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1. HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

La hemorragia intracerebral (HIC) espontánea consiste en la brusca extravasación 

de sangre dentro del parénquima cerebral producida por una rotura vascular no 

traumática. Globalmente, representa entre un 9 a 27% de los ictus (Steiner et al., 

2014), aunque esta proporción varía en función del país, la raza, la edad y el sexo 

(Qureshi et al., 2009). La incidencia en población caucásica es de 

aproximadamente 15 casos por cada 100.000 habitantes. Se registran más casos 

en hombres y el riesgo aumenta con la edad (Ikram et al., 2012). 

La HIC es la patología vascular cerebral con una mayor tasa de mortalidad, 

alrededor del 40% al mes (Poon et al., 2015), 50% al año, y a los 5 años 

aproximadamente un 70%. Además, los pacientes que sobreviven tienen un gran 

riesgo de padecer secuelas (Poon et al., 2014). De hecho, sólo un 20% de ellos 

son funcionalmente independientes a los seis meses. Aunque el escenario 

epidemiológico ha cambiado, la incidencia en las últimas décadas se ha 

mantenido estable (Wilson et al., 2014). Por todo ello, a día de hoy, la HIC sigue 

siendo un importante problema sociosanitario (Steiner et al., 2014). 

Gracias a las técnicas modernas de neuroimagen se han producido avances 

notables en la identificación de factores de riesgo. La investigación básica y clínica 

también ha contribuido a dilucidar mecanismos fisiopatológicos y de daño 

neuronal. Sin embargo, actualmente no existe ningún tratamiento médico 

específico y el tratamiento quirúrgico sólo es útil en un bajo porcentaje de casos.  

El pronóstico de los pacientes con HIC está vinculado a una gran cantidad de 

variables clínicas, analíticas, de neuroimagen, de respuesta al tratamiento, etc. 

(Poon et al., 2014). Aunque se necesitan más datos acerca de las variaciones que 

se dan en la situación funcional final de los pacientes (van Asch et al., 2010). 
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1.1. Factores de riesgo 

En ausencia de un tratamiento eficaz, muchos estudios recientes se han centrado 

en el desarrollo de medidas preventivas y en la estratificación de los factores de 

riesgo en la HIC.  

La hipertensión arterial (HTA) se encuentra entre los factores de riesgo más 

estudiados. Considerado el más importante de todos, la HTA marca un riesgo, al 

menos dos veces superior de sufrir HIC (O’Donnell et al., 2010; Rodríguez-Yañez 

et al., 2013). El padecer angiopatía amiloide cerebral (AAC) se considera el 

segundo factor de riesgo más importante para el desarrollo de HIC, especialmente 

en pacientes de edad avanzada. El creciente uso de anticoagulantes y la edad de 

los pacientes ha aumentado la incidencia de las HIC asociada a estos tratamientos 

(Thanvi et al., 2012). El alcohol y el tabaco son factores de riesgo dosis 

dependientes para HIC (Zhang et al., 2011; Andersen et al., 2009), afectando a 

fumadores activos y exfumadores, aunque en menor medida. Se ha encontrado 

relación entre la diabetes mellitus y el riesgo de padecer HIC (Ariesen et al., 2003). 

Por otro lado, niveles bajos de colesterol total y colesterol asociado a lipoproteínas 

de baja densidad (c-LDL) pueden favorecer la necrosis de las células musculares 

lisas de la capa media de las arterias cerebrales o favorecer el desarrollo de 

microaneurismas (Wang et al., 2013). Sin embargo, en distintos metaanálisis no se 

encontró asociación del tratamiento con estatinas con un riesgo elevado de HIC 

(Hackam et al., 2011).  

Otros factores emergentes incluyen una dieta poco saludable, el sedentarismo 

(Zhang et al., 2011) y, presumiblemente, el deterioro de la función renal, aunque 

este hallazgo no ha sido consistente en todos los estudios (Lee et al., 2010). 

Valores anormales del índice de masa corporal podrían incrementar el riesgo de 

HIC, aunque tal vez como marcador de procesos patológicos subyacentes (Biffi et 

al., 2011). Los microsangrados intracerebrales en secuencia eco de gradiente 

(T2*) de Resonancia Magnética (RMN), también emergen como un factor de 

riesgo preclínico de HIC por ser un marcador de arteriopatía subyacente. Además, 

se les atribuye un valor predictivo de hemorragias secundarias a anticoagulantes, 
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aunque aún queda por conocer los resultados de estudios poblacionales 

(Charidimou et al., 2012; Shoamanesh et al., 2011). 

Se han descrito una serie de trastornos genéticos que predisponen a la HIC, como 

son la AAC familiar debida a mutaciones en el gen de la proteína precursora de 

amiloide (APP) y la arteriopatía cerebral autosómica dominante (CADASIL) 

secundaria a mutaciones en el gen Notch3 y, más modestamente, en aquellos que 

codifican para la enzima convertidora de angiotensina (ECA), factores de la 

coagulación VII y XIII, interleuquina 6 (IL-6), y los genes ApoH y CR1 

(recientemente relacionado con la enfermedad de Alzheimer) (Carpenter et al., 

2015). Pero si existe un marcador genético robusto indicativo de un mayor riesgo 

de padecer HIC es el gen de la apolipoproteina E (ApoE). Concretamente los 

polimorfismos ε4 y ε2 se han asociado con HIC, probablemente en relación con la 

AAC, por el incremento de depósitos de proteina β-amiloide y la localización del 

daño, como se verá más adelante (Domingues et al., 2014). Este hecho 

demuestra que el sustrato genético desempeña un papel sustancial en el riesgo de 

HIC y presumiblemente en el pronóstico y volumen de hematoma, como sugiere 

un estudio reciente del Consorcio Internacional de Genética del Ictus (International 

Stroke Genetics Consortium, ISCG) (Devan et al., 2013). 

1.2. Causas  

Para la HIC aún no existe una clasificación etiológica establecida, ya que una HIC 

generalmente es el resultado de factores de riesgo predisponentes y factores 

precipitantes (Domingues et al., 2014). 

Convencionalmente la HIC espontánea se ha clasificado como secundaria cuando 

se objetivan las causas del sangrado como una neoplasia o malformación 

arteriovenosa entre otras y primaria cuando no hay una causa subyacente obvia. 

Debido a los avances en neuroimagen y la correlación con estudios 

neuropatológicos, actualmente se acepta que los procesos que subyacen a la HIC 

primaria son enfermedades intrínsecas que afectan a los vasos cerebrales de 

pequeño calibre (usualmente denominada enfermedad de pequeño vaso). Por lo 
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tanto, se ha sugerido utilizar el término HIC debida a enfermedad de pequeño 

vaso en vez de HIC primaria (D Wilson et al., 2014), modificando ligeramente la 

clasificación tradicional (Tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1. Hemorragia intracerebral por enfermedad de pequeño vaso 

- Hipertensión arterial 

La HTA es la causa más frecuente de HIC, actualmente representa el 50 a 60% 

del total de las HIC (Falcone et al., 2013). 

La HTA crónica condiciona lesiones vasculares en las arteriolas perforantes 

(Takebayashi & Kaneko, 1983; Takebayashi, 1985). Estas alteraciones favorecen 

la obstrucción vascular y pueden dar lugar a infartos lacunares, isquemia de la 

sustancia blanca periventricular y subcortical profunda (leucoaraiosis), así como 

ruptura vascular. El papel de la ruptura de microaneurismas como causa de HIC 

todavía es incierto.  

La HTA también puede ocasionar HIC de forma aguda, al incidir sobre pequeñas 

arteriolas no protegidas por la hipertrofia de sus paredes, como sucede en ciertas 

Tabla 1. Principales causas de HIC no traumática 

 

Enfermedad de pequeño vaso: 

      Hipertensión arterial 

      Angiopatía amiloide cerebral 

Enfermedades hematológicas 

Anticoagulantes y fibrinolíticos 

Tumores  

Malformaciones vasculares cerebrales 

Arteriopatías inflamatorias infecciosas y no infecciosas 

Etanol y drogas simpaticomiméticas 
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hemorragias producidas por drogas o tras realizar una endarterectomía o una 

angioplastia (Brott et al., 1986; Wang & Tuhrim, 2012) 

Dada la fuerte asociación entre HTA y HIC, la elevada prevalencia de HTA, y las 

múltiples opciones de tratamiento disponibles, el control de la presión arterial se 

considera la principal estrategia para la prevención de la HIC (Ikram et al., 2012). 

- Angiopatía Amiloide Cerebral  

La hemorragia por AAC representa aproximadamente el 20% de las HIC 

espontáneas (Domingues et al., 2014). Su frecuencia aumenta con la edad, siendo 

muy rara por debajo de 55 años. La AAC se caracteriza por el depósito de material 

β-amiloide en las paredes de los vasos cerebrales, principalmente vasos corticales 

y leptomeníngeos de pequeño y mediano calibre.  

