tras 4 minutos de sedimentacidn en un tubo de 50 ml (BD Falcon, Bedford, MA, USA),
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se retiré el sobrenadante y el tejido se resuspendié suavemente en la solucién de
tripsinizacion (solucidon de disgregacidén suplementada con tripsina 0,025% p/v). La
tripsinizacion del tejido se realizé a 372C durante 15 minutos, agitando suavemente
cada 3 6 4 minutos. La digestién se detuvo mediante la adicién de suero fetal de
ternera (FCS; Roche Diagnostics, Heidelberg, Alemania) a una concentracién final del

10% (v/v).

Tras centrifugar (500 x g, 5 min), el sedimento se resuspendio en la solucién de
disgregacién y se hizo pasar varias veces a través de una pipeta Pasteur siliconada. La
suspension celular se dejé reposar durante 4 minutos y el sobrenadante, que contenia
las células disociadas, se recogié cuidadosamente en un tubo de 50 ml. Finalmente, se
centrifugd (500 x g, 5 min) y el sedimento se resuspendiéo en 20 ml del medio de
cultivo, compuesto por DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma, Barcelona,
Espafia) suplementado con FCS a una concentracién final del 10% (v/v). El nimero
total de células vivas se determind mediante el recuento celular en una alicuota de 10
ul de la suspension celular, que se mezcld con 80 pl de azul de tripano (Sigma) al 0,2%
(v/v), utilizdndose una camara cuenta gldébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen,
Alemania) y un microscopio de contraste de fases (Wilovert Il pH, Helmut Hund GMBH,

Wetzlar, Alemania).

Las células se sembraron a una densidad de 2,510° células/cm? en medio de
cultivo en placas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca), previamente recubiertas
con poli-D-Lisina 10 pg/ml (Sigma). Las placas se mantuvieron en un incubador
(Thermo Forma 310, Thermo Forma, Ohio, EEUU) termostatizado a 372C, con una

atmosfera saturada de vapor de agua, compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO,.

A los 2 dias de cultivo, el medio se cambié por DMEM suplementado con suero
de caballo (HS; Sigma) al 5% (v/v), glucosa (Sigma) 20 mM vy arabindsido de citosina
(Sigma) 10 uM, para impedir la proliferacién de células no neuronales. Las células se
utilizaron a los 5-6 dias de cultivo. Bajo estas condiciones, los cultivos neuronales
mostraron una pureza aproximada del 95% (Figura C), determinada mediante

inmunorreaccidn con el marcador neuronal Map-2 (Almeida et al. 2005).
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Figura C. Neuronas corticales en cultivo primario. Microfotografias de neuronas corticales de 6 dias in
vitro, donde se muestra la pureza del cultivo (95%), determinada mediante inmunorreacciéon con el

marcador neuronal Map-2 (CF: contraste de fases).

2.2. Transfecciones celulares.

La expresidn de las variantes polimdrficas del gen humano de Tp53, p53-Arg o
p53-Pro, se realizd mediante transfeccion de las neuronas con los plasmidos (pIRES2-
eGFP; Clontech, BD Biosciences, Madrid) correspondientes (pIRES2-eGFP-p53Arg o
pIRES2-eGFP-p53Pro).

En este trabajo realizamos las transfecciones por medio de lipofeccién, que
consiste en la formacion de pequefios liposomas que contienen el DNA que queremos
introducir en la célula. Para ello, utilizamos el reactivo catidénico Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Madrid, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. En el
momento de realizar las transfecciones, las células estaban en un medio carente de

antibidticos.

Los plasmidos (pIRES2-eGFP; Clontech, BD Biosciences, Madrid) empleados en
este trabajo co-expresaban la variante polimorfica de p53, Arg-p53 (pIRES2-eGFP-
p53Arg) o Pro-p53 (pIRES2-eGFP-p53Pro), junto con la proteina verde fluorescente
(GFP), para posibilitar la identificacién de las neuronas transfectadas. La eficiencia de

la transfeccién se calculé mediante la cuantificacién de las células fluorescentes (GFP")
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por microscopia de fluorescencia (Leica Microsystems Wetzlar GMBH, Wetzlar,

Alemania), que resultd ser de aproximadamente un 7-9% en las neuronas.

La funcionalidad de los plasmidos utilizados se comprobd evaluando la
expresién de p53-Arg o p53-Pro, mediante inmunodeteccidon de proteinas (Western
Blot). Dada la baja eficiencia de las transfecciones en las neuronas (7-9%), esta
comprobacidn se realizd en la linea celular procedente de rifidn de embridon humano
293T (HEK293T), en las que la eficiencia de la transfeccion fue del 80-90%. Esta linea
celular se mantuvo en crecimiento en DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v).
Veinticuatro horas antes de la transfeccion, las células se sembraron a una densidad de

10° células/cm” en placas de poliestireno recubiertas con poli-D-Lisina (10 pg/ml).

2.3. Analisis de la expresion de proteinas por Western

blot.

Para obtener los extractos proteicos, las células se lavaron con PBS y se lisaron
en tampon de RIPA (Na;HPO,4 12,5 mM, Tritédn X-100 1% v/v, SDS 0,1% v/v, EDTA 10
mM, NaCl 150 mM, pH 7, suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas:
aprotinina 10 ug/ml, leupeptina 10 ug/ml, inhibidor de tripsina 10 pg/ml, TLCK 100
UM, TPCK 100 uM, PMSF 100 uM, fenantrolina 1 mM, pestatina 10 pg/ml, NaF 50 mM,
NasVO,; 1mM). Los extractos se hirvieron durante 5 minutos, se centrifugaron a 13.000
x g durante 10 minutos y se recogié el sobrenadante. La concentracidn de proteinas se

determiné mediante el sistema BCA (Pierce, Rockford IL, USA).

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE, 10%), con un marcador de peso molecular (BenchMark™ Pre-stained
Protein Ladder, Invitrogen), utilizando un sistema de electroforesis vertical (Mini

Protean-3, Bio-Rad Laboratories, CA, USA).

Posteriormente, las proteinas se transfirieron electroforéticamente a
membranas de nitrocelulosa (Hybond®, GE Healthcare, Uppsala, Suecia), utilizando el
sistema Mini-Transblot (Bio-Rad). Tras el bloqueo con leche al 5% (p/v) en TTBS (Tris
20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0.1% v/v, pH 7,5), las membranas se incubaron en
la solucién de anticuerpos (TTBS suplementado con BSA al 2% p/v) a 4°C, durante toda

la noche. Como anticuerpos primarios se utilizaron, segun los distintos experimentos,
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anti-p53, anti-p21, anti-PARP1 (BD Biosciences), anti-Bax, anti-caspasa 3 activa (Santa

Cruz Biotechnology) y anti-GAPDH (Sigma).

Tras lavar las membranas tres veces con TTBS, se incubaron con el
correspondiente anticuerpo secundario en TTBS con leche al 2% (p/v), durante 45
minutos. Finalmente, las membranas se incubaron con el reactivo de
quimioluminiscencia SuperSignal™ West Dura (Pierce) y se expusieron a una pelicula
Kodak XAR-5 (Sigma). Una vez reveladas, las autorradiografias se digitalizaron,
utilizando un software para el tratamiento de imagenes (NIH Image, Wayne Rasband,

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.4. Determinacion de la apoptosis neuronal.

La muerte celular por apoptosis se determind, mediante citometria de flujo,
tras teiiir las células con anexina V, conjugada con aloficocianina (APC), y 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) (BD Biosciences). El método se basa en la deteccion de la
fosfatidilserina, que en las células apoptdticas se transloca del interior al exterior de la
membrana plasmatica. La anexina V es una proteina anticoagulante vascular que
posee una gran afinidad por la fosfatidilserina. Por ello, unida a un fluorocromo
adecuado, permite la identificacién de las células apoptdticas tras su unién a la
fosfatidilserina localizada en su superficie celular. Sin embargo, la anexina V también
es capaz de unirse a la fosfatidilserina en el interior de aquellas células que no tienen
intacta su membrana plasmatica (consideradas como necréticas). Por ello, junto con la
anexina V se utilizé un colorante que se une especificamente al DNA de las células
necréticas, el 7-AAD. Las células inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron

ser negativas para el 7-AAD, se consideraron apoptéticas.

Las neuronas se recolectaron suavemente, mediante incubacion con EDTA
tetrasédico 1 mM en PBS, y se tifleron con anexina V-APC y 7-AAD, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras 15 minutos de incubacién, las sefiales de la GFP
(neuronas transfectadas), de la anexina V-APC y del 7-AAD se analizaron en los canales
FL1, FL4 Y FL3, respectivamente, de un citdmetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences),
equipado con un haz laser de argén de 15 mW sintonizado a 488 nm, utilizando los

programas CellQuest™ y Paint-A-Gate™ PRO (BD Biosciences). Se consideraron células
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apoptoéticas aquellas anexina V-APC" y 7-AAD" (Figura D). Los resultados se expresaron

como porcentaje de neuronas apoptoticas.
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Figura D. Determinacion de la apoptosis neuronal mediante citometria de flujo. Las neuronas se tifieron
con Anexina V-APC y 7-AAD y se analizé la apoptosis (Anexina V-APC'/7-AAD") en las neuronas GFP",

mediante citometria de flujo.

2.5. Tratamientos de las neuronas.

Ademds de estudiar la diferente capacidad apoptdtica de las variantes
polimérficas de p53 en distintos momentos cronoldgicos, se evalud la susceptibilidad
de las neuronas transfectadas con cada variante a estimulos excitotéxicos, como son la
estimulacién con glutamato o la isquemia experimental in vitro (privacion de glucosa y

oxigeno).

2.5.1. Estimulaciéon de las neuronas con glutamato.

Las neuronas se lavaron con PBS (NaCl 136 mM, KCl 27 mM, NaH,P04 7,8 mM,
KH,PO4 1,7 mM, pH 7,4) y se incubaron en tampdén Hank’s (NaCl 134,2 mM, KCI 5,26
mM, KH,PO4 0,43 mM, NaHCOs3; 4,09 mM, Na,HPO, 0,33 mM, D-glucosa 5,44 mM,
HEPES 20 mM, CaCl, 4 mM, pH 7,4), suplementado con glicina (10 uM; Sigma), en
ausencia o en presencia de glutamato (100 uM; Sigma), a 372C. Tras 5 min, se retird el
tampdn y se sustituyé por DMEM. Las neuronas se mantuvieron en el incubadora 372C
hasta su recolecciéon para el estudio de la apoptosis neuronal (Delgado-Esteban et al.

2000) (Almeida and Bolanos 2001).
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2.5.2. Aplicacion de un modelo experimental de isquemia in

vitro mediante privacion de oxigeno y glucosa.

Hemos utilizado un modelo de isquemia experimental in vitro anteriormente
utilizado por el grupo (Almeida et al. 2002). El protocolo consiste en incubar a las
neuronas en DMEM en presencia (normoxia) o en ausencia de glucosa y de oxigeno
(isquemia) a 37°C, durante 1 hora. Las células sometidas a isquemia se incubaron en

una estufa a 372C en una atmédsfera compuesta por 95% de nitrégeno y 5% de CO2.