Aunque el mecanismo por el que la angiopatía amiloide facilita las hemorragias no 

está bien establecido, podría incluir alteraciones tales como la debilidad de la 

pared arterial y la asociación con otras anomalías (microaneurismas, 

degeneración hialina de la pared, necrosis fibrinoide). Es característico en esta 

entidad la localización lobular, tendencia a la recurrencia, la hemorragia múltiple y 

la existencia de deterioro cognitivo previo.  

1.2.2. Hemorragia intracerebral por trastornos de la coagulación, 
anticoagulantes y tratamiento fibrinolítico  

Las coagulopatías congénitas, como la hemofilia, o adquiridas, como la púrpura 

trombocitopénica idiopática, son causas infrecuentes de HIC (Wang & Tuhrim, 

2012). 

La HIC es la complicación más temida del tratamiento con anticoagulantes 

(Hankey, 2014). Debido al creciente uso de estos fármacos y la mayor edad de los 

pacientes, la incidencia se ha incrementado de forma significativa (Wilson et al., 

2016). El desarrollo de nuevos fármacos ha representado un avance importante en 
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la disminución del riesgo hemorrágico, una de las principales limitaciones de los 

anticoagulantes clásicos. 

El riesgo de HIC asociada a inhibidores dependientes de los factores de vitamina 

K es del 1-2% anual (hasta 7 a 10 veces mayor que en pacientes que no reciben 

este tratamiento), el volumen del hematoma suele ser mayor y presenta altas 

tasas de mortalidad comparado con otras causas de HIC (Flaherty et al., 2007). 

Suelen producirse en personas de edad avanzada, hipertensas, con AAC y la 

mayoría ocurren con niveles de INR (International Normalized Ratio) en rango 

terapéutico (Zubkov et al., 2008).  

La evidencia actual sugiere que en aquellos pacientes con fibrilación auricular bajo 

tratamiento con anticoagulantes directos (ACOs), la incidencia de HIC es 50% 

menor frente a los pacientes en tratamiento con warfarina, con una eficacia similar 

en la prevención de eventos isquémicos (Ruff et al., 2014). Los datos de HIC 

asociada a ACOs fuera de los ensayos clínicos aún son limitados y se derivan de 

estudios de cohorte hospitalaria, aunque han reportado menor volumen de 

hematoma y mejor pronóstico funcional que los pacientes tratados con warfarina 

(Hagii et al., 2014; Wilson et al., 2016). 

La HIC es una de las complicaciones del tratamiento con fibrinolíticos en la fase 

aguda del ictus. El activador tisular del plasminógeno (t-PA) presenta tasas de HIC 

de 6,4% (NINDS rt-PA Stroke Study Group 1995). La  trombolisis intraarterial con 

prouroquinasa se asocia con una tasa de 11% de HIC sintomática precoz y con 

mal pronóstico (Kase et al., 2001). Los factores asociados a HIC secundaria a 

fibrinolíticos son: la hiperglucemia, hipertensión arterial, tratamiento previo con 

aspirina y clopidogrel (Poppe et al., 2009; Butcher et al., 2010).  

La leucoaraiosis y la presencia de microhemorragias cerebrales en secuencia T2* 

de RMN marcan un mayor riesgo de padecer una HIC secundaria a 

anticoagulantes o fibrinolíticos (Lovelock et al., 2010; Falcone et al., 2014). 
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1.2.3. Hemorragia intracerebral por tumores 

Las neoplasias representan un porcentaje bajo del total de HIC (Wang & Tuhrim, 

2012; Katz & Segal, 2005). La leucemia aguda presenta el mayor riesgo de 

sangrado (Rogers, 2003), otras causas incluyen metástasis de cáncer de pulmón, 

melanoma, coriocarcinoma, carcinoma de tiroides, carcinoma de células renales, 

hepatocarcinoma y tumores cerebrales primarios como el glioblastoma multiforme 

y oligodendroglioma. Entre los principales mecanismos del sangrado se 

encuentran: coagulopatías, efectos directos del tumor como necrosis o 

neovascularización y relacionados con el tratamiento (Rogers, 2003; Katz & Segal, 

2005). 

1.2.4. Hemorragia intracerebral por malformaciones vasculares cerebrales 

En general, los pacientes con HIC debido a malformaciones vasculares tienen 

mejor pronóstico que los pacientes con una hemorragia espontánea (Domingues 

et al., 2014). Las malformaciones arteriovenosas (MAV) se manifiestan como HIC 

hasta en un 50% de los casos. La tasa anual de hemorragias para MAV que no 

han sangrado es de 2,3-2,8% (Kim et al., 2014; Mohr et al., 2014). Los predictores 

de HIC recurrente en MAV son sangrado previo, sexo femenino, edad avanzada y 

características anatómicas como localización profunda y drenaje venoso profundo. 

En el caso de los cavernomas cerebrales, el riesgo anual de una primera HIC se 

estima entre 0.4-0.6% (Al-Shahi Salman et al., 2012), tienden a ocurrir a edades 

tempranas, son de menor volumen que otras malformaciones vasculares 

cerebrales y producen menos discapacidad (Domingues et al., 2014). Un 

metaanálisis reciente ha demostrado que la localización en tronco cerebral y la 

presentación en forma de HIC o con déficits neurológicos focales se asocia de 

forma independiente con la probabilidad de sangrado a los 5 años del diagnóstico, 

mientras que la edad, el sexo y la presencia de cavernomas múltiples no aporta 

información pronóstica, además se ha observado que la incidencia de HIC 

disminuye con el tiempo en aquellas personas que debutan con HIC (Horne et al., 

2016).  
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1.2.5. Hemorragia intracerebral por vasculitis y otras arteriopatías  

Las arteriopatías inflamatorias (vasculitis primarias y secundarias del sistema 

nervioso central) pueden ser causa de HIC (Memet et al., 2005; Moskowitz et al., 

2007; Lin et al., 1999). Los aneurismas micóticos son una complicación grave de 

la endocarditis bacteriana; éstos pueden ser únicos o múltiples y suelen 

localizarse en las ramas terminales de las arterias intracraneales; tienen tendencia 

a romperse y producir HIC de mal pronóstico, cuya mortalidad oscila entre el 60 y 

el 90% de los casos. 

1.2.6. Hemorragia intracerebral por sustancias de abuso 

Debido al aumento del consumo de drogas entre la población más joven, la 

aparición de HIC en menores de 35 años es un problema cada vez más frecuente 

(Feldmann et al., 2005). Suelen ser drogas con efecto simpaticomimético, 

estimulantes y alucinógenas (anfetaminas, cocaína, crack, heroína, así como 

efedrina y fenilpropanolamina, presentes en algunos descongestionantes nasales). 

Recientemente se han descrito casos de HIC asociada a análogos sintéticos de 

tetrahidrocannabinol (Rose et al., 2015). 

El consumo de alcohol (Zhang et al., 2011) actúa por distintos mecanismos en la 

producción de HIC: HTA del alcohólico crónico, picos hipertensivos por consumo 

agudo o por abstinencia, alteración de la coagulación y de la función plaquetaria 

por afectación hepática y daño endotelial (Fernández-Solà, 2005; Ikram et al., 

2012). 

1.3. Distribución anatómica 

Se estima que aproximadamente el 60% de las HIC se localizan en las regiones 

profundas de los hemisferios cerebrales (putamen, cápsula interna, caudado y 

tálamo); un 30% de los hematomas son lobulares y el 10% son infratentoriales 

(cerebelosos y protuberanciales) (Keep et al., 2012) (Figura 1).  
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Figura 1. Localización de las HIC. (A) Hemorragia intracerebral lobular proveniente de ramas 

penetrantes corticales de la arteria, cerebral media. (B) Hematoma en ganglios basales originado 

de ramas ascendentes lenticuloestriadas de la arteria cerebral media. (C) Hemorragia talámica 

originada de ramas ascendentes tálamogeniculadas de la arteria cerebral posterior. (D) Afectación 

pontina proveniente de ramas paramedianas de la arteria basilar. (E) Hematoma cerebeloso 

originado de ramas penetrantes de las arterias cerebelosas (posterior, inferior, anteroinferior o 

superior) (Qureshi et al., 2001). 

Aunque los datos hasta el momento no son concluyentes, sí parece existir una 

asociación entre la localización de la hemorragia y su etiología. Las hemorragias 

por HTA suelen ser profundas: putamen (30-50%), sustancia blanca subcortical 

(30%) y cerebelo (16%). Aquellas producidas por AAC y anticoagulantes suelen 

ser lobulares (Rodríguez-Yañez et al., 2013; Pezzini et al., 2014). Mientras que la 

causa más probable de una HIC acompañada de sangre en el espacio 

subaracnoideo suele ser la rotura de un aneurisma o de una MAV. Las 

hemorragias cerebrales secundarias a tumores suelen tener un edema perilesional 

mayor del que cabría esperar por la evolución natural de un hematoma 

espontáneo y se producen en lugares poco habituales para los hematomas 

hipertensivos (Rønning et al., 2008; Katz & Segal, 2005). 
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Adicionalmente, la localización de la hemorragia condiciona el pronóstico y 

mediatiza la aplicación de tratamientos. Así, las hemorragias pontinas presentan la 

mayor tasa de mortalidad, mientras que las superficiales son más susceptibles de 

tratamiento quirúrgico.  

1.4. Manifestaciones clínicas 

La presentación clínica de la HIC tiene dos elementos principales: síntomas 

vinculados a la localización del hematoma y síntomas vinculados al brusco 

aumento de la presión intracraneal (Qureshi et al., 2001). 

La HIC se produce generalmente en vigilia, con la aparición súbita de un déficit 

neurológico focal que progresa rápidamente en minutos u horas o es máximo 

desde el inicio.  

Las manifestaciones relacionadas con el aumento de la presión intracraneal son 

cefalea, vómitos y disminución del nivel de conciencia. Durante las primeras 24 

horas tras el inicio de los síntomas hasta un 25% de los pacientes presenta 

disminución del nivel de consciencia debido a la expansión del hematoma. Otro 

factor implicado en el deterioro del estado neurológico durante las primeras 48 

horas tras la hemorragia es el edema cerebral (Keep et al., 2012).  

Aquellos pacientes con una HIC supratentorial localizada en putamen, núcleo 

caudado y tálamo presentarán un déficit sensitivo-motor contralateral cuya 

severidad variará en función de la afectación o no de la cápsula interna. Los 

síntomas como afasia, negligencia, hemianopsia y desviación de la mirada pueden 

ocurrir debido fenómenos de diasquisis córtico-subcortical. Los pacientes con una 

HIC infratentorial presentarán signos de disfunción de tronco cerebral como 

trastornos de la mirada, alteraciones en pares craneales y déficit motor 

contralateral. La ataxia, nistagmo y dismetría son frecuentes cuando existe 

afectación cerebelosa (Qureshi et al., 2001). 
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1.5. Diagnóstico y manejo 

Hasta ahora no se ha establecido ningún tratamiento médico eficaz, en HIC aguda 

más allá de la intensificación y coordinación de los cuidados generales en las 

unidades de ictus y unidades de cuidados intensivos (Xi et al, 2006; Hemphill et 

al., 2015) y la cirugía ha demostrado ser efectiva sólo en un pequeño porcentaje 

de casos.  

El manejo actual de la HIC incluye el diagnóstico preciso y la predicción de la 

progresión mediante datos clínicos y de neuroimagen, entre los cuales están: el 

volumen inicial del hematoma, expansión durante las primeras 24 horas, 

localización del sangrado, extensión del edema cerebral, edad del paciente y la 

situación neurológica al ingreso (Qureshi et al., 2001; Senn et al., 2014; Thanvi et 

al., 2012). 

La Tomografía Computarizada (TC) y la RMN permiten identificar la HIC en fase 

aguda. La TC se considera la técnica de elección por su disponibilidad, menor 

tiempo de realización y menor coste. Mediante esta prueba se identifica la 

localización precisa de la hemorragia y la presencia de efecto masa, edema, 

extensión ventricular y subaracnoidea, lo cual puede dar pistas sobre el 

diagnóstico etiológico. Además, con la administración de contraste por vía 

intravenosa se pueden diagnosticar causas secundarias de HIC (Rodríguez-Yañez 

et al., 2013). La TC además permite realizar el seguimiento de la lesión, ya que en 

las primeras horas tras la HIC se visualiza un aumento de la densidad en el 

parénquima cerebral debida a la hemoglobina que contiene la sangre extravasada. 

En los días siguientes la hemorragia aparece rodeada de un anillo hipodenso, 

inicialmente debido a la retracción del coágulo, y posteriormente debido a la 

aparición de edema perihematoma. Al cabo de semanas la densidad elevada 

inicial de la hemorragia comienza a disminuir, desde la periferia hacia el centro. El 

estado final de la evolución de la HIC en la TC es la reabsorción completa del 

tejido hemorrágico, lo que origina una cavidad residual que lo hace indistinguible 

de un infarto cerebral antiguo. Aproximadamente, en un tercio de los pacientes 

ocurre el crecimiento del hematoma durante las primeras 24 horas tras la HIC, lo 
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cual representa un predictor importante de peor pronóstico neurológico (Mracsko & 

Veltkamp, 2014). El crecimiento del hematoma en la fase aguda se puede 

cuantificar mediante TC seriadas, en ocasiones alcanza volúmenes de hasta 

300% (Demchuk et al., 2012), ocasionando deterioro neurológico y mayor morbi-

mortalidad. En la actualidad se pueden emplear técnicas mediante angiografía por 

TC que permiten detectar un marcador de mayor posibilidad de crecimiento del 

hematoma en la fase aguda: la extravasación de pequeños focos de contraste 

(spot sign) (Wada et al., 2007), se ha descrito como predictor independiente de la 

expansión del hematoma (Thompson et al., 2009). 

Dado su valor pronóstico durante la fase aguda, resulta de gran utilidad medir el 

volumen del hematoma. Figura 2. 

 

 
 
 
 
 
Figura 2. Medición del volumen de hematoma. Se 

emplea la fórmula:  

Volumen del hematoma = 0,5 x A x B x C, donde A 

representa el diámetro máximo del hematoma, B la 

perpendicular de A, y C el número de cortes en los 

que se visualiza el hematoma multiplicado por el 

grosor de los cortes sucesivos (Broderick et al.,1993). 

La RMN permite añadir información sobre el momento evolutivo de la HIC. Esta 

ventaja se debe a las diferentes imágenes que ofrece el catabolismo de la 

hemoglobina. La secuencia eco de gradiente (T2*) tiene una alta sensibilidad para 

la detección de microsangrados. La angiografía por RM (angio-RM) permite la 

detección de lesiones vasculares asociadas a la HIC. 

La arteriografía por sustracción digital puede ser de utilidad cuando existe una alta 

sospecha de causa secundaria y los estudios no invasivos son negativos. 
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1.6. Características fisiopatológicas de la hemorragia intracerebral  

1.6.1. Proceso fisiopatológico 

La HIC ocurre en el parénquima cerebral como consecuencia de la ruptura de 

pequeñas arterias perforantes procedentes de las arterias cerebrales anterior, 

media y posterior o basilar. Los cambios degenerativos en las paredes de estos 

vasos incrementan el riesgo de ruptura, especialmente en la zona adyacente a la 

bifurcación de las arterias afectadas. Las secciones histológicas se caracterizan 

por la presencia de edema, daño neuronal e infiltrado de macrófagos y neutrófilos 

en las zonas perihematoma, como se detallará más adelante. La hemorragia se 

extiende a través de la sustancia blanca disecando los haces de fibras, aunque 

ocasionando mínima destrucción, dejando zonas de tejido neuronal intacto dentro 

del hematoma y en la zona perihematoma. Este patrón de propagación de la HIC 

indica la existencia de tejido viable y rescatable en la proximidad del hematoma, el 

cual se resuelve gradualmente en varias semanas dejando una cavidad en la zona 

donde se produjo. 

1.6.2. Progresión del hematoma 

Inicialmente la HIC se consideró como un proceso monofásico que se detenía 

rápidamente por activación del sistema de coagulación y el taponamiento de las 

zonas adyacentes. Sin embargo, mediante TC se demostró que la HIC es un 

proceso evolutivo y que la tendencia del hematoma es a expandirse en las 

primeras horas tras el sangrado, probablemente debido al sangrado continuo de la 

fuente primaria y/o a la ruptura mecánica de los vasos circundantes, además de 

picos agudos de hipertensión arterial o alteraciones de la coagulación (Qureshi et 

al., 2001). 

1.6.3. Mecanismos moleculares del daño cerebral 

El análisis de la cascada de daño cerebral tras una HIC es crucial para la 

identificación de aquellos factores implicados en la patogénesis, constituyendo una 
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fuente de potenciales dianas terapéuticas y biomarcadores. En este sentido, el 

empleo de modelos animales y los avances en neuroimagen han implementado el 

conocimiento de la fisiopatología de la HIC desde el punto de vista molecular 

(Senn et al., 2014), derivando, además, en un gran número de ensayos clínicos 

(Keep et al., 2012). 

Las teorías actuales sugieren que la lesión neuronal en la HIC se establece en dos 

fases: primero se produce un efecto mecánico precoz y, posteriormente, una fase 

subaguda de inflamación, estrés oxidativo y formación de edema, entre otros, en 

respuesta a la extravasación de sangre, así como la activación simultánea del eje 

de estrés neuroendocrino (Mracsko and Veltkamp 2014; Senn et al., 2014) (Figura 

3). 