2.6. Determinacion de la actividad de la caspasa 3.

La expresion de la caspasa 3 activa se determind por citometria de flujo,
mediante el kit commercial APO ACTIVE 3™ Kit (Bachem, San Carlos, CA, USA).
Ademas, se detectd poli-(ADP-Ribosa)-polimerasal (PARP1) procesado mediante
citometria de flujo, tras la tincién de las neuronas con el anticuerpo anti-PARP1
procesado conjugado con 3-ficoeritrina (Becton Dickinson Biosciences), que reconoce,
especificamente, un dominio de PARP1 de 89 kDa generado como consecuencia de la
proteolisis de la proteina causada por la caspasa 3 activa. Las sefales de la GFP y la
ficoeritrina se analizaron en los canales FL1 y FL3 del citédmetro de flujo,

respectivamente (Diaz-Hernandez et al. 2007).

2.7. Valoracion de la funcion mitocondrial.

La determinacion del potencial de membrana mitocondrial (Ay ) se realizé en
las neuronas transfectadas (GFP') mediante citometria de flujo, siguiendo las
instrucciones del kit comercial MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit (Molecular Probes
Europe BV, Leiden, Holanda). Las neuronas se tifieron con MitoProbe™ DilCy(5), que,
dado su cardcter catidnico, se acumula en las mitocondrias polarizadas, por lo que su
pérdida es un indice de despolarizacion mitocondrial. Las mismas muestras se
incubaron en presencia de carbonil cianuro de 3-clorofenilhidrazona (CCCP, incluido en
el kit) que produce la maxima despolarizacion mitocondrial. Las sefiales de la GFP y el
fluorocromo se analizaron en los canales FL1 y FL4 del citdmetro de flujo FACScalibur,

respectivamente (Diaz-Hernandez et al. 2007; Herrero-Mendez et al. 2009).
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3. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

En lo relativo a los resultados experimentales, todos los valores se expresaron
como media + S.E.M. (error estandar de la media) de, al menos, tres experimentos
independientes. La significacion se determiné mediante analisis de varianza, seguido
del test de la menor diferencia significativa de rango multiple (para comparaciones
multiples) o el test de la t de Student (para comparaciones entre dos Unicos grupos de
valores). En todos los casos, un valor de p<0,05 se considerd estadisticamente

significativo.

En cuanto a los resultados clinicos se planted primero un andlisis descriptivo
mediante porcentajes para las variables categéricas y medias (con desviacion
estandar) o medianas (cuartiles) para las cuantitativas dependiendo de su distribucion
normal o no. Se compararon las diferencias de las variables en funcién del prondstico a
los 3 meses (utilizada como variable de agrupacién). Las proporciones se compararon
usando test de Chi cuadrado vy los test de Student o Mann-Whitney se utilizaron para
comparar variables cuantitativas entre grupos. El coeficiente de Pearson o el analisis

de Spearman se usaron para las correlaciones bivariantes segun la normalidad o no.

Dada la importancia de evaluar que la muestra no estaba sesgada por una
distribucion estratificada de las variantes polimdrficas debidas a un apareamiento no
aleatorio, se exploré la frecuencia alélica de las muestras mediante un chi cuadrado

con las frecuencias alélicas esperadas por el principio de Hardy Weinberg.

Puesto que el alelo Pro ejerce un efecto dominante sobre el Arg (Biros et al.
2002; Wu et al. 2002; Bonafe et al. 2004), se realizé una dicotomizacién tratando los
heterocigotos Arg/Pro y los homocigotos Pro/Pro como una Unica categoria, que

hemos denominado Pro+, en contraste con los homocigotos Arg/Arg (Arg+).

Para estudiar la relacién entre el polimorfismo del codén 72 de Tp53 y el
prondstico funcional se analizé si la variante polimdrfica dicotomizada se mantenia
como variable predictora en un modelo multivariante de regresidén logistica binaria.
Con la variable mal o buen prondstico a 3 meses como variable dependiente, se

introdujeron como covariables aquellas que en los andlisis univariantes hubiesen
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mostrado diferencias significativas (p<0,05) junto a otras con significacion clinica si se
juzgaba pertinente. La introduccién de las covariables se realizd6 mediante un
procedimiento hacia delante utilizando el estadistico Wald, para explorar la
significacion de los coeficientes individuales en el modelo. La posibilidad de
colinealidad se analizé para las variables cuantitativas estableciendo la eventual
correlacion (coeficiente de Pearson). En caso de colinealidad se retuvo en el modelo
aquella variable clinicamente mas relevante. La calibracion del modelo (bondad del
ajuste) se analizé mediante los estadisticos R> de Cox y Snell y de Nagelkerke, asi como
con la prueba de Hosmer Lemeshow. El modelo permitié el cdlculo de la magnitud de
la asociacidon mediante los correspondientes OR con intervalos de confianza al 95%. En
los analisis destinados al estudio de los objetivos secundarios en los que la variable
dependiente era cuantitativa (volumen del infarto, volumen de la lesién tras HIC y

volumen del edema) se realizaron analisis de regresién lineal multiple.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS 15.0

para Windows (SPSS lIbérica, IBM Company).
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Resultados

RESULTADOS.
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1. VALOR PRONOSTICO DE LOS POLIMORFISMOS
DEL GEN SUPRESOR TUMORAL TP53 EN EL ICTUS.

Para estudiar la posible asociacién entre los polimorfismos en el exén 4, coddn
72 (Arg72Pro) y en el intron 3 (Ins16bp) de Tp53 y el estado funcional de los pacientes
de ictus se analizaron los resultados de las dos cohortes hospitalarias, una de 408

pacientes con infarto cerebral y otra de 128 pacientes con hemorragia intracerebral.

1.1. Cohorte de pacientes con infarto cerebral.

1.1.1. Andlisis descriptivo general.

La media de edad de los 408 pacientes con infarto cerebral fue de 72,8 + 12,1

afos. El 59,3% fueron varones.

La distribucidon de los factores de riesgo se expone en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de los factores de riesgo en la

cohorte de pacientes con ictus isquémico.

Factor de riesgo N (408) %

Hipertension 230 56,4
Hipercolesterolemia 128 314
Diabetes 107 26,2
Fibrilacion Auricular 76 18.6
Cardiopatia Isquémica 57 14

Tabaquismo 56 13,7
Abuso de alcohol 35 8,6
Ictus previo 55 13,5

Como se muestra en la Tabla 2, la distribucidén de los grupos etiolégicos de los
infartos fue: 40,9% de indeterminados, 36,3% de cardioembdlicos, 11,3% de lacunares,

9.3% de aterotrombdtico y 2,2% de otros.
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Tabla 2. Distribucion de los grupos etiologicos en la

cohorte de pacientes con ictus isquémico.

TOAST N %

Cardioembolico 148 36,3
Aterotrombético 38 9.3
Indeterminado 167 40,9
Lacunar 46 11,3
Otros 9 2,2

La mediana de la puntuacion de la escala NIHSS en el momento del ingreso fue

de 5[2,11] y la puntuacién de la escala ASPECTS fue de 10 [8,10].

La distribucién de las distintas variantes polimérficas en el exén 4, codén 72
(Arg72Pro) y en el intrén 3 (Ins16bp) de Tp53se especifica en la Tabla 3. En ambos
polimorfismos, la distribucidn de frecuencias génicas se ajusta al equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0,1).

Tabla 3. Distribucion de los polimorfismos en el codon 72, exon 4 (Arg72Pro) y en el

intron 3 (Ins16bp) de Tp53 en la cohorte de pacientes con ictus isquémico.

Arg72Pro Tp53 N % Ins16bp Tp53 N Y%
Arg/Arg 235 57,6 No ins/No ins 292 71,6
Arg/Pro 147 36 No ins/ Ins 111 27,2
Pro/Pro 26 6,4 Ins/Ins 5 1,2

En la Tabla 4 se muestra el resto de las variables cuantitativas.
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Tabla 4. Variables cuantitativas en la cohorte de pacientes con infarto cerebral.

N Minimo Maximo  Media SD

TAS 408 92 234 151,5 26,6
TAD 408 44 137 82,7 14,9
TAS (24 horas) 399 79 210 139,4 24,5
TAD (24 horas) 399 47 137 75,9 12,8
TAS (48 horas) 398 83 212 136,7 233
TAD (48 horas) 398 40 117 74,9 12,1
Temperatura 408 35,0 38,8 36,3 0,51
Temperatura (24 horas) 399 35,0 39,0 36,4 0,49
Temperatura (48 horas) 401 68 510 136,8 61

Glucemia (mg/dl) 392 68 442 123,2 48,3
Leucocitos x 1000/ml 407 4 20,8 8,6 2,69
Plaquetas x 1000/ml 406 81 934 2422 86,12
INR 392 0,9 33 1,1 0,27
Fibrinégeno (mg/dl) 356 207 1033 482,6 121,9
PCR-us(mg/dl) 325 0,0 57,6 2,94 5,5

Volumen (ml) 399 0 504 31 58,7
NIHSS 408 0 30 6,99 6,38
NIHSS (24 horas) 406 0 28 6,61 6,56
NIHSS (48 horas) 405 0 29 6,21 6,23

TAS, tension arterial sistolica; TAD, tension arterial diastolica; INR, “international normalized ratio”;
PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; NIHSS, “National Institute of Health stroke scale”.



Como ya hemos indicado, la cuantificacién del estado funcional a los 3 meses
tras el infarto cerebral se realizd mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m)
(Wolfe et al. 1991). Asi, un 39,5% de los pacientes con infarto cerebral (N=161)
estaban en la situacion definida como mal prondstico (Rankin-m > 2). La distribucién
de los distintos estados funcionales de los pacientes con infarto cerebral se resume en

la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de los distintos estados funcionales

en la cohorte de pacientes con ictus isquémico.

Rankin-m N %

0 80 19,6
1 98 24

2 69 16,9
3 52 12,7
4 44 10,8
5 33 8,1
6 32 7,8

1.1.2. Polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y prondstico funcional:
Andlisis bivariante.

En la Figura 1 semuestra el estado funcional (Rankin-m) a los 3 meses tras el

infarto cerebral de los pacientes segun los diferentes genotipos del polimorfismo

Arg72Pro de Tp53 (Arg/Arg, Arg/Proy Pro/Pro).

Los valores de Rankin-m resultaron ser significativamente superiores (Mann-
Whitney-Wilcoxon test; p<0,0001) en los pacientes que portaban el genotipo Arg/Arg
que en los Arg/Pro o Pro/Pro, que resultaron ser similares. En este sentido, se ha
descrito que el alelo Pro ejerce un efecto dominante sobre el alelo Arg (Biros et al.
2002; Wu et al. 2002; Bonafe et al. 2004), por lo que hemos agrupado los genotipos
que contienen el alelo Pro (Arg/Pro y Pro/Pro) en un Unico grupo que denominamos
Pro+ (Arg+: Arg/Arg). Asi, la mediana de los valores de Rankin-m en los pacientes

homocigotos para el alelo Arg (grupo Arg+) fue de 3 [1, 5], mientras que en los
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pacientes homocigotos o heterocigotos para el alelo Pro (grupo Pro+) fue de 1 [0, 2]

(Mann-Whitney-Wilcoxon test; p<0,0001) (Figura 1).
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Figura 1. Asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el estado funcional a los 3 meses tras el
infarto cerebral. El estado functional de los pacientes de ictus isquémico se cuantificé mediante la escala de
Rankin modificada (Rankin-m). Los valores de Rankin-m son superiores en los pacientes que portan el
genotipo Arg/Arg que en los Arg/Pro o Pro/Pro, que resultaron ser similares, por lo que se agruparon.