 

Figura 3. Mecanismos moleculares de daño cerebral Primera fase o efecto mecánico (A) y 

segunda fase o respuesta fisiológica al hematoma (B).  
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- Primera fase: efecto mecánico 

Durante los primeros 60 minutos después de la lesión, la sangre liberada en el 

parénquima cerebral produce la compresión anatómica de estructuras cerebrales, 

aumentando la presión por efecto masa. En los casos de gran volumen 

extravasado, esto podría incrementar tanto la presión intracraneal que determine 

fenómenos de herniación cerebral, disminución del flujo sanguíneo y destrucción 

mecánica directa de los axones y células gliales. Además, en esta primera fase se 

produce la liberación de componentes del coágulo, como hemoglobina y hierro 

(Figura. 3A). 

- Segunda fase: respuesta fisiológica al hematoma 

Durante la hemorragia aguda, rápidamente se produce una respuesta sistémica 

tras la activación del eje adrenal hipotálamo-hipófisis y del sistema nervioso 

simpático; además se activan distintos mecanismos locales que pueden agravar la 

lesión. Así, en la zona del sangrado, se produce liberación de glutamato debido a 

la ruptura vascular y la necrosis de las neuronas perihematoma, lo cual tiene como 

efecto la acumulación de subproductos oxidativos, la muerte celular de células 

vecinas y la formación de edema citotóxico temprano (Senn et al., 2014). 

En los primeros dos días tras el sangrado, se activan los mecanismos 

hemostáticos para limitar la hemorragia. La trombina liberada tiene un papel 

fundamental en la hemostasia y también ejerce su efecto en la zona de penumbra, 

creando condiciones neurotóxicas inflamatorias. La trombina, produce la 

activación de la microglía, liberación de mediadores inflamatorios y fomenta la 

proliferación de células mesenquimales, así como la formación de tejido cicatrizal. 

Además, causa disfunción endotelial, aumentando la permeabilidad y provocando 

la rotura de la barrera hematoencefálica, lo cual puede contribuir a la formación de 

edema vasogénico tras la HIC (Xi et al., 2003). 

La respuesta inflamatoria es de gran relevancia en el daño y la recuperación 

cerebral tras una HIC. No sólo se activa la microglía, sino que neutrófilos, 

monocitos, mastocitos y linfocitos migran al cerebro para ejercer su función 
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proinflamatoria (Mracsko & Veltkamp, 2014). Así, la HIC se ha asociado con el 

aumento de varios mediadores inflamatorios en el cerebro incluyendo citoquinas 

como el factor de necrosis tumoral TNF-α e interleucina (IL) 1ß, quimiocinas, 

moléculas de adhesión y metaloproteinasas de la matriz, como la MMP3 y la 

MMP9. Después de varios días, tras la lisis de los eritrocitos y los componentes 

del coágulo como parte de respuesta a la trombina, en la zona hemorrágica se 

liberan hierro, hemoglobina y radicales libres provocando aún más inflamación y la 

formación de edema tardío (Xi et al., 2006). El último mecanismo que resulta de la 

inflamación intracerebral y edema tardío es la activación del sistema de 

complemento, que producirá un daño adicional en las neuronas, glía y vasos 

sanguíneos de la zona perihematoma y, por tanto, más lisis celular e inflamación 

(Figura 3B). 

Cada vez son más las evidencias que confirman el papel de la apoptosis en la 

fisiopatología de la HIC. Mediante técnicas inmunohistoquímicas de TUNEL 

(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyUridine triphosphate-biotin 

Nick End-Labeling) y detección de caspasa-3 activa se ha comprobado la 

existencia de un gran número de células con marcaje y morfología típicamente 

apoptóticos en modelos experimentales de HIC. De hecho, 24 horas después de 

inducir el daño, ya se observa un incremento en células TUNEL+, 

mayoritariamente neuronas, en la zona perihematoma (Matsushita et al., 2000); 

(Gong et al., 2001). En pacientes con HIC sometidos a cirugía también se ha visto 

una proporción importante de céulas apoptóticas TUNEL+ en la región 

perihematoma (Qureshi et al., 2003). La tinción con TUNEL detecta extremos 3’-

OH de DNA resultantes de su fragmentación. Esto podría incluir, a priori, células 

necróticas, mitóticas o dañadas durante el procesamiento del tejido. Sin embargo, 

la reducción en el número de células TUNEL+ tras el tratamiento con zVADfmk, un 

inhibidor de caspasas, indica la participación activa de estas proteasas en la 

muerte neuronal tras una HIC (Matsushita et al., 2000). Este hecho, junto con los 

hallazgos morfológicos pone de manfiesto la relevancia de la apoptosis tras un 

ictus hemorrágico. En teoría, sería una muerte celular más retardada, prominente 

en la zona perihematoma, donde el efecto mecánico es menos intenso y donde no 
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se produce la total privación energética, condiciones que encajarían bien con las 

requeridas por los procesos de muerte celular programada. 

2. FENÓMENOS DE REPARACIÓN CEREBRAL  

Inmediatamente después de un ictus se activan mecanismos de reparación que 

median la resolución del edema o la inflamación. Asimismo, se desencadena una 

respuesta regenerativa que incluye, entre otros, la proliferación de células 

progenitoras neurales endógenas, un aumento en la neurogénesis y un 

incremento de la neovascularización. Parece que angiogénesis y 

oligodendrogénesis también participan en la recuperación de la función neuronal a 

largo plazo (Ma et al., 2015). Todo ello estaría mostrando plasticidad cerebral, en 

contraposición con las teorías más clásicas que negaban la capacidad 

regenerativa del cerebro. La activación de procesos de remodelado y plasticidad 

neurovascular endógena tras un ictus plantean su posible participación en la 

recuperación funcional de los pacientes. 

En las últimas décadas se ha demostrado la capacidad que tienen determinadas 

células progenitoras derivadas de la médula ósea para movilizarse a la sangre 

periférica y migrar a un área cerebral lesionada para promover su reparación 

(Borlongan, 2011). Este hecho, que será discutido en profundidad más adelante, 

ofrece un nuevo enfoque en la terapia regenerativa.  

2.1. Evidencias de neovascularización en el cerebro adulto 

Aunque el sistema vascular del cerebro adulto es extremadamente estable en 

condiciones normales, se activa en respuesta a situaciones de daño, tales como el 

daño isquémico (Beck & Plate, 2009). La neovascularización tras un ictus es una 

respuesta compensatoria esencial que media la reparación cerebral al estimular el 

flujo sanguíneo y el metabolismo en la zona dañada (Quaegebeur et al., 2011). La 

generación de nuevos vasos sanguíneos estimula otros procesos de remodelación 

cerebral como la neurogénesis, la sinaptogénesis y la plasticidad sináptica (Ergul 
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et al., 2012). Estos procesos están involucrados en la neurorreparación a largo 

plazo tras un evento isquémico. 

El restablecimiento de la circulación cerebral tras un evento cerebrovascular 

implica entre otros procesos la formación de nuevos vasos sanguíneos (Krupinski, 

1994; Hayashi et al., 2003). La correlación entre vascularización y buen pronóstico 

funcional tras un evento cerebrovascular isquémico o hemorrágico se ha 

observado tanto en modelos experimentales como en pacientes (Ergul et al., 

2012). Tras un ictus, los pacientes con mayor densidad de vasos sanguíneos 

tienen mejor pronóstico funcional y mayor supervivencia (Arenillas et al., 2007; 

Navarro-Sobrino et al., 2011). 

Es probable que el "estado proangiogénico," inducido en respuesta a un evento 

isquémico, tenga múltiples efectos desde las primeras horas hasta semanas 

después de la lesión (Ergul et al., 2012). En primer lugar, la expresión de factores 

de crecimiento puede promover la supervivencia de células endoteliales, gliales y 

algunos tipos neuronales en el área de penumbra. En segundo lugar, la 

neovascularización puede participar en la eliminación del tejido dañado, actuando 

como un mecanismo de “limpieza” (Manoonkitiwongsa et al., 2001). Finalmente, 

puede crear un “nicho neurovascular” en el cual se generen progenitores neurales 

y a través del cual puedan migrar hacia zonas peri-lesión donde se diferencian a 

neuronas o células de la glía (Ohab & Carmichael, 2008). Esto promueve el 

acoplamiento entre angiogénesis y neurogénesis con el establecimiento de 

neuroblastos en la periferia del infarto y la colocalización con pequeños vasos 

sanguíneos en áreas con remodelación vascular activa (Ohab et al., 2006). 