(Pro+: Arg/Pro + Pro/Pro; Arg+: Arg/Arg:;).

De los 235 pacientes con el genotipo Arg/Arg, 131 tuvieron mal prondstico
funcional a los 3 meses (Rankin-m > 2). Sin embargo, de los 173 pacientes que
portaban el alelo Pro (grupo Pro+), tuvieron mal prondstico Unicamente 30 pacientes
(Chi cuadrado 61,5; p < 0,0001). Es mas, de los 26 pacientes homocigotos Pro/Pro que
sufrieron un ictus isquémico, ninguno de ellos tuvo mal prondstico (Figura 2). Por
tanto, dentro del grupo de pacientes con mal prondstico (N = 161), el 81,4% de los

pacientes eran homocigotos para el alelo Arg.

I Buen pronostico Mal prondéstico
250
200
131 % 4 131 -
150 30

100 Figura 2. Asociacion entre el
polimorfismo  Arg72Pro  de

50
- Tp53 y el pronostico funcional
0 + a los 3 meses tras el infarto

Arg+  Pro+ Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro

cerebral. El numero de
pacientes con mal prondstico functional (Rankin-m > 2) es mayor en el grupo de pacientes con el genotipo
Arg/Arg (Arg+), que en los pacientes que portan el genotipo Arg/Pro o Pro/Pro (que se agruparon como
Pro+).
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A diferencia de lo ocurrido con Arg72Pro, no se encontraron diferencias
significativas en los valores de Rankin-m entre los diferentes genotipos del

polimorfismo en el intrén 3 de Tp53 (No Ins/Nolns, No Ins/Ins, Ins/Ins) (figura 3)

. i B

1ﬁ T Figura 3. Relacion entre el polimorfismo

Rankin-m (3 meses)
w

Ins16bp de Tp53 y el estado funcional a los 3

No Insl/No Ins No /nls//ns /ns'//ns meses tras el infarto cerebral. El estado
functional de los pacientes de ictus isquémico se

cuantifico mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m). Los valores del Rankin-m fueron similares

en los tres genotipos del polimorfismo Ins!6bp de Tp53.

1.1.3. Polimorfismo Arg72Pro, volumen del infarto y deterioro

neuroldgico precoz: Andlisis bivariantes.

Los datos relativos a las variables utilizadas para los andlisis secundarios
mostraron que el volumen medio de los infartos en el 22 TC (42 - 72 dia) fue de 31,1
58,7 ml (N = 399) y que un 10,8% (44) de los pacientes sufrieron deterioro
neuroldgico precoz (DNP, empeoramiento en 4 o0 mas puntos en el valor de la NIHSS en

las primeras 48 horas tras el infarto cerebral).

La media del volumen del infarto fue significativamente diferente entre los
pacientes con buen y mal prondstico functional a los 3 meses. Asi, en los primeros el
volumen del infarto fue de 10,4 £16 ml, mientras que en los segundosfue de 58,8 + 81

(U Mann Whitney 7321,5; p < 0,0001).

En la Figura 4 se muestra la relacién entre el volumen medio del infarto y el
polimorfismo Arg72Pro de Tp53. Asi, observamos que el volumen de infarto a los 4-7
dias del ictus isquémico es siginificativamente superior (Chi-square test, p<0.0001) en
pacientes con el genotipo Arg/Arg (39.7 + 65.9 mL) que los Arg/Pro (21.8 + 48.5 mL) o

Pro/Pro (6.9 £ 12.0 mL). Cuando los genotipos fueron dicotomizados en Arg+ y Pro+, se
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observd que entre los 227 pacientes Arg+ el volumen medio del infarto fue de 39,72 ml
+ 66, mientras que en los Pro+ fue de 19,6 + 45 ml (U Mann Whiney 14159,5; p <
0,0001).
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Figura 4. Asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el volumen medio del infartoen el 2° TC
(4° - 7°dia). El volumen medio del infarto resultd ser significativamente superior en los pacientes con el

genotipo Arg/Arg (Arg+), que en los pacientes que portan el genotipo Arg/Pro o Pro/Pro (que se agruparon

como Pro+).

El andlisis de la variable secundaria, deterioro neurolégico precoz, revelé que
entre los 161 pacientes con infarto cerebral que sufrieron mal prondstico, hubo DNP
en 40 pacientes (24,8%), mientras que entre los 247 con buen pronédstico hubo DNP en

4 pacientes (1,6%) (Chi cuadrado 54,64; p < 0,0001).

Posteriormente, estudiamos la relacidn bivariante entre el DNP y el
polimorfismo polimorfismo Arg72Pro de Tp53 (Figura 5). El estudio mostré que el
17.4% (41 de 235) de los pacientes que portan el genotipo Arg/Arg sufrieron DNP a las
48 horas del ictus, mientras que éste ocurrié Unicamente en el 2% (3 de 147) de los
pacientes Arg/Pro y en ninguno (0 de 26) de los Pro/Pro (Chi-square test, p<0.0001).
Cuando expresamos los datos dicotomizados por genotipo, la frecuencia de DNP fue
de un 17,4% (41/235) en los homocigotos para el alelo Arg ( Arg+), mientras que en los
portadores del alelo Pro (Pro+) fue de un 1,7% (3/173) (Chi cuadrado 25,6; p < 0,0001)
(Figura 5).
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(DNP) a los 3 meses tras el infarto
cerebral. E1 nimero de pacientes que sufrieron DNP es mayor en el grupo de pacientes con el genotipo
Arg/Arg (Arg+), que en el grupo de pacientes que portan el genotipo Arg/Pro o Pro/Pro (que se agruparon
como Pro+). Se consider6 DNP al empeoramiento en 4 o mas puntos en el valor de la NIHSS en las

primeras 48 horas tras el infartocerebral.

En la Tabla 6 se resume un analisis univariante de todas las variables utilizadas
en la cohorte de pacientes con ictus isquémico, segregadas segun el prondstico (mal
prondstico: Rankin-m > 2).Los valores se expresan como medias (+SD) o pocentajes,

excepto el valor de NIHSS que se expresé como mediana [rango intercuartil].
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Tabla 6. Andlisis univariante de las variables segregadas por el prondstico en la

cohorte de pacientes con ictus isquémico.

Buen pronoéstico

Mal pronéstico

N =247 N =161 P

Edad, aiios 70,1 (11,7) 78,8 (9,9) <0,0001
Varones, % 68,0 46,0 <0,0001
Hipertension, % 51,1 64,6 0,007
Diabetes, % 27,1 24,8 0,347
Tabaquismo, % 17,4 8,1 0,005
Abuso alcohol, % 9,3 7,5 0,321
Hipercolesterolemia, % 33,2 28,6 0,191
Enfermedad coronaria, % 13,8 14,3 0,496
Fibrilacion auricular, % 14,6 24,8 0,007
TAS, mm Hg 148,5 (25.9) 155,6 (28,1) 0,049
TAD, mm Hg 81,7 (3,9) 82,5 (14,7) 0,708
Temperatura, °C 36,3 (0,5) 36,3 (0,5) 0,296
Glucemia, mg/dL 132,7 (60,5) 140,2 (60,6) <0,0001
Leucocitos, x10°/mL 8,2 (2,4) 9,0 (2,8) <0,0001
Plaquetas, x10°/mL 231,1 (65,8) 255,3 (70,0) 0,045
INR 1,1 (0,3) 1,1 (0,2) 0,003
Fibrinégeno, mg/dL 452,9 (103,8) 526,9 (130,7) <0,0001
hs-CRP, mg/dL 1,6 (2,4) 4,6 (7,9) <0,0001
NIHSS 311, 5] 117[6,17] <0,0001
DNP, % 1,6 24,8 <0,0001
Volumen de infarto, mL 10,4 (16,0) 58,8 (81,1) <0,0001
TOAST: 0,006

- Cardioembolico, % 30,4 4,3

- Aterotrombotico, % 10,1 8,1

- Lacunar, % 15,0 5,6

- Indeterminado, % 42,1 39,1

- Otros, % 2,4 1,9
Arg/Arg 42,1 81,4 <0,0001
Arg/Pro + Pro/Pro, % 57,9 18,6 <0,0001

Los valores son datos clinicos y de imagen de los pacientes en el momento del ingreso. Estan expresados

como medias (SD) o porcentajes. TAS, tension arterial sistolica; TAD, tension arterial diastolica; INR,

“international normalized ratio”; PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; NIHSS, “National Institute of

Health stroke scale”; DNP, deterioro neurologico precoz.
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1.1.4. Andlisis multivariante principal: Polimorfismo
Arg72Pro y prondstico funcional.
Cuando se realizé el analisis multivariante, segin la metodologia expuesta en
el apartado Material y Métodos, el modelo incluyd entre las variables independientes
vinculadas a mal pronéstico a los tres meses el genotipo Arg/Arg con una OR de 3,425

(ICal95%: 1,54 — 7,61). El resto de las variables se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis multivariante. Variable respuesta: mal prondstico a los 3 meses del

ictus isquémico.

B E.T. Wald gl Sig. OR 1.C. 95% para OR
Inf Sup Inf Sup Inf Sup Inf Sup

Edad 0,054 0,018 8,847 1 0,003 1,055 1,018 1,093
HTA 0,942 0,422 4,984 1 0,026 2,564 1,122 5,860
Vol Infarto 0,018 0,008 5,243 1 0,022 1,018 1,003 1,033
NIHSS 0,286 0,047 37,339 1 0,000 1,330 1,214 1,458
DNP 2,770 0,874 10,042 1 0,002 15,962 2,877 88,554
Arg/Arg 1,231 0,408 9,121 1 0,003 3,425 1,541 7,615
Constante -10,414 1,831 32,365 1 0,000 0,000

DNP: deterioro neurologico precoz; HTA, hipertension; NIHSS: “National Institute of Health stroke scale”

al ingreso; Vol, volumen.

El modelo presenté un R* de Cox y Snell de 0,509 (R* de Nagegelkerke: 0,69).
Las frecuencias esperadas por el modelo se ajustaban a las observadas segun la prueba

de Hosmer y Lemeshow (Chi cuadrado 6,526; p = 0,59).
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1.1.5. Andlisis multivariante de las variables respuesta

secundarias: Deterioro neuroldégico precoz y volumen
del infarto.

Asi mismo, se realizd un anadlisis secundario evaluando un modelo de regresién
logistica para el riesgo de deterioro neurolégico precoz como variable dependiente

que mostrd de nuevo la presencia del genotipo Arg-Arg como variable independiente

asociada a ello con un OR de 9,95 (IC al 95%: 2,23 — 44,30).

Tabla 8. Andalisis multivariante. Variable respuesta: Deterioro neurologico precoz.

0,
B ET Wald gl Sig. OR 1.C. 95,0% para
OR
Inf Sup Inf Sup Inf Sup Inf Sup
Edad 0,042 0,021 4,002 1 0,045 1,043 1,001 1,087
Vol Infarto 0,008 0,003 8,449 1 0,004 1,008 1,003 1,014
POLI_CT 2,298 0,762 9,092 1 0,003 9,950 2,235 44,303

Constante -7,576 1,793 17,856 1 0,000 0,001

El siguiente andlisis secundario fue la elaboracién de un modelo de regresion
lineal multivariante para el volumen de infarto. Aunque en la comparacién univariante
el volumen de los infartos es distinto en los pacientes con distintas variantes
polimérficas, al ajustarse a la influencia del resto de variables el polimorfismo Arg/Arg

no se mantenia como predictor independiente del volumen de infarto.
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1.2. Cohorte de pacientes con hemorragia intracerebral.