Clásicamente se pensaba que la formación de nuevos vasos sanguíneos estaba 

mediada exclusivamente por la formación de vasos sanguíneos a partir de vasos 

preexistentes (Beck & Plate, 2009). Sin embargo, este dogma fue cuestionado por 

el descubrimiento de células progenitoras derivadas de médula ósea circulantes 

en sangre de adulto, que presentaban características endoteliales y se vio podían 

contribuir a los mecanismos de homeostasis y reparación vascular (Asahara, 

1997). 
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3. CÉLULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES E ICTUS 

Las células progenitoras endoteliales (en adelante EPCs, Endothelial Progenitor 

Cells) son células endoteliales inmaduras, que pueden encontrarse circulantes en 

sangre periférica y contribuyen a la reparación vascular tras un evento isquémico 

(Asahara et al., 1997; Asahara & Kawamoto, 2004). Las EPCs pueden diferenciar 

a células endoteliales y ser incorporadas en sitios de neovascularización para la 

reparación postnatal del sistema vascular. Este hecho avala el papel actual de las 

EPCs como un modelo para la regeneración endotelial y reparación de vasos 

sanguíneos tras enfermedades cerebrovasculares (Borlongan, 2011). 

Se ha demostrado que las EPCs se movilizan desde la médula ósea después de 

una lesión vascular y migran al sitio de neovascularización. Allí contribuyen a la 

regeneración vascular y, por tanto, a la recuperación cerebral (i) mediante su 

incorporación directa en las estructuras que se están formando o (ii) 

indirectamente mediante un efecto paracrino secretando factores de crecimiento y 

citoquinas proangiogénicas (Asahara et al., 1999; Zhang et al., 2002; Taguchi et 

al., 2004) (Figura 4). 

 

Figura 4. Reparación del endotelio vascular mediada por EPCs tras una isquemia. Después 

de una lesión vascular las células progenitoras endoteliales migran desde la médula ósea al tejido 

isquémico, donde participan en fenómenos de reparación mediante incorporación directa al sitio de 

neovascularización o liberando sustancias proangiogénicas. 

EPC Célula endotelial Célula endotelial dañada Citoquina pro-angiogénica 

Flujo sanguíneo 

Tejido isquémico 
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Las EPCs se aislaron por primera vez de la fracción mononuclear de sangre 

periférica (Asahara et al., 1997). El cultivo celular y la citometría de flujo son los 

métodos más empleados para aislar y determinar las EPCs (Fadini et al., 2012). 

No existe un marcador único bien definido y específico para estas células, sino 

que se definen en función de marcadores “stem” y endoteliales. Una definición 

actual y ampliamente aceptada es que estas células co-expresan marcadores de 

superficie celular CD34+, CD133 y el receptor de VEGF-2 (VEGFR-2), también 

llamado KDR (Kinase insert Domain Receptor) (Liman & Endres, 2012), aunque 

aún existe controversia en este sentido (Ma et al., 2015). 

El primer estudio de movilización de EPCs en respuesta a un daño cerebral de tipo 

isquémico data de 1999 (Takahashi et al., 1999). Desde entonces, cada vez son 

más las evidencias que apoyan el papel de las EPCs tras un ictus: manteniendo la 

integridad endotelial al ser incorporadas en los vasos en formación (Carmeliet, 

2003) e incluso mejorando la función cerebrovascular (Taguchi et al., 2004). Tras 

una lesión, el tejido dañado induce la movilización de las EPCs desde la médula 

ósea y produce una variedad de citoquinas que las dirigen a la zona del daño para 

la revascularización y la reparación tisular (Reinisch et al., 2009) (Navarro-Sobrino 

et al., 2010). Diversos estudios han demostrado el papel de los receptores de 

quimiocinas C-X-C, en concreto el eje CXCR4/SDF-1, en la neovascularización 

mediada por EPCs (Mao et al., 2014), así como el potencial terapéutico de las 

EPCs en el tratamiento de enfermedades isquémicas en modelos experimentales 

(Ma et al., 2015).  

En isquemia cerebral, Ohta y colaboradores (Ohta et al., 2006) demostraron por 

primera vez que el trasplante autólogo intra-arterial de EPCs derivadas de médula 

osea después de 90 minutos de isquemia reduce el volumen de infarto y mejora la 

función motora. Posteriormente, en un modelo de oclusión transitoria de la arteria 

cerebral media en ratón, se demostró una vez más que la administración 

intravenosa aguda de EPCs humanas se asocia con la reducción en el volumen 

del infarto y en la atrofia cerebral, la reducción a largo plazo de déficits 

neurológicos, y el aumento en la densidad de vasos sanguíneos cerebrales (Fan 
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et al., 2010). Más recientemente, se vio que la administración de EPCs humanas 

también mejora la función neurológica en un modelo de isquemia-reperfusión en 

rata. En este caso, observaron una recuperación ligada a un aumento en la 

angiogénesis, disminución de la apoptosis en áreas periinfarto y aumento de la 

neurogénesis en la zona subventricular (Moubarik et al., 2011). 

La movilización de EPCs podría representar una potente estrategia terapéutica en 

pacientes con enfermedades vasculares isquémicas (Takahashi et al., 1999; Boy 

et al., 2011). De hecho, existen evidencias que confieren a las EPCs circulantes 

un valor pronóstico en la predicción del estado funcional de pacientes tras un ictus 

isquémico (Sobrino et al., 2007; Yip et al., 2008; Bogoslovsky et al., 2010) y una 

HIC (Sobrino et al., 2011). Mediante un estudio prospectivo, incluyendo una 

cohorte de 32 pacientes con HIC, se demostró que los niveles de células 

progenitoras CD34+ determinados mediante citometría de flujo al día 7 tras la HIC 

se asocian de forma independiente con buen pronóstico funcional a los 3 meses. 

Además, este efecto se acompañaba de un menor volumen de lesión residual 

también a los 3 meses. Por lo tanto se podría considerar la mediación de las EPCs 

en procesos de neurorreparación crónica y se confirma la asociación de un 

incremento de EPCs al séptimo día tras una HIC con un mejor pronóstico funcional 

de los pacientes (Sobrino et al., 2011). Por el contrario, niveles reducidos de EPCs 

circulantes se han asociado con varios factores de riesgo cardiovascular como 

diabetes, hipercolesterolemia, hipertensión arterial, hábito tabáquico, enfermedad 

coronaria (Borlongan, 2011) y con factores pronósticos tras un ictus como la edad, 

enfermedades cardiacas, severidad del ictus, hipertensión arterial, glucemia 

(Sobrino et al., 2007). 

En resumen, las EPCs contribuyen a la neurorreparación tras un ictus participando 

activamente en el remodelado vascular o bien a través de un efecto paracrino, 

secretando factores de crecimiento y otras citoquinas (Figura 5). Sin embargo, 

queda por determinar su papel como herramienta capaz de promover la 

neurorreparación crónica tras una HIC. 
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Figura 5. Resumen de las principales funciones de las EPCs tras un daño isquémico. La 

movilización de EPCs tras el daño isquémico participa en la neovascularización y de esta forma 

contribuye al remodelado vascular y neurorreparación. 

4. MOVILIZACIÓN DE CÉLULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES 
MEDIADA POR FACTORES PROANGIOGÉNICOS  

En el adulto la mayoría de EPCs residen en la médula ósea. Sin embargo, existe 

una gran variedad de factores de crecimiento, enzimas y receptores de membrana 

implicados en diversas vías de señalización (Greenberg & Jin, 2005) que 

participan en la movilización de EPCs a la circulación periférica, su reclutamiento e 

incorporación a las áreas de neovascularización (Asahara et al., 1999; Hattori et 

al., 2001; Sobrino et al., 2009).  

La capacidad de estos compuestos de inducir la movilización de EPCs y promover 

la neovascularización se ha demostrado en varios modelos experimentales de 

isquemia (Yamaguchi et al., 2003). Se ha visto una asociación entre los niveles de 

factores de crecimiento y EPCs, así como una relación entre los niveles de EPCs 

circulantes y la gravedad del ictus (Bogoslovsky et al., 2010), confiriendo a estas 

medidas un valor pronóstico en la recuperación tras el daño. 

Entre las moléculas que median el proceso de movilización se incluyen, el SDF-

1α (Stromal-derived factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), G-CSF 

(Granulocyte-Colony-Stimulating Factor), SCF (Stem Cell Factor), interleuquinas 

IL-6 y IL10, o la óxido nitrico sintasa endothelial (eNOS) (Bogoslovsky et al., 2011). 

DAÑO ISQUÉMICO  

NEOVASCULARIZACIÓN   

MOVILIZACIÓN DE EPCs 

Incorporación de EPCs  
en los vasos dañados 

Secreción de factores de 
crecimiento y quimiocinas 

Interacciones celulares 

REMODELADO VASCULAR Y NEURORREPARACIÓN   
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Por su relevancia en el presente trabajo, los dos primeros serán descritos más 

detalladamente en el siguiente apartado.  