1.2.1. Andlisis descriptivo general.

La media de edad de los 128 pacientes con hemorragia intracerebral (HIC) fue

de 71,2 £12,3 afios. EI 57,8% (74) varones.

La distribucién de los factores de riesgo se expone en la Tabla 9. Asi, el 55,5%
de los pacientes con HIC padecian hipertensién, el 18,8% diabetes y, el resto,

fibrilacién auricular, cardiopatia isquémica, tabaquismo, enolismo o ictus previo.

Tabla 9. Distribucion de los factores de riesgo en la

cohorte de pacientes con hemorragia intracerebral.

Factor de riesgo N (128) %

Hipertension 71 55,5
Diabetes 24 18,8
Tabaquismo 14 10,9
Abuso de alcohol 19 14,8
Cardiopatia Isquémica 10 7,8
Fibrilacion Auricular 17 13,3
Ictus previo 19 14,8

La distribucion del tipo de causa atribuible a la hemorragia se describe en la

Tabla 10.

Tabla 10. Distribucion de los grupos etiologicos en la

cohorte de pacientes con hemorragia intracerebral.

Etiologia N Y%

Hipertension 76 59,4
Otras 22 17,2
Anticoagilantes 18 14,1
Amiloidea 10 7,8
Malformacion arteriovenosa 2 1,6
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La localizacion mas frecuente en la cohorte fue la hemisférica profunda (75
pacientes; 58,6%), seguida de la lobular (41 pacientes; 32%). Habia 7 pacientes con
hemorragia cerebelosa (5,5%), 4 con hemorragias en el tronco del encéfalo (3,1%) y

una hemorragia intraventricular primaria.

La mediana de la puntuacion de la escala NIHSS en el momento del ingreso de
los pacientes con HIC fue de 8 [4,12], con un volumen medio de hemorragia al ingreso
de 20,5 +26,9ml. Un 26,6% (34) de los pacientes de la cohorte tenian extensién
ventricular, en un 19,5% de la serie hubo expansion del hematoma (aumento en >33%
del volumen hematico entre el primer y segundo TC). Ademds, hubo deterioro

neuroldgico precoz en un 10,2% (13) de los pacientes.

La distribucién de las distintas variantes polimérficas en el exén 4, codén 72
(Arg72Pro) y en el intron 3 (Ins16bp) de Tp53se especifica en la Tabla 11. En ambos
polimorfismos, la distribucidn de frecuencias génicas se ajusta al equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0,1).

Tabla 11. Distribucion de los polimorfismos en el codon 72, exon 4 (Arg72Pro) y en

el intron 3 (Insl6bp) de Tp53 en la cohorte de pacientes con hemorragia

intracerebral.

Arg72Pro Tp53 N % Ins16bp Tp53 N %
Arg/Arg 67 52,3% No ins/No ins 93 72,7
Arg/Pro 54 42.2% No ins/ Ins 30 23,4
Pro/Pro 7 5.5% Ins/Ins 5 39

La distribucion del resto de las variables cuantitativas se expone en la Tabla 12.
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Tabla 12. Variables cuantitativas en la cohorte de pacientes con hemorragia

intracerebral.
N Minimo  Madximo Media SD

TAS 128 97 253 163,79 30,153
TAD 128 46 146 89,63 17,306
TAS (24 horas) 128 93 228 150,31 27,087
TAD (24 horas) 128 43 167 82,04 17,116
TAS (48 horas) 128 83 227 146,73 26,438
TAD (48 horas) 128 47 133 79,37 14,509
Temperatura 128 35,0 39,0 36,388 0,6373
Temperatura (24 horas) 128 35,0 38,0 36,557 0,5085
Temperatura (48 horas) 128 6,0 37,8 36,316 2,7477
Glucemia (mg/dl) 128 64 265 126,84 36,755
Leucocitos x 1000/ml 128 1,6 20,4 8,735 2,7353
Plaquetas x 1000/ml 128 14 574 233,30 82,235
INR 128 0,8 3.8 1,145 0,4359
Fibrinégeno (mg/dl) 127 208 801 466,17 117,958
PCR-us(mg/dl) 101 0 39,0 4,551 7,7343
Volumen(ml) 128 1,0 238,0 20,515 26,9838
Volumen (48-72 horas, ml) 127 0 250,0 23,154 30,8999
Vol. edema (48-72 horas, ml) 127 0 150,0 18,078 26,7453
Vol. residual (3 meses, ml) 112 0 79,0 13,946 16,6695
NIHSS 128 0 28 8,59 6,271
NIHSS (24 horas) 128 0 28 8,59 6,541
NIHSS (48 horas) 127 0 26 7,88 6,434
NIHSS (alta) 119 0 20 6,64 5,608

TAS, tension arterial sistolica; TAD, tension arterial diastdlica; INR, “international normalized ratio”;
PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; NIHSS, “National Institute of Health stroke scale”.



La distribucidn de los distintos estados funcionales de los pacientes con HIC se
resume en la Tabla 13. Un 49,2% (N =63) de los pacientes de la cohorte estaban en la
situacion definida como mal prondstico funcional (Rankin-m > 2) a los 3 meses del ictus

hemorragico.

Tabla 13. Distribucion de los distintos estados funcionales

en la cohorte de pacientes con hemorragia intracerebral.

Rankin-m N %

0 26 20,3
1 22 17,2
2 17 13,3
3 18 14,1
4 21 16,4
5 9 7

6 15 11,7

1.2.2. Polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y prondstico funcional:
Andlisis bivariante.

En la Figura 6 se muestra el estado funcional (Rankin-m) a los 3 meses tras el

ictus hemorragico de los pacientes segun los diferentes genotipos del polimorfismo

Arg72Pro de Tp53 (Arg/Arg, Arg/Proy Pro/Pro).

Como ya observamos en la cohorte de pacientes con infarto cerebral (Figura
1), los valores de Rankin-m resultaron ser significativamente superiores (Mann-
Whitney-Wilcoxon test; p<0,0001) en los pacientes con HIC que portaban el genotipo
Arg/Arg que en los Arg/Pro o Pro/Pro, que resultaron ser similares. De hecho, la
mediana de los valores de Rankin-m en los pacientes homocigotos para el alelo Arg
(Arg+) fue de 4 [3, 5], mientras que en los pacientes homocigotos o heterocigotos para

el alelo Pro (Pro+) fue de 1 [0, 2] (Mann-Whitney-Wilcoxon test; p<0,0001).
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Figura 6. Asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el estado funcional a los 3 meses tras la
hemorragia intracerebral. El estado functional de los pacientes de HIC se cuantificé mediante la escala de
Rankin modificada (Rankin-m). Los valores de Rankin-m son superiores en los pacientes que portan el
genotipo Arg/Arg que en los Arg/Pro o Pro/Pro, que resultaron ser similares, por lo que se agruparon.

(Pro+: Arg/Pro + Pro/Pro; Arg+: Arg/Arg:;).

Cuando comparamos la distribucion de las variantes alélicas y el buen o mal
prondstico functional, se observd que de los 67 pacientes con HIC que portaban el
genotipo Arg/Arg, 58 (92%) tenian una situacidon funcional de Rankin-m > 2 (mal
prondstico) a los 3 meses del ictus. Sin embargo, este fenédmeno sdlo ocurrié en 5 de
los 54 pacientes que eran Arg/Pro y en ninguno de los 7 pacientes Pro/Pro.Por tanto,
solo 5 de los 61 (7,9%) pacientes que portaban el alelo Pro (Pro+) presentaron mal

prondstico, frente al 92% de los pacientes Arg+ (p<0,0001; Chi cuadrado).

I Buen pronostico Mal pronéstico
70
{
60 5
/
5

50
40 58 58
30 Figura 7. Asociacion entre el
20 polimorfismo Arg72Pro de
10 Tp53 y el  prondstico

- - - funcional a los 3 meses tras la
0 Lo

Arg+ Pro+ Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro hemorragia intracerebral. El

numero de pacientes con mal pronostico functional (Rankin-m > 2) es mayor en el grupo de pacientes con

el genotipo Arg/Arg (Argt), que en los pacientes que portan el genotipo Arg/Pro o Pro/Pro (que se

agruparon como Pro+).
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A diferencia de lo ocurrido con el genotipo del polimorfismo Arg72Pro, no se
encontraron diferencias significativas en los valores de Rankin-m entre las distintas

variantes alélicas del intron Tp53 (No Ins/Noins, No Ins/Ins, Ins/Ins): ver figura 8.

Rankin-m (3 meses)
w

21 Figura 8. Relacion entre el polimorfismo
14 Ins16bp de Tp53 y el estado funcional a los 3

l J meses tras la hemorragia intracerebral. El
0_

estado funcional de los pacientes de ictus

No Ins/No Ins  No Ins/Ins Ins/Ins hemorragico se cuantifico mediante la escala

de Rankin modificada (Rankin-m). Los valores del Rankin-m fueron similares en los tres genotipos del

polimorfismo Ins16bp de Tp53.

1.2.3. Polimorfismo Arg72Pro, volumen residual y volumen del

edema perihematoma (andlisis univariante).

Una de las variables secundarias estudiadas en la cohorte de pacientes con HIC
fue el volumen de la lesidn residual final en el 3er TC. Los pacientes con el genotipo
Arg/Argtenian una media del volumen residual unas 5 veces superior que los pacientes
homocigotos Pro/Pro o heterocigotos Arg/Pro (Figura 9). En los pacientes portadores
del alelo Pro la media del volumen de la lesién residual fue de 3,4 +4,6 ml, mientras

que en los homocigotos para el alelo Arg fue de 24,9+17,6 ml (p< 0,0001; test de la t

de Student).
© 30
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o
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S 20
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L TE' 154 Figura 9. Asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro
8=
8 de Tp53 y el volumen de la lesion residual. La media
b del volumen de la lesion residual es mayor en el grupo
S 51 . .
=] [] de pacientes con el genotipo Arg/Arg, que en los
o
> 01

; ‘ , pacientes que portan el genotipo Arg/Pro o Pro/Pro.
Arg/Arg  Arg/Pro Pro/Pro
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En cuanto a la media del volumen del edema en el TC realizado entre las 48-72
horas tras la HIC, éste fue de 18,1 ml + 26. Cuando se estudié la asociacidon de esta
variable con el polimorfismo Arg72Pro se observd que para el subgrupo de pacientes
Arg+ (Arg/Arg)la media del volumen del edema fue de 25 + 28,6 ml, mientras que para
el subgrupo de pacientes Pro+ (Arg/Pro + Pro/Pro) fue de 10,6 * 22,5 ml (p<0,0001 test
U de Mann-Whitney).

Ocurriendo esto asi para las variables citadas (volumen residual y volumen del
edema), en cambio, no encontramos diferencias significativas en el volumen de la
lesién al ingreso o a las 48-72 horas en funcién del genotipo Arg/Arg, Arg/Pro o

Pro/Pro (Figura 10).
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Arg/Arg  Arg/Pro Pro/Pro Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro

Figura 10. Relacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el volumen de la lesion al ingreso y a las
48-72 horas tras la hemorragia intracerebral. La media del volumen de la lesion, tanto al ingreso como a

las 48-72 horas tras el ictus hemorragico, no fue diferente en funcién del polimorfismo Arg72Pro de Tp53.

En la Tabla 14 se expone resumido un analisis univariante de las variables
utilizadas en la cohorte de pacientes con HIC, segregadas segun el prondstico (mal
prondstico: Rankin-m > 2).Los valores se expresan como medias (+ SD) o pocentajes,

excepto el valor de NIHSS que se expresé como mediana [rango intercuartilico].
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Tabla 14. Analisis univariante de las variables segregadas por el prondstico en

la cohorte de pacientes con ictus hemorrdgico.

Bu,en. Mal pronéstico
pronostico N=59 P
N =69

Edad, aiios 69,3 (13,6) 76,4 (9,5) 0,009
Varones, % 56,5 59,3 0,445
Hipertension, % 55,1 55,9 0,532
Diabetes, % 10,1 28,8 0,007
Tabaquismo, % 10,1 11,9 0,487
Abuso de alcohol, % 17,4 11,9 0,267
Enfermedad coronaria, % 5,8 10,2 0,278
Fibrilacion auricular, % 15,9 10,2 0,244
TAS, mm Hg 154,5 (30,2) 165,9 (28,7) 0,097
TAD, mm Hg 88,6 (17,8) 87,6 (16,8) 0,745
Temperatura, °C 36,3 (0,5) 36,0 (0,8) 0,867
Glucemia, mg/dl 114,5 (28,5) 134,8 (41,8) 0,007
Leucocitos, x 1000/ml 8,3(2,3) 9,4 (3,3) 0,072
Plaquetas, x 1000/ml 219,8 (52,7) 246,6 (117,1) 0,525
INR 1,2 (0,5) 1,2 (0,5) 0,270
Fibrin6geno, mg/dl 453,8 (120,5) 504,6 (113,7) 0,161
hs-CRP, mg/dl 3,7 (6,8) 5,7 (8,9) 0,083
NIHSS 3[2,6] 10 [8,15] <0,0001
Volumen al inicio, ml 11,2 (11,4) 27,5 (37,8) <0,0001
Volumen de edema, ml 7,5 (12,9) 28,8 (36,0) <0,0001
Volumen residual, ml 3,8 (5,06) 27,4 (17,2) <0,0001
DNP, % 0 20,6 <0,0001
Topografia: 0,232

- Cerebelosa% 43 6,8

- Profunda % 65,2 50,8

- Lobar % 24,6 40,7

- Tronco del encéfalo % 43 1,7

- Intraventricular, % 1,4 0
Extension ventricular, % 14,5 40,7 0,001
Etiologia: 0,318

- Hipertension, % 63,8 54,2

- Anticoagulantes, % 13,0 15,3

- Amiloide, % 2,9 10,2

- Indeterminada, % 19,8 17,0
Arg/Arg, % 18,8 91,5 <0,0001

Los valores estan expresados como medias (SD) o porcentajes. TAS, tension arterial sistdlica; TAD, tension
arterial diastdlica; INR, “international normalized ratio”; PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible; NIHSS,

“National Institute of Health stroke scale”; DNP, deterioro neurologico precoz.
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1.2.4. Analisis multivariante principal: Polimorfismo
Arg72Pro y prondstico funcional.

Existié6 una correlacidn significativa entre volumen al inicio y volumen de
edema (coeficiente de Pearson = 0,744; p< 0,0001). Por la colinealidad, en Ia
construcciéon del modelo de regresidn logistica se extrajo el volumen de edema
manteniendo como covariable el volumen de inicio. El resto de las covariables
introducidas fueron: edad, NIHSS al ingreso, existencia de contaminacion ventricular,
deterioro neurolégico precoz, el antecedente de diabetes, la glucemia la ingreso, la

temperatura a las 24 horas y el genotipo.

Tabla 15. Andlisis multivariante. Variable respuesta: mal prondéstico a los 3 meses del

ictus hemorrdgico.

B E.T. Wald gl Sig. OR 1.C. 95% para OR
Inf Sup Inf Sup Inf Sup Inf Sup
NIHSS 0,375 0,094 15,762 1 0,000 1,454 1,209 1,750
Arg/Arg 5,770 1,103 27,342 1 0,000 320,52 36,863  2786,891

Constante -6,451 1,414 20,802 1 0,000 0,002

NIHSS, “National Institute of Health stroke scale” al ingreso

Como se observa en la Tabla 15, el modelo de regresidn logistica mantenia
como variables predictoras independientes de mal prondstico la NIHSS al ingreso y el
polimorfismo Arg/Arg, de forma que la OR del aumento en la puntuacién en la NIHSS
fue de 1,45 (IC al 95%: 1,2 — 1,7) y la presencia del polimorfismo Arg/Arg suponia un
OR de 320,52 (IC al 95%: 36,8 — 2786,8). La R> de Cox y Snell fue de 0,609 (R* de
Nagelkerke: 0,812). En la prueba de Hosmer Lemeshow, las frecuencias esperadas por
el modelo no diferian de las observadas (Chi cuadrado 10; p= 0,265) y las pruebas
émnibus sobre los coeficientes del modelo era significativas, mostrando la bondad del

ajuste del modelo.

1.2.5. Analisis multivariantes de las variables secundarias:
volumen residual y volumen del edema perihematoma.

Se realizd un andlisis secundario para evaluar si el polimorfismo se mantenia

como variable independiente predictora del volumen residual mediante regresién
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lineal multiple. En la tabla 16 se exponen los resultados. El volumen de sangre al
ingreso y la variante Arg de p53 fueron las variables con mas significacién en Ia

prediccidon del volumen residual final tras la HIC.

Tabla 16: Analisis multivariante. Variable respuesta: volumen residual de la lesion tras la
hemorragia intracerebral

Cocficientes no  Estan- Sig.  IC95%paraB  Colinealidad

estandar dar

B SD Beta T  FIV
Constante 9398 3208 2929 0004  -15760  -3.036
Volumen al 0527 0072 0506 7374 0,000 038 0669 0485 2,062
ingreso
Arg/Arg 16853 1717 0508 9815 0000 13448 20258 0855 1170
NIHSS al 0235 0209 0078 1125 0263  -0.180 0,650 0472 2117
ingreso
Contamina- (o0 100 0054 1041 0300  -1980 6354 0847 1181
cion HIC
Diabetes 2325 2295 0053 1013 0314 2227 6876 0848 1179

Leucocitos al
ingreso
Plaquetas al
ingreso
NIHSS, “National Institute of Health stroke scale”; T, tolerancia; FIV, factor de inflacion de la varianza.

0,202 0,313 0,033 0,646 0,520 -0,419 0,823 0,863 1,158

0,010 0,010 0,048 0,937 0,351 -0,011 0,030 0,857 1,167

De manera similar se realizé otro andlisis secundario para el volumen del
edema. Tras el andlisis univariante con respecto a esta variable (coeficientes de
correlacion de Pearson o Spearman, segun su distribucion normal o nd) se
introdujeron las variables significativas. En el estudio multivariante el genotipo

Arg/Arg no mostré asociacidn independiente con el volumen del edema.
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2. MECANISMOS MOLECULARES QUE MEDIAN LA
DIFERENTE ACTIVIDAD APOPTOTICA DE LAS
VARIANTES POLIMORFICAS P53-ARG Y P53-PRO.

Una vez demostrado que el genotipo Arg/Arg esta fuertemente asociado a un
mal prondstico functional en pacientes de ictus, tanto isquémico como hemorragico,
nuestro siguiente objetivo fue investigar los mecanismos moleculares que median
dicho fenémeno. Para ello, neuronas de corteza de rata en cultivo primario se
transfectaron con un pldasmido que expresa, junto con la GFP, la secuencia completa de

las variante polimdrficas humanas p53-Arg o p53-Pro.

2.1. Lavariante polimorfica p53-Arg posee una actividad
apoptotica mayor que la variante p53-Pro en

neuronas.

En primer lugar, comprobamos la funcionalidad de las variantes polimérficas
del codén 72 de p53, p53-Arg y p53-Pro, mediante Western blot tras su expresién en
células HEK293T. Como se muestra en la Figura 10, el andlisis de los extractos
proteicos de las células mostré la correcta expresion de p53-Arg y p53-Pro, de manera
dependiente del tiempo tras la lipotransfeccion de las células. Es mds, ambas variantes
polimérficas inducen de manera similar la expression de p21 y Bax, conocidas dianas

moleculares de p53 (Polager and Ginsberg 2009).

p53-Pro p53-Arg
6 14 24 6 14 24 horas

Control

WD e P | P53

Figura 11. Funcionalidad de las variantes polimorficas del
T —— o —— p21 B i
codon 72 de Tp53. Las células HEK293 se transfectaron con

— - — == (Bax los plasmidos pIRES2-eGFP (Control), pIRES2-eGFP-

p53Arg (p53-Arg) o pIRES2-eGFP-p53Pro (p53-Pro) y se

S St et v v | G AP DH

determino la funcionalidad de los mismos mediante Western

Blot, a los tiempos indicados. Ambas variantes polimoérficas poseen la misma actividad transcripcional.
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Posteriormente, decidimos estudiar la capacidad de las variantes polimérficas
p53-Arg y p53-Pro de inducir la muerte por apoptosis en neuronas corticales. Para tal
fin, las neuronas se transfectaron con concentraciones crecientes de los pldsmidos
pIRES2-eGFP (Control), pIRES2-eGFP-p53Arg (p53-Arg) o pIRES2-eGFP-p53Pro (p53-
Pro), lo que permitié la expression de concentraciones crecientes de las variantes
polimérficas. Mediante citometria de flujo se analizd la muerte por apoptosis de las
neuronas que expresaban p53-Arg o p53-Pro, identificadas como células GFP’, a las 6,

14 6 24 horas de la transfeccion.

No se observd ningun efecto significativo sobre la apoptosis neuronal a las 6
horas postransfeccidén. Sin embargo, a las 14 horas, y de manera dependiente de la
concentracién, la variante p53-Arg, pero no la p53-Pro, incremento significativamente

el porcentaje de neuronas apoptéticas (anexina V'/7AAD") (Figura 12).
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Figura 12. La variante polimorfica p53-Arg induce la apoptosis neuronal de manera dependiente de la
concentracion y el tiempo. Las neuronas se transfectaron con concentraciones crecientes de los plasmidos
pIRES2-eGFP que expresan p53-Arg o p53-Pro y se determind la apoptosis neuronal, mediante citometria
de flujo, en la poblacién de neuronas GFP" (eficientemente transfectadas). Mientras que p53-Pro no afecta
a la viabilidad neuronal a las 14 horas postransfeccion, pS3-Arg induce la muerte por apoptosis de manera

dependiente de la concentracion y el tiempo. *p < 0.05 versus p53-Pro.

Es mas, al analizar la supervivencia de las neuronas GFP* (eficientemente
transfectadas) mediante microscopia de fluorescencia, observamos que la expresion
de p53-Arg (0,4 pg/10° neuronas) produjo una disminucién en el nimero de neuronas
fluorescentes, asi como la condensacién celular y fragmentacién de las neuritas,

procesos ligados a la muerte por apoptosis (Figura 13).
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Control™.-"- : Control

Figura 13. Microfotografias de
neuronas que expresan p53-Arg o
p53-Pro. Las neuronas se
transfectaron con los plasmidos
pIRES2-eGFP (Control),
pIRES2-eGFP-p53Arg (p53-Arg)

o pIRES2-eGFP-p53Pro (p53-Pro) y se tomaron microfotografias a las 14 horas postransfeccion (Objetivos:
10X panel izquierdo, 20X panel derecho).