4.1. Factor derivado de estroma-1α (SDF-1α) 

Los procesos de movilización y migración de EPCs están influenciados por varias 

vías de transducción de señales. Uno de ellos requiere de la unión del ligando 

SDF-1α (también conocido como CXCL12) a su receptor CXCR4 (C-X-C 

Chemokine Receptor type 4) (Yamaguchi et al., 2003). La mayoría de EPCs 

expresan dicho receptor, aunque tras un ictus isquémico la expresión de CXCR4 

aumenta en respuesta a la sobreproducción de SDF-1 en el cerebro dañado. Se 

sabe que SDF-1α responde a condiciones de hipoxia y, de hecho, su síntesis está 

regulada por HIF-1 o factor inducible por hipoxia (Dar et al., 2005), lo que 

demuestra su participación en respuesta a un ictus. De hecho, esta quimiocina es 

esencial para la movilización y reclutamiento de EPCs desde la médula ósea a los 

tejidos isquémicos, como se ha demostrado en estudios experimentales 

(Yamaguchi et al., 2003) y clínicos (Paczkowska et al., 2009).  

Además de ser uno de los reguladores clave del tráfico de EPCs desde la médula 

ósea a la circulación, SDF-1α juega un papel importante en la reparación cerebral 

a través de la activación de su receptor CXCR4 en otras células del sistema 

nervioso central (neuronas, microglía, endotelio, y astrocitos), predominantemente 

en epéndimo, corteza, hipocampo y cerebelo (Bogoslovsky et al., 2011). SDF-1α 

también parece ejercer un efecto directo en la neovascularización, como se vio en 

un modelo experimental de isquemia de extremidad posterior (Yamaguchi et al., 

2003). En este caso, la administración local de SDF-1α incrementó la eficacia del 

trasplante de EPCs, ya que se producía una mayor acumulación de progenitores 

en la zona dañada, y mejoraba la revascularización del tejido isquémico. 

Niveles elevados de SDF-1α en la fase aguda del ictus también se asocian con un 

menor volumen de lesión y mejor pronóstico funcional. Por el contrario, niveles 
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más bajos se relacionan con necrosis neuronal, muerte de astrocitos y disfunción 

del endotelio vascular (Bogoslovsky et al., 2011).  

En el cerebro, el eje SDF-1α/CXCR4 coopera con otros factores de crecimiento, 

como es el VEGF/VEGFR, para aumentar el reclutamiento de EPCs en regiones 

isquémicas y mejorar la neovascularización en la fase subaguda del ictus 

(Bogoslovsky et al., 2011). 

4.2. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)  

El VEGF es el principal mediador de la angiogénesis cerebral (Kanzler et al., 

2013). Además, posee efectos neurotróficos y neuroprotectores, ya que inhibe la 

apoptosis y disminuye el estrés oxidativo (Greenberg & Jin, 2013). Por su relación 

con el aprendizaje y la plasticidad sináptica, la administración de VEGF se ha 

considerado una potencial estrategia terapéutica en ictus (Dzietko et al., 2013). En 

modelos experimentales de isquemia cerebral se ha demostrado que la 

administración exógena tardía de VEGF mejora la recuperación funcional (Rosell 

et al., 2013). Adicionalmente el VEGF participa en la movilización de las EPCs al 

sitio de neovascularización a través de un efecto quimiotáctico, aumenta la 

permeabilidad vascular y modula la expresión de moléculas de adhesión en el 

endotelio (Asahara et al., 1999).  

La unión de VEGF a sus receptores en la superficie de las células endoteliales 

activa los dominios tirosina quinasa intracelulares que desencadenan múltiples 

señales para promover la angiogénesis (Beck & Plate, 2009). Aunque existen 

múltiples variantes de VEGF y su receptor, los efectos angiogénicos están 

mediados principalmente a través de la interacción de VEGF-A (la variante más 

común, denominada también VEGF) con su receptor VEGFR-2 (receptor 2 de 

VEGF también conocido como Flk-1 o KDR). VEGF se induce por hipoxia a través 

del factor de transcripción HIF-1 (Greenberg & Jin, 2005). El receptor VEGFR2 

también estaría involucrado en fenómenos de proliferación endotelial y se ha visto 

que su expresión aumenta tras un proceso isquémico. De hecho, se ha descrito su 

inducción en células de la glia y células endoteliales de un modelo de rata 
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(Lennmyr F et al, 1998), así como en neuronas y endotelio de ratón tras una 

isquemia experimental (Beck & Plate, 2009). 

Por tanto, la isquemia también estimula la expresión de VEGF y sus receptores en 

la zona de penumbra isquémica. Y este incremento de los niveles de 

VEGF/VEGFR durante las primeras 24 horas tras un ictus se relaciona con buen 

pronóstico funcional y menor volumen de lesión en caso de HIC (Sobrino et al., 

2009; Lee et al., 2010). 

4.3. Angiopoietina 1 (Ang-1) 

La angiopoietina 1 pertenece a una familia de factores de crecimiento endotelial, 

funciona como ligando para el receptor tirosina kinasa, Tie-2, específico de 

endotelio. El sistema Ang-1/Tie-2 juega un papel crucial en la interacción recíproca 

entre el endotelio y la matriz extracelular (Suri et al., 1996) y promueve la 

maduración y estabilización de los vasos sanguíneos (Zhou et al., 2008). Se ha 

visto que en el sistema nervioso central el sistema Ang-1/Tie-2 están involucrados 

en varios trastornos, desde malformaciones vasculares y tumores cerebrales hasta 

isquemia cerebral (Zhang et al., 2002; Harrigan, 2003). En modelos animales se 

ha descrito que la expresión de Ang-1/Tie-2 aumenta tras una HIC (Zhou et al., 

2008), y parece que el receptor Tie-2 es necesario para la estabilización y 

maduración de vasos recién formados tras la HIC. 

Mediante experimentos in vitro se ha demostrado que Ang-1 tiene efectos 

específicos en las células endoteliales, induciendo respuesta quimiotáctica 

(Witzenbichler et al., 1998), controlando la angiogénesis (Koblizek et al., 1998), 

formación de capilares y supervivencia frente apoptosis (Kwak et al., 1999). 

También se ha descrito que participa en el reclutamiento de células 

mesenquimales peri-endoteliales a los vasos sanguíneos (Suri et al., 1996). 
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5. VARIABILIDAD GENÉTICA Y RECUPERACIÓN FUNCIONAL 
TRAS LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL. PAPEL PRONÓSTICO 
DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DE Tp53  

El análisis de los mecanismos de muerte neuronal y reparación cerebral tras una 

HIC resulta interesante desde la perspectiva genética. La variación genética 

interindividual puede influir en la vulnerabilidad de un paciente al daño y explicar 

por qué pacientes con HIC de similar tamaño y localización tienen diferente 

pronóstico funcional (Xi et al., 2006). Se han descrito polimorfismos de un único 

nucleótido (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) en el DNA cromosómico que 

median los procesos de muerte y supervivencia neuronal, afectan la respuesta a 

diferentes terapias y, por tanto, estarían implicados en la recuperación de los 

pacientes. Aunque faltan estudios sobre las posibles consecuencias de esta 

variabilidad genética en el pronóstico funcional tras una HIC (Lindgren, 2014), sí 

se conoce que uno de los mecanismos implicados en la muerte neuronal tras un 

ictus es la apoptosis. Se ha descrito que la presencia de neuronas apoptóticas en 

el área perihematoma puede explicar el deterioro clínico de los pacientes tras una 

HIC. Por lo tanto, la predicción del pronóstico funcional tras un ictus puede estar 

relacionada con la susceptibilidad genética a la apoptosis (Almeida, 2013). 

En este contexto, se ha descrito que la proteína p53 media la apoptosis neuronal 

inducida por daño en el DNA, hipoxia, falta de nutrientes, hipoglucemia o estrés 

oxidativo. Así, p53 estaría implicada en la muerte neuronal que ocurre en la 

enfermedad de Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica traumatismo 

cerebral, y también tras un ictus (Culmsee & Mattson, 2005). 

Bajo condiciones de estrés, p53 se estabiliza y se activa. Este hecho desencadena 

la apoptosis mediante activación transcripcional de genes pro-apoptóticos o por 

mecanismos independientes de esta vía. Por un lado, p53 puede mediar la 

apoptosis induciendo la expresión de Bax y otras proteinas pro-apoptóticas que 

actúan en la mitocondria (Toshiyuki & Reed, 1995). Pero también puede actuar a 

través de un mecanismo no transcripcional mediante su traslocación a la 

mitocondria e interacción directa con otras proteínas, como puede ser Bcl-2 o Bcl-
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xL, que finalmente causan liberación de citocromo c y muerte celular (Sax et al., 

2002). 