Dado que no habiamos observado ningun efecto de la variante polimdrfica
p53-Pro sobre la viabilidad neuronal, al menos hasta las 14 horas de la transfeccion,
decidimos estudiar el proceso a tiempos mas largos e incrementar la concentracion de
proteina expresada en las neuronas. De manera similar a lo descrito anteriormente
(Figura 14), el estudio a las 24 horas de la transfeccidon reveld que el incremento en la
apoptosis neuronal causado por p53-Arg fue significativamente mayor que el causado
por p53-Pro. Es mas, para producir un efecto similar sobre el porcentaje de neuronas
apoptéticas (45-50%), las concentraciones de p53-Pro (1,6 ug/10° neuronas) debian

ser unas 4 veces superiores a las de p53-Arg (0,4 ug/10° neuronas) (Figura 14).
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Figura 14. La variante polimorfica p53-Arg es mas efectiva en la induccion de la apoptosis neuronal que
la variante p53-Pro. Las neuronas se transfectaron con concentraciones crecientes de los plasmidos
pIRES2-eGFP que expresan p53-Arg o p53-Pro. Tras 24 horas, se determiné la apoptosis neuronal,
mediante citometria de flujo, en la poblacién de neuronas GFP" (eficientemente transfectadas). La variante

p53-Arg induce la muerte por apoptosis mas eficientemente que p53-Pro. *p < 0.05 versus p53-Pro.

2.2. El efecto de p53-Arg sobre la apoptosis neuronal esta

mediado por la activacion de la caspasa 3.

Es bien conocido que el factor de transcripcién p53 induce la apoptosis celular
mediante la activacion de genes proapoptdticos, como es Bax (Okuno et al. 2004;
Niizuma et al. 2009), entre otros. Con objeto de investigar si el efecto de p53-Arg sobre
la apoptosis neuronal era debido a una mayor actividad transcripcional, respecto a
p53-Pro, las neuronas se incubaron en medio de cultivo que contenia un inhibidor

especifico de dicha actividad de p53, la pifithrina-alfa (PFTa) (Zhu et al. 2002a).

Como se observa en la Figura 15 (panel izquierdo), PFTa inhibié la actividad
transcripcional de ambas variantes polimérficas de manera similar y dependiente de la
concentracién, a juzgar por el bloqueo en la expression de Bax. Sin embargo, el

inhibidor no previno la apoptosis neuronal causada por p53-Arg a las 14 6 24 horas de

la transfeccién (Figura 15).
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Figura 15. La mayor actividad apoptotica de p53-Arg no estd mediada por su actividad transcripcional.
Las neuronas se transfectaron con los plasmidos pIRES2-eGFP vacio (Control) o que expresan p53-Arg o
p53-Pro y se incubaron en medio de cultivo que contenia PFTq durante 14 6 24 horas. A estos tiempos, se
determind la apoptosis neuronal, mediante citometria de flujo, en la poblacién de neuronas GFP'
(eficientemente transfectadas). PFTa inhibio la actividad transcripcional de ambas variantes polimorficas,

de manera dependiente de la concentracion (panel izquierdo). Sin embargo, no previno la apoptosis

neuronal causada por p53-Arg. *p < 0.05 versus Control.

Como ya hemos indicado, La apoptosis celular ocurre a través de dos rutas
principales, la via extrinseca e intrinseca. Estas vias se activan por diferentes caspasas
iniciadoras (2 y 8 para la via extrinseca, 9 para la via intrinseca), que confluyen en la
activacion de la caspasa 3, desencadenando la muerte por apoptosis (Sastry and Rao
2000; Green 2005). Para dilucidar la via de sefializacion involucrada en el efecto
neurotoxico de p53-Arg, ésta se expresd en las neuronas en presencia de los
inhibidores generales y especificos de las diferentes caspasas que se citan en la Figura
16. A las 14 horas de incubacién, se determind la apoptosis en la poblacion de
neuronas GFP por citometria de flujo. La presencia de los inhibidores generales de la
via de activacidn de las caspasas, ZVADy ZDEVD, previnieron la apoptosis neuronal
causada por p53-Arg, alcanzando valores similares al grupo controlo p53-Pro. De forma
similar, la incubacién con el inhibidor especifico de la caspasa 3 (ZDQMD) o de la
caspasa 9 (ZLEHD), previno la neurotoxicidad de p53-Arg. Sin embargo, los inhibidores
especificos de la caspasa 2 (VDVAD) y de la caspasa 8 (ZIETD) no fueron capaces de

prevenir la apoptosis neuronal acusada por p53-Arg (Figura 16).
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p53-Arg caspasa 2 (VDVAD), caspasa 8 (ZIETD) y caspasa 9
(ZLEHD).Tras 14 horas, se determind la apoptosis neuronal,
mediante citometria de flujo, en la poblacion de neuronas GFP' (eficientemente transfectadas). La

neurotoxicidad de p53-Arg estd mediadad por la activacion de las caspasas 9 y 3. *p < 0.05 versus Control.

A continuacion, decidimos comprobar la activacion de la caspasa 3 en las
neuronas que expresaban p53-Argmediante el andlisis, por citometria de flujo, de la
caspasa 3 activa y de un dominio de PARP1 generado como consecuencia de la
proteolisis de la proteina causada por la caspasa 3 activa (PARP1 procesado). A las 14
horas de la transfeccion, p53-Arg incremento significativamente (p < 0,05) la expresion
de la caspasa 3 activa y de PARP1 procesado en las neuronas. Sin embargo, dicho

efecto no se mimetizé con p53-Pro (Figura 17).
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2.3. Lavariante polimorfica p53-Arg induce la

despolarizacion mitocondrial en las neuronas.

Dado que la activacidén de la caspasa 9 es un proceso asociado a la liberacion
de citocromo ¢ de la mitocondria, decidimos estudiar el potencial de membrana
mitocondrial (Ay,) en neuronas que expresaban p53-Arg. Para ello, las neuronas se
transfectaron con los plasmidos vacio (control) o que expresaban p53-Arg o p53-Proy,
a las 14 horas, se analizé el Ay, de las neuronas GFP* mediante citometria de flujo.
Como se observa en la Figura 18, p53-Arg disminuy6é en un 40% el M), de las

neuronas, respecto al grupo control o p53-Pro, que mostraron valores similares.
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Figura 18. La variante p53-Arg induce la despolarizacion mitocondrial en las
neuronas. Las neuronas se transfectaron con los plasmidos pIRES2-eGFP
vacio (Control)o que expresan p53-Arg o p53-Pro. Tras 14 horas, se
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2.4. Lavariante polimorfica p53-Arg incrementa la

susceptibilidad de las neuronas a la excitotoxicidad.

Finalmente, y dado que hemos descrito que el genotipo Arg/Arg estd
fuertementeasociado al mal pronostico funcional en el ictus, decidimos estudiar si
p53-Arg era capaz de modular la susceptibilidad de las neuronas a la excitotoxicidad
causada por el glutamato o por la isquemia experimental in vitro. Para tal fin, las
neuronas se transfectaron con 0,08 pg/10° neuronas de los plasmidos
correspondientes, ya que es la maxima concentracion que habiamos comprobado que
no produce toxicidad (Figura 12). Tras 14 de transfeccidn, las neuronas se sometieron

a los modelos de excitotoxicidad arriba citados.

En las neuronas del grupo Control (pIRES2-eGFP vacio) la apoptosis causada
por el glutamato no se observd hasta las 8 horas postestimulacién. Dicho efecto se
mimetizé en las neuronas que expresaban p53-Pro. Sin embargo, el efecto neurotdxico
del glutamato fue mayor en las neuronas que expresaban la variante p53-Arg, de
manera que se detecté un incremento en el porcentaje de neuronas apoptéticas a las

4 horas de estimulacion con el aminoacido (Figura 19).
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Figura 19. La variante p53-Arg incrementa la susceptibilidad de las neuronas a la excitotoxicidad causada
por el glutamato. Las neuronas se transfectaron con los plasmidos pIRES2-eGFP vacio (Control)o que
expresan p53-Arg o pS53-Pro. Tras 14 horas, se estimularon con glutamato (100 pM, 5 minutos) y se
incubaron en medio de cultivo durante los tiempos indicados en la Figura. La apoptosis se determind,
mediante citometria de flujo, en la poblacién de neuronas GFP'. p53-Arg incrementa la susceptibilidad de

las neuronas a la toxicidad del glutamato. *p < 0,05 versusNada (sin glutamato).

El efecto de la isquemia experimental (deprivacién de oxigeno y glucosa, 1
hora) sobre la apoptosis neuronal resulté ser el doble en las neuronas que expresaban
p53-Arg, que en las neuronas Control y p53-Pro, que respondieron de manera similar

al proceso isquémico (Figura 20).
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o o5 o . . .
) Q"O Q(D p53-Pro. Tras 14 horas, se incubaron en presencia (normoxia) o en

ausencia (isquemia) de oxigeno y de glucosa, durante 1 hora. La apoptosis se determind, mediante
citometria de flujo, en la poblacién de neuronas GFP'. p53-Arg incrementa la susceptibilidad de las

neuronas a la isquemia experimental. *p < 0,05 versus Normoxia.
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El presente trabajo de Tesis Doctoral demuestra que el polimorfismo de un
Unico nucledtido (SNP) en el exdn 4, coddén 72 de Tp53 en la forma homocigética
Arg/Arg condiciona un peor prondstico en los pacientes con ictus. Tanto en pacientes
con ictus isquémico como en pacientes con ictus hemorragico, dicho polimorfismo esta
vinculado, de forma independiente, con una peor situacién funcional a los 3 meses del
evento. Este trabajo, ademas, pone de manifiesto que la variante polimérfica p53-Arg
determina una mayor muerte neuronal por apoptosis, mediante un mecanismo que

implica a la mitocondria como orgdnulo diana de la proteina.

Como estudio prondstico se muestra un nuevo factor. Aunque muchos
estudios previos han sugerido distintos factores prondsticos tras un ictus, muchos de
ellos no evaltan simultdneamente la globalidad de todos (Weimar et al. 2002). Mas
aun, incluso contando con todos, no conocemos aun muchos de los mecanismos que
determinan las posibles variaciones en el prondstico tras sufrir un ictus. Asi, los
modelos prondsticos mas amplios y validados no explican mas que alrededor de un
50% de las eventual variaciéon pronostica (Weimar et al. 2004). Entre esos otros
posibles factores que puedan desempefiar algin papel, es légico pensar que puedan
estar los genéticos. Estos crearian una situacién de susceptibilidad que haria mas

graves las consecuencias del ictus.

Aunque en el dmbito de los ictus hay estudios de asociacidn genéticos, tanto
de genes candidatos como estudios gendmicos (Genomic Wide Association Studies:
GWA:s), estos se centran fundamentalmente en la funcidn de genes como causa de la
aparicion de los mismos (Hassan and Markus 2000; Matarin et al. 2007) y, en mucha
menor medida, en como los factores genéticos influyen en el prondstico tras su
presentacion (Martinez-Gonzalez and Sudlow 2006). Tanto en uno como en otro
aspecto, la identificacién de las asociaciones genéticas sospechadas pocas veces ha
sido replicada (Casas et al. 2004). De forma que, aunque parece evidente que hay un
componente genético en la aparicion de los ictus, la identificacion de los genes

involucrados permanece indeterminada (Matarin et al. 2009).