Se han descrito polimorfismos en el gen Tp53, la mayoría en regiones no 

codificantes. Pero hasta ahora, el polimorfismo del codón 72 en el exón 4 

(Arg72Pro, rs1042522) es el único que se ha asociado con apoptosis. Este 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53, que es específico de humanos, se localiza en una 

región que codifica para un dominio rico en prolina en la proteína p53, que es 

importante precisamente por su papel en apoptosis (Sakamuro et al., 1997). En 

esa posición el gen contiene bien CCC, que codifica un residuo de prolina y da 

lugar a la variante “Pro”, o bien CGC, que codifica una arginina, sintetizándose la 

variante “Arg” de p53 (Pietsch et al., 2006). (Figura 6) 

 

Figura 6. Organización del gen Tp53 (A) y dominios de la proteína (B). La longitud de los 

exones (E) e intrones (I) se expresa en pares de bases. La transcripción comienza en el exón 2. En 

amarillo se identifica el dominio rico en prolina de p53, donde se produce el cambio Pro>Arg 

motivado por el polimorfismo Arg72Pro de Tp53. 

Se ha demostrado que existen diferencias funcionales en la proteína que son 

dependientes de esa variación génica. De hecho, la variante Arg de p53 es más 

eficiente a la hora de inducir apoptosis que la variante Pro. Esta mayor actividad 
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apoptótica se basa en su capacidad para ser transportada a la mitocondria e 

inducir apoptosis con la activación de caspasas, independientemente de sus 

efectos transcripcionales (Almeida, 2013; Gómez-Sánchez et al., 2011). 

Recientemente, se demostró que el polimorfismo Tp53 Arg72Pro modula el 

pronóstico funcional de pacientes con ictus isquémico y hemorrágico (Gómez-

Sánchez et al., 2011). El ser portador del genotipo Arg/Arg se asoció con mal 

pronóstico funcional a los 3 meses. Además, el genotipo Arg/Arg se asoció con 

deterioro neurológico precoz en pacientes con ictus isquémico y con mayor 

volumen residual de la lesión en pacientes con HIC (Gómez-Sánchez et al., 2011).  

En este mismo estudio se demostró también en cultivo primario de neuronas 

sometido a un protocolo de isquemia experimental, que la variante Arg, pero no 

Pro, se trasloca a la mitocondria donde interactúa directamente con Bcl-xL y activa 

la vía intrínseca de apoptosis. Es decir, se produce una liberación de citocromo c 

que promueve la activación de la caspasa 9, formación de apoptosoma y 

apoptosis neuronal (Figura 7), lo que fomenta la vulnerabilidad a la muerte celular 

por apoptosis inducida por isquemia. 

Estos resultados demuestran que el genotipo Arg/Arg del gen Tp53 estaría 

modulando la vulnerabilidad neuronal a la apoptosis, por lo que puede 

considerarse un marcador genético para predecir mal pronóstico funcional tras un 

ictus (Gómez-Sánchez et al., 2011). 
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Figura 7. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 modula la susceptibilidad neuronal a la 

apoptosis inducida por isquemia. El genotipo Arg/Arg se asocia con mal pronóstico después de 

un ictus isquémico o hemorrágico. Ambas variantes polimórficas de p53 presentan idéntica 

actividad transcripcional para activar genes proapoptóticos dependientes de p53. Sin embargo, 

sólo la variante Arg se trasloca a la mitocondria, donde se une a Bcl-xL y lo inactiva, induciendo la 

permeabilización de la membrana mitocondrial externa. Esto produce la salida de citocromo c de la 

mitocondria al citosol promoviendo la activación de las caspasas 9 y 3, lo que conlleva a la 

apoptosis neuronal (Modificado de Almeida, 2013). 
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HIPÓTESIS 

La neovascularización en el tejido dañado representa un importante mecanismo 

compensatorio de reparación cerebral tras la hemorragia intracerebral. Durante la 

fase aguda del ictus, se liberan factores de crecimiento y citoquinas que 

promueven la movilización de las células precursoras endoteliales desde la 

médula ósea y su migración al tejido vascular dañado, en el que contribuyen a la 

neovascularización y, por tanto, a la reparación cerebral. Recientemente, nuestro 

grupo ha demostrado que el polimorfismo Arg72Pro del gen humano Tp53 regula 

la susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis causada por la isquemia y 

condiciona el pronóstico funcional de pacientes de ictus. Por ello, pensamos que 

este polimorfismo también podría regular la supervivencia de las células 

endoteliales del cerebro y, con ello, la capacidad de reparación del tejido vascular 

dañado. De este modo el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condicionaría no solo el 

daño cerebral, sino también la capacidad de reparación del tejido dañado, ambos 

procesos esenciales para la recuperación funcional de los pacientes de ictus 

hemorrágico 
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OBJETIVOS 

A la vista de los antecedentes descritos en el apartado de introducción 
y la hipótesis, nos planteamos los siguientes objetivos: 

 

1. Corroborar la función del polimorfismo Arg72Pro de p53 en el pronóstico 

funcional de pacientes de ictus hemorrágico.  

 

2. Estudiar el efecto del polimorfismo Arg72Pro de p53 sobre los niveles 

circulantes de las células precursoras endoteliales y su impacto en el 

pronóstico funcional de pacientes de ictus hemorrágico. 

 

3. Investigar los mecanismos moleculares que median la función del 

polimorfismo Arg72Pro de p53 en la reparación cerebral tras la isquemia en 

ratones knock-in de las variantes polimórficas humanas de p53. 
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1. ESTUDIO CLÍNICO 

Se ha realizado un estudio prospectivo observacional en pacientes con 

hemorragia intracerebral (HIC) ingresados en el Hospital Universitario de Santiago 

de Compostela  entre marzo de 2011 y febrero de 2013. Dicho estudio se enmarca 

en el contexto de colaboración propiciado por la Red de Investigación Cooperativa 

Neurovascular (INVICTUS), integrada por 22 grupos de diferentes comunidades 

del Estado y financiada por el Instituto de Salud Carlos III. 

1.1. Población de pacientes 

Se reclutó una cohorte hospitalaria de pacientes ingresados por HIC en el Hospital 

Universitario de Santiago de Compostela  

Los datos correspondientes a los pacientes se recogieron de forma prospectiva y 

se incluyeron en una base de datos. La información recogida incluía datos 

demográficos, factores de riesgo vascular, datos de presentación clínica, 

temperatura, tensión arterial, marcadores inflamatorios, magnitud del daño 

neurológico (recogido mediante la escala de ictus del National Institute of Health: 

NIHSS) (Wityk et al., 1994), parámetros de laboratorio y situación funcional a los 3 

meses. Se recogió información sobre topografía de la hemorragia, volumen al 

inicio, volumen del edema, etiología y extensión ventricular.  

El criterio para su inclusión en la muestra fue el de pacientes consecutivos que 

ingresaron en el Servicio de Neurología por una HIC espontánea, no traumática, 

de menos de 12 horas desde el inicio de los síntomas (o desde el inicio del sueño, 

en aquellos de presentación al despertar), previamente independientes. 

Se excluyeron 4 pacientes con incapacidad funcional previa (Rankin modificado, 

Rankin-m > 2),  3 con enfermedades inflamatorias crónicas, 5 pacientes con 

enfermedad sistémica grave (hepática y renal), 2 con cáncer y uno con 

enfermedad infecciosa los 15 días previos a la inclusión. Tres pacientes rehusaron 

participar. Al final, se incluyeron en la cohorte un total de 78 pacientes. 
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El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica 

del Instituto de Investigación Biomédica de Salamanca y se solicitó consentimiento 

informado a los pacientes o sus familiares. 

1.2. Variables clínicas 

Los pacientes fueron ingresados en la Unidad de Ictus del Hospital Universitario 

de Santiago de Compostela en la fase aguda y su manejo diagnóstico y 

terapéutico se ajustó a las guías ad hoc publicadas por el Grupo de Enfermedades 

Cerebrovasculares de la Sociedad Española de Neurología (Neurología, 2011). 

Los grupos etiológicos para las HIC fueron: Hipertensivas, por Angiopatía 

Amiloide, por Anticoagulación e Indeterminada. En cuanto a los grupos 

topográficos se clasificaron en: Profundas, Lobulares, Cerebelosas, del Tronco 

Encéfalo y Primariamente intraventriculares. 

La cuantificación del defecto neurológico mediante la NIHSS se realizó por 

neurólogos con certificación acreditativa de dicha formación. 

El volumen la hemorragia cerebral se determinó mediante estudios de TC, por la 

fórmula 0,5 x A x B x C, donde A y B son los diámetros perpendiculares más 

grandes y C el grosor. El TC se practicó al ingreso, entre las 48 y 72 horas del 

mismo y un tercer estudio a los 6 meses ± 15 días. El volumen del hematoma se 

estableció en el primer TC. El volumen del edema peri-­‐hematoma se determinó en 

el 2º TC: volumen total – volumen del hematoma. El volumen residual de la lesión 

dejada por la HIC se estableció en este 3er TC, siempre por la misma fórmula. 