Hay distintos tipos de estudios para evaluar la influencia que variaciones
gendmicas puedan tener en determinados fenotipos patoldgicos. Uno de ellos es la
busqueda de la influencia de polimorfismos en genes candidatos. Sin embrago, uno de
los problemas de los estudios de asociacidn genética de enfermedades multifactoriales

asienta en que la mayoria de los fenotipos morbosos se veran influidos por mas de un
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rasgo genético. Y en el caso de un fenotipo morboso como es “peor prondstico”, de la
interacciéon con otros factores genéticos y muchos otros rasgos del propio proceso
patogénico. Cuando multiples factores interaccionan en la patogénesis de un fenotipo,
el efecto de cada factor individual depende de la prevalencia relativa de los demas
(Rothman and Greenland 2005). Asi, si la asociacion de un determinado factor
genético con el prondstico dependiese de su combinacién con otros factores, y estos
no estuvieran igualmente determinados o representados en otra poblacién (la
prevalencia de la combinacion de los factores fuera menor), ello podria diluir la
magnitud del efecto individual del primero (Khoury et al. 1988; Marchini et al. 2005).
Puede haber distintas herramientas para asentar la importancia real de una asociacién
genética. Aparte de intentar evitar los sesgos (de seleccion o de otro tipo) una de las
mas importantes es establecer la consistencia de la misma por su replicacién en otras
poblaciones o por la reunion de distintos resultados (metaanalisis). Pero hay otra mas,
la plausibilidad bioldgica de la asociacidn por su correlato en estudios experimentales
(Rebbeck et al. 2004; Khoury et al. 2007). Este es uno de los puntos fuertes del
presente trabajo: la combinacién de estudio clinico y experimental. Por un lado, el
estudio experimental aporta evidencias de los mecanismos que dan plausibilidad
bioldgica a la asociacion. A la inversa, el estudio clinico ilustra la magnitud real de un
mecanismo (en este caso la apoptosis inducida por p53) en un contexto patolégico
distinto de aquellos en los que se venia considerando. De esa forma ambos pilares se

refuerzan el uno al otro.

El genotipo Arg/Arg condiciona un peor prondstico en el

ictus.

El polimorfismo Arg72Pro (rs1042522) en el coddn 72 del gen de la proteina
tumoral Tp53 consiste en la sustitucion de una guanina (CGC, que codifica prolina) por
una citosina (CCC, que codifica arginina) (Pietsch et al. 2006). Este cambio condiciona
que se sintetice la variante polimdrfica que contiene prolina (p53-Pro) o bien la que
contiene arginina (p53-Arg), dentro del dominio rico en prolina que es esencial para la
actividad apoptoética de la proteina (Walker and Levine 1996; Sakamuro et al. 1997;
Murphy 2006). Asi, se ha descrito que la variante p53-Arg tiene una capacidad de
inducir apoptosis en células en cultivo y lineas tumorales superior a la variante p53-Pro

(Bonafe et al. 2002; Dumont et al. 2003; Bonafe et al. 2004), lo ha llevado a muchos
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investigadores a relacionar el polimorfismo Arg72Pro con la resistencia al desarrollo
neopldsico. Sin embargo, actualmente la ausencia de unanimidad en los resultados,
sobre todo in vitro, ha hecho poner en duda si esa diferencia en la actividad apoptdtica
de ambas variantes es universal para todos los tipos celulares e, incluso, su relevancia

fisioldgica (Pietsch et al. 2006; Whibley et al. 2009)

La funcién de la apoptosis neuronal en la isquemia cerebral es un tema
controvertido (Doyle et al. 2008; Harraz et al. 2008; Bolanos et al. 2009). De hecho, el
hallazgo patoldgico fundamental es la necrosis y tan solo se han descrito cambios
consistentes con apoptosis cuando la isquemia es transitoria o poco intensa (Chen et
al. 1998; Graham and Chen 2001) o bien en la zona alrededor del nucleo necrético o
area de penumbra isquémica (Charriaut-Marlangue et al. 1996; Graham and Chen
2001; Sairanen et al. 2006; Doyle et al. 2008). Incluso, recientemente se ha sugerido
que en la zona isquémica se produce inicialmente la muerte por apoptosis, mientras
que la necrosis es el resultado del fallo energético que se produce como consecuencia

del alto requerimiento de energia del proceso apoptético (Benchoua et al. 2001).

En la presente Memoria mostramos que el genotipo Arg/Arg condiciona, de
manera independiente, un peor prondstico funcional en los pacientes de ictus
isquémico y hemorrdgico. Llamativamente, el ser portador homocigoto del alelo Arg
es, ademas, uno de los predictores independientes de la existencia de deterioro
neuroldgico precoz en el ictus isquémico y de mayor volumen residual final en la HIC.
Estos resultados sugieren que la variante p53-Arg desempefia una importante funcién

en el dafio cerebral asociado al ictus.

El deterioro neuroldgico precoz (DNP) aparece en las series publicadas entre
un 10 y un 40% de los infartos del territorio anterior (Tei et al. 2000; Arenillas et al.
2002). Parte de las variaciones en la frecuencia observada de este fendmeno pueden
descansar en las diferentes formas de definirlo y el periodo de tiempo considerado
como precoz (Alawneh et al. 2009). Aunque el establecimiento de un limite temporal
pueda aparecer como algo arbitrario, la idea de segregar los empeoramientos de las
fases precoces responde a la necesidad de diferenciarlos del empeoramiento que
pueden sufrir los pacientes en momentos mas tardios, ya como resultado de
complicaciones sistémicas (infecciones o aspiraciones, por ejemplo) o recurrencias y

no por la “mala evolucidon” del propio proceso isquémico. En nuestra serie, un 10,8%
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de los pacientes sufrieron DNP (1,6% del subgrupo de pacientes con buen prondstico y

24,8% del subgrupo de los que tuvieron un mal prondstico).

Los mecanismos que intervienen en la apariciéon del fendmeno del DNP son
muchos y variados. Parece légico pensar que, en conjunto, lo que han de determinar
es el aumento del volumen inicial de tejido infartado. Por tanto, es muy posible que
afecten a las dreas de tejido que inicialmente estan situadas en condiciones de
penumbra, las dreas donde el flujo sanguineo esta reducido pero sin llegar a un umbral
que suponga un dafo tisular irreversible. Esta area de penumbra ha recibido una gran
atencién, pues su proteccién constituye una evidente diana terapéutica, y es
especialmente importante para el presente estudio, ya que es donde mas relevancia
tendrian los fendmenos de muerte celular programada (Charriaut-Marlangue et al.

1996; Graham and Chen 2001; Sairanen et al. 2006; Doyle et al. 2008).

Muchos de los estudios sobre DNP han evaluado el papel de los mecanismos
de caracter hemodinamico. Aquellos que, en una situacidon de isquemia, pudieran
aumentar la caida de la presion de perfusién en la zona, tales como modificaciones en
la tension arterial o en el estado de la circulacidon colateral (Arenillas et al. 2002;
Thomalla et al. 2003). Este tipo de mecanismos agravaria la situacion de isquemia
haciendo alcanzar el umbral de dano irreversible, incorporando mds tejido al
necrosado inicialmente. Sin embargo, un registro directo de disminucién de la presion
de perfusion local en coincidencia con un deterioro neurolégico no se ha descrito
(Alawneh et al. 2009). Junto a los mecanismos hemodindmicos es muy posible que
participen mecanismos de caracter bioquimico. La asociacion independiente de los
niveles de glutamato en plasma vy liquido cefalorraquideo con el DNP constituye un
ejemplo de las evidencias en este sentido (Castillo et al. 1997; Davalos et al. 1997). Las
evidencias que ligan la hipertermia o los niveles de citocinas pro-inflamatorias (como la
interleucina 6) con el DNP también podrian caer en este tipo de mecanismos mas
bioguimicos (Vila et al. 2000). Pero debe resaltarse que, en el momento actual, las
variables asociadas a DNP que conocemos no predicen con suficiente fiabilidad su
aparicion (Alawneh et al. 2009), lo cual no hace sino reflejar que la fisiopatologia de
este fendmeno es muy compleja. Nuestros resultados, mostrando que un
polimorfismo que condiciona una mayor apoptosis influye en el DNP y el prondstico
final, constituyen un hallazgo muy interesante en este sentido. Si tenemos en cuenta
que la apoptosis en los infartos cerebrales parece significativa en las areas de

penumbra (Charriaut-Marlangue et al. 1996; Graham and Chen 2001; Sairanen et al.
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2006; Doyle et al. 2008), el hecho de que las neuronas de estas areas dispongan de
unos sistemas proapoptoticos mas “faciles” (genéticamente condicionados),
contribuiria a que se incorporasen con mads facilidad al grupo de las neuronas
necrosadas a iguales umbrales de dafio isquémico. De hecho, cabe sospechar que
parte de lo que el polimorfismo Arg/Arg explica del riesgo de mal prondstico estaria
mediado por lo que influye en el riesgo de DNP. Si eso fuese asi, se podria objetar en el
analisis de los resultados de la cohorte, que pudiera existir colinealidad. No obstante,
debe recordarse que en los analisis de regresidon logistica la colinealidad puede
artefactar la magnitud de la asociacion, pero no el sentido de la misma. Es decir que
podria aumentar la magnitud de los OR, pero la asociacién de ambas variables con el

mal prondstico permaneceria.

Como otras muchas cohortes hospitalarias, la cohorte de infartos aqui
presentada tiene una mayor proporcion del subtipo de infartos cardioembélicos y una
menor de los de pequefio vaso, en comparacién con las series de pacientes no
hospitalizados (Schulz and Rothwell 2003). Por ejemplo, mientras en nuestra serie los
infartos cardioembdlicos fueron el 36,3%, en la serie de Oxford OCSP (Bamford et al.
1988) constituyeron el 23,3% (estadistico z = -4,3822; p < 0,005) y en la de Rochester
(Petty et al. 1999) del 29,1% (z= - 2,2533; p= 0,02). Los ictus cardioembdlicos tienen
un peor prondstico (Jackson and Sudlow 2005; Lavados et al. 2007) mientras que los
infartos de pequeino vaso, por definicién, afectan a un pequefio volumen de tejido
cerebral. Por tanto, la vinculacién del polimorfismo con el mal prondstico podria
aparecer diferente si la distribucidn de los subtipos de ictus difiriese en otra poblacién.
A priori, la importancia de los mecanismos apoptdticos seria mas significativa en los

infartos de tamafio medio o grande.

En cuanto a la cohorte de HIC, Ilama la atencién la magnitud de la asociacion
entre el genotipo Arg/Arg y un peor prondstico funcional. Aunque las dos cohortes
(isquémica y hemorrdgica) son independientes, por tanto, no comparables, la
existencia de esta fuerte asociacion, sugiere que el impacto del polimorfismo es mayor
en el caso de las HIC que en los infartos. Este argumento se sumaria a otros tales como
el hecho de que el pico de maxima muerte neuronal se produce mas tarde en la
hemorragia (Lee et al. 1997) o la alta proporcidén de neuronas TUNEL® en los estudios
histoldgicos (Qureshi et al. 2003), sugiriendo que la muerte neuronal por apoptosis

desempeifiaria un papel mas importante en esta entidad.
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Es llamativo que una NIHSS mayor al ingreso sea un factor que, a igualdad del
resto, incrementa la probabilidad de mal prondstico tras una HIC, mientras que la
magnitud en el volumen de sangre existente al ingreso pierde su capacidad predictiva
cuando se ajusta por la NIHSS y el ser portador de la variante Arg/Arg. Es verdad que
ha habido estudios en los que el volumen de sangre al ingreso se mantenia como un
potente predictor de la morbi-mortalidad de las HIC (Broderick et al. 1993; Davis et al.
2006), pero utilizando como covariables clinicas instrumentos de medidas menos
refinados, tales como la escala de coma de Glasgow. Es como si la presencia de la
NIHSS como covariable, dada su gran capacidad predictiva, colapsase la independecia

del volumen de la hemorragia para marcar el mal prondstico.

Cuando, dandole la vuelta, miramos en nuestra serie qué variables predicen el
volumen residual final de una HIC, vemos que la NIHSS no aparece como marcador
independiente, a favor del volumen de sangre inicial y del volumen de edema. Los
volumenes al ingreso son buenos marcadores de los volumenes de lesidn final, pero el
defecto neuroldgico clinico es mejor predictor de la situacién funcional. Esta
discordancia entre defecto clinico y funcional por un lado, y el volumen de lesién, por
otro, puede tener especial interés. Basandose en la importancia del volumen y de su
crecimiento, se realizaron ensayos clinicos con sustancias hemostaticas, como el factor
VIl activado recombinante (rFVIla). En el primer ensayo, el rFVIla demostré reducir el
crecimiento de los hematomas intracerebrales (Mayer et al. 2005), pero en el segundo
(Mayer et al. 2008) ese efecto no se tradujo en una mejoria en la mortalidad ni en la

situacion funcional.

En nuestro estudio, el ser homocigoto para el alelo Arg mantiene su influencia
también en el volumen de lesién final. De hecho, su presencia es como si hubiese un
mL mas de volumen hemadtico al inicio: coeficiente B estandarizado para volumen al

ingreso (mL): 0,412; B estandarizado para Arg/Arg: 0,483).

Por otro lado, el volumen del edema perihematoma es mayor en los pacientes
con Arg/Arg, pero dicha asociacidon no se mantiene independiente como marcador del
volumen perihematoma cuando se ajusta por las demas variables. Segun estudios
recientes, el edema perihematoma parece depender, fundamentalmente, del volumen
inicial del hematoma y no parece tener un efecto independiente en el prondstico
(Arima et al. 2009). Esto haria pensar que los mecanismos apoptoticos vinculados a la

variacién de p53 no afectarian al prondstico por el destino del tejido afectado por
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edema perihematoma. Seria mas ldgico inferir que la mayor apoptosis donde tiene

Iﬂ

importancia es en el “magma” del hematoma donde haria que se recluten mas
neuronas al contingente de las que pasan a morir. De hecho, en un analisis a posteriori
de nuestra cohorte, si observamos la modificacidn porcentual del volumen final en
relacion con el inicial (volumen final — volumen inicial x 100 / volumen final)
observamos que esa modificacion fue significativamente mayor en los pacientes

Arg/Arg (Modificacién del volumen en Arg/Arg = 25,4% * 53,6; en Arg/Pro = - 296% +
186; en Pro/Pro = - 213%; p < 0,0002).

Reuniendo los resultados del efecto del polimorfismo sobre el edema
perihematoma (poco), sobre el volumen residual final (mayor) y, especialmente, sobre
el prondstico funcional (muy fuerte), se podria establecer la hipdtesis de que el
polimorfismo podria condicionar un aumento del volumen de lesién, pero sobre todo,
una aumento de las neuronas que mueren por apoptosis en el seno mismo del

volumen de la hemorragia, determinando un peor prondstico final.

Por lo demas, la serie hospitalaria de HIC recogida es semejante a otras
publicadas en lo que concierne a sus caracteristicas demograficas. Con la salvedad, de
la proporcién de pacientes con consumo importante de alcohol, que parece inferior, si
bien la diferencia posiblemente estribe en el criterio operativo utilizado de consumo
de alcohol de riesgo (Juvela et al. 1995). Lo que si presenta es una tasa de mortalidad
mas baja. Mientras en las series publicadas, la tasa de mortalidad al mes suele estar en
torno al 40,4% (mediana; rango de 13,1 — 61) (van Asch et al. 2010), en nuestra serie a
los tres meses habian fallecido sélo un 11,7%. Este dato ha de relacionarse con la
presencia de una mayor proporcidon de pacientes independientes a los 3 meses en
nuestra serie. Aunque los periodos de tiempo no coinciden, a los tres meses en
nuestra serie un 50,8% de los pacientes eran independientes (Rankin-m 0 — 2), cuando
otras series describen tasas de pacientes independientes entre el 12 y el 33% al medio
ano (Bamford et al. 1990; Lavados et al. 2005; Vibo et al. 2007). Este hecho
posiblemente refleja sélo la tendencia en las series de pacientes seleccionados en los
servicios de Neurologia, a reclutar en fases agudas a pacientes menos graves, ya que
los mas graves tenderan a estar atendidos inicialmente en servicios de cuidados

intensivos (Weimar et al. 2002).

Finalmente, es importante resaltar que, en contra de los resultados obtenidos

con el polimorfismo Arg72Pro de Tp53, el polimorfismo Ins16bp, localizado en el intrén
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3 del mismo gen, no mostré asociaciéon alguna con el prondstico funcional en los
paciantes de ictus. Es mas, las frecuencias alélicas de ambos polimorfismos en las
cohortes isquémica y hemorragica son muy similares entre si y con la evaluada
recientemente en la poblacidn sana de Europa (Santos et al. 2006; Costa et al. 2008).
Estos resultados corroboran la asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro y el
prondstico funcional en pacientes de ictus y descartan que el efecto sea debido a

desequilibrio de ligamiento entre ambos polimorfismos.
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La interaccion de la variante polimdrfica p53-Arg con la
mitocondria justifica su alta capacidad de inducir apoptosis

neuronal.

La existencia de una asociacidon entre un polimorfismo relacionado con la
apoptosis y el prondstico de los ictus, vuelve a poner sobre la mesa la funcidn que este
tipo de muerte celular programada tiene en la patogenia del dafio cerebral que ocurre
en estos trastornos. Como ya hemos mencionado, la importancia de la apoptosis en los
ictus estd discutida, especialmente en lo relativo a los ictus isquémicos (Charriaut-
Marlangue et al. 1996; Graham and Chen 2001; Sairanen et al. 2006; Doyle et al. 2008).
De las inconsistencias de los estudios y del hecho de que la mayor parte de la muerte
celular en los infartos cerebrales sea por necrosis, se podria inferir que la muerte
celular programada no desempefia un papel significativo en estos trastornos y su
impacto en el prondstico funcional seria escaso. Nuestro estudio, por tanto, iria en
contra de esa inferencia. Asi, en las zonas alrededor de las porciones tisulares con una
mayor necrosis directa, la muerte neuronal por apoptosis desempefiaria un papel
primordial. El hecho de que el polimorfismo esté también vinculado, de forma
independiente, con el deterioro neuroldgico precoz en estos pacientes apoya esta

afirmacion.

Es mas, los resultados experimentales que hemos descrito en esta Memoria
aportan consistencia a la importancia de apoptosis en el ictus. De hecho, hemos
demostrado, por primera vez, que la variante polimérfica p53-Arg posee una mayor
capacidad de inducir apoptosis en las neuronas que la variante p53-Pro. Este efecto es
independiente de la actividad transcripcional de ambas proteinas, que es muy similar a
juzgar por la capacidad de inducir la expresidén de Bax. Sin embargo, recientemente se
ha descrito en ratas que la administraciéon de un inhibidor especifico de la actividad
transcripcional de p53, PFTa, mejora sensiblemente la recuperacion tras la isquemia
cerebral (Luo et al. 2009). Hay que tener en cuenta que este trabajo, y el resto
realizados en animales de experimentacion, no tienen en cuenta el polimorfismo
Arg72Pro, ya que es especifico de humanos (Pietsch et al. 2006), por lo que debe ser

considerado con cautela.

La actividad apoptdtica de p53-Arg parece ser consecuencia de la interaccidon
de la proteina con la mitocondria. De hecho, p53-Arg induce la despolarizacion de la

membrana interna mitocondrial y, en consecuencia, activa la via intrinseca de la ruta
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apoptdtica en las neuronas. Esta misma via se ha descrito que es la responsable de la
apoptosis neuronal que ocurre en las zonas dafadas del cerebro tras la isquemia

experimental (Broughton et al. 2009).

Ademds, p53-Arg aumenta la susceptibilidad de las neuronas a la isquemia
experimental in vitro (privacion de glucosa y oxigeno) y a la excitotoxicidad causada
por el glutamato, modelos en los que, previamente, hemos demostrado que Ia
mitocondria desempefia un papel fundamental (Almeida and Bolanos 2001; Almeida et

al. 2002; Maestre et al. 2008).

Todos estos resultados sugieren fuertemente que el polimorfismo Arg72Pro
contribuye, al menos en parte, a determinar genéticamente la diferente
susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis asociada al proceso excitotdxico. Por
tanto, la variante p53-Arg deberia ser considerada como una diana molecular en el

desarrollo de nuevas y eficaces estrategias terapeuticas en el ictus.
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Conclusiones

A la vista de los resultados presentados en esta Memoria, hemos obtenido las

siguientes conclusiones:

1. El polimorfismo en el exdn 3, coddén 72 del gen supresor tumoral Tp53
condiciona el prondstico funcional en pacientes de ictus, tanto isquémico
como hemorrdgico, lo que le convierte en un factor responsable, al menos
en parte, de la variabilidad genética interindividual asociada a dichas
patologias.

2. El genotipo Arg/Arg esta fuertemente asociado a un peor prondstico
funcional tras el ictus. Es mds, la homocigosidad para el alelo Arg esta
asociada al deterioro neuroldgico precoz tras el infarto o al incremento en
el volumen residual tras la hemorragia intracerebral.

3. Ninguno de los pacientes portadores del genotipo Pro/Pro sufieron mal
prondstico, deterioro neurolégico precoz tras el infarto o incremento en el
volumen residual tras la hemorragia intracerebral, lo que asocia a dicho
polimorfismo con una mejor capacidad de recuperacién funcional tras el
ictus.

4. La variante polimdrfica p53-Arg posee una capacidad de inducir la
apoptosis neuronal superior a la de la variante p53-Pro. Dicho efecto es
debido a la activacién de la via apoptdtica intrinseca como consecuencia
de la interaccidn de p53-Arg con la mitocondria.

5. La variante p53-Arg aumenta la susceptibilidad de las neuronas a la
isquemia experimental in vitro y a la excitotoxicidad causada por el
glutamato, modelos en los que es bien conocido que la mitocondria

desempeifia un papel fundamental.

Conclusion final:

En el presente Trabajo, hemos identificado el genotipo Arg/Arg como un
nuevo y potente biomarcador genético de mal prondstico funcional, tanto en el infarto
cerebral como en la hemorragia intracerebral. Es mas, el polimorfismo Arg72Pro
contribuye, al menos en parte, a determinar genéticamente la diferente
susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis asociada al proceso isquémico. Por

tanto, la variante polimdrfica p53-Arg deberia ser considerada como una importante
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diana molecular en el desarrollo de nuevas y eficaces estrategias terapeuticas en el

ictus.
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