Todas las medidas se realizaron por un único radiólogo independiente, “ciego” 

para los datos clínicos de los pacientes y los resultados de laboratorio. 

La variable dependiente (variable resultado) principal fue la situación funcional a 

los 3 meses. La cuantificación del estado funcional se realizó mediante la escala 

de Rankin modificada (Rankin-­‐m), (Tabla 2) (Wolfe et al.,1991). Se categorizó 

considerando mal pronóstico aquellos con puntuaciones > 2 (buen pronóstico si la 

puntuación fue de 2 o inferior). 
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Tabla 2. Escala de Rankin modificada (Rankin-m). 

Puntuación Grado de 
discapacidad 

Características 

0  Sin síntomas  

1  
 Sin  incapacidad 

importante 
Capaz de realizar sus actividades y obligaciones habituales. 

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

capaz de velar por sus intereses y asuntos sin ayuda. 
3  
 Incapacidad 

moderada 
Síntomas que restringen significativamente su estilo de vida 
o impiden su subsistencia totalmente autónoma. 

4  
 Incapacidad 

moderadamente 
severa 

Síntomas que impiden claramente su subsistencia    
independiente aunque sin necesidad de atención continua. 

5  
 Incapacidad severa Totalmente dependiente, necesitando asistencia constante 

día y noche 
6  Muerte  
Modificado de Banks & Marotta, 2007.  

Para los análisis secundarios se valoraron, además de la variable principal, la 

situación funcional a los 12 meses, el volumen del edema perihematoma y el 

volumen de la lesión residual final en el 3er TC. 

1.3. Genotipado del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 

En el exón 4 del gen Tp53 se ha descrito un sitio polimórfico específico de 

humanos (Arg72Pro; rs1042522). Así, el codón 72 de Tp53 contienen bien CCC, 

que codifica un residuo de prolina y da lugar a la variante polimórfica p53-­‐Pro, o 

bien CGC, que codifica una arginina y se sintetiza la variante p53-­‐Arg (Pietsch et 

al., 2006). El análisis del polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 se realizó mediante 

amplificación por PCR (Polymerase Chain Reaction) de un fragmento de 291 

pares de bases del exón 4 (Lazar et al., 1993). Para ello se utilizaron los 

siguientes oligonucleótidos cebadores:  

Oligonucleótido sentido: 5’-­‐TCTACAGTCCCCCTTGCCGT-­‐3’  

Oligonucleótido anti-­‐sentido: 5’-­‐CTGACCGTGCAAGTCACAGA-­‐3’  
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Las muestras de DNA procedente de la sangre de los pacientes se amplificaron en 

un termociclador automático (Mastercycler Pro, Eppendorf Ibérica). Las PCRs se 

realizaron en un volumen final de 12 µL que contenían 150 ng de DNA genómico, 

MgCl2 1,5 mM, desoxinucleótidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 200 µM, 

10 pmol de cada oligonucleótido cebador (sentido y anti-­‐sentido) y 0,3 U de la Taq 

polymerase (Promega®, Promega Biotech Ibérica). Las condiciones  

experimentales de  las PCRs fueron 1 x (95ºC, 5 min), 35 x (95ºC, 30 seg; 62ºC 30 

seg; 72ºC, 30 seg), 1 x (72ºC, 10 min). 

La discriminación alélica se llevó a cabo mediante RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphisms), que consiste en el análisis del tamaño de los fragmentos 

generados tras la digestión del DNA con endonucleasas de restricción. El producto 

de la PCR fue digerido con la enzima de restricción BstUI (Bsh1236I, Fermentas 

Life Sciences) que reconoce el sitio de corte generado en la secuencia por el 

cambio de Citosina a Guanina. Los fragmentos generados tras la digestión a 37ºC 

se separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 3% (Gibco BRL 

Life Technologies), para identificar tres genotipos (Figura 8). La electroforesis se 

llevó a cabo en tampón TAE 1X (TrisAcetate 0.04 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,3) a 120 

voltios, durante 30 minutos. Como marcador del peso molecular se utilizó DNA del 

fago ФX-­‐174 previamente cortado con la endonucleasa HaeIII, lo que genera una 

mezcla de once fragmentos de DNA de diferente tamaño (1,353 -­‐ 0,072 Kb). Para 

monitorizar la migración del DNA en el gel se incluyeron dos colorantes en el 

tampón de carga: xileno-­‐cianol y azul de bromofenol. Tras la electroforesis, los 

fragmentos de DNA amplificados se visualizaron en el gel de agarosa utilizando 

Midori Green Advance (5 µg/ml) (Nippon Genetics Europe GmbH), que emite 

fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254 nm). Los resultados obtenidos 

fueron analizados mediante un sistema de fotografía digital (Gel Imager system, 

Bio-Rad) acoplado a un programa informático de tratamiento de imagen.  

El genotipado fue realizado por personas que no conocían la situación clínica de 

los pacientes. 
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Figura 8. Genotipado de muestras humanas. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los 

fragmentos amplificados por PCR del codón 72 de Tp53 y digeridos con BstUI. Las calles 1, 3 y 4 

corresponden a pacientes homocigotos Arg/Arg (fragmentos de 165 y 126 pares de bases, pb); la 

calle 5 a un paciente homocigoto Pro/Pro (291 pb); y las calles 2 y 6 a pacientes heterocigotos 

Arg/Pro (291, 165 y 126 pb). M: marcador de peso molecular. 

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL 

2.1. Modelo experimental de hemorragia intracerebral 

Para llevar a cabo el estudio comparativo entre las variantes polimórficas de p53 

(Arg y Pro), se utilizó un modelo de ratón humanizado knock-in para el 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53 (KI p53) que fue donado amablemente por el 

profesor D.G. Johnson (Universidad de Texas MD Anderson Cancer Center, 

Smithville, Texas, USA) (Zhu et al., 2010). Los animales se alimentaron en el 

Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, de 

acuerdo con la legislación Española (RD 53/2013). Los protocolos fueron 

aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Investigación Biomédica de 

Salamanca.  

La HIC experimental se realizó en ratones de 12 semanas mediante la inyección 

de colagenasa bacteriana VII de Clostridium histolyticum (Sigma) en los ganglios 

basales (Clark et al., 1998). Los animales se anestesiaron con sevofluorano (al 4% 

para inducción y al 3% para mantenimento) evaporado en una mezcla de oxigeno-

aire (30 al 70%) y posteriormente se colocaron en un marco estereotáxico (modelo 

nº 1900, Kopf®) para posicionar al animal utilizando un sistema digital de lectura 
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de coordenadas (Wizard 550 Readouts, Anilam). Una vez desinfectada el área 

quirúrgica, se practicó una incisión de 1 cm en el cuero cabelludo (línea media). 

Se perforó el cráneo con un trépano (modelo nº. 1911, Kopf®) y una broca de 0,75 

mm, en las coordenadas: 0,9 mm anterior y +2,0 mm lateral al bregma. 

Posteriormente se colocó en una bomba de inyección una jeringa Hamilton 

(Hamilton, 5 µL) con colagenasa tipo VII de Clostridium histolyticum (purificada 

mediante cromatografía, Sigma) disuelta en solución salina (0,2 U/µL). Una vez 

fijada la posición de origen (con ejes X, Y y Z en 0.0) sobre bregma, la aguja se 

recolocó en las coordenadas de entrada (+0.9, +2.0), insertando la misma 

lentamente en el estriado a una profundidad de 3,5 mm bajo la superficie del 

cráneo, para inyectar un volumen de 0,5 µL de colagenasa a razón de 0.1 µL/min 

durante 5 minutos. Se dejó la aguja en la misma posición durante 10 minutos 

adicionales y luego se sacó lentamente a razón de 1 mm/min para prevenir el 

reflujo de colagenasa y sangre. El agujero fue sellado con cera de hueso (Ethicon) 

y la incisión fue suturada. Durante el procedimiento, se monitorizó la temperatura 

rectal (BAT-12 thermometer, Physitemp) y se mantuvo en 37 ± 0.5 ºC. Después de 

la cirugía, los animales se ubicaron en un ambiente cálido para su recuperación. El 

volumen de la lesión se calculó a partir de secciones de los cerebros de los 

ratones, mediante la técnica de tinción de Nissl a las 6 horas, 1, 7 y 14 días 

después de la inyección de colagenasa. 

2.2. Análisis de los niveles de células endoteliales progenitoras circulantes y 
apoptosis celular mediante citometría de flujo 

Las muestras de sangre venosa periférica (7 mL) de pacientes con HIC se 

extrajeron al momento del ingreso y al día 7 ± 1 en tubos con EDTA. En el plazo 

de 1 hora tras la recogida fueron procesadas por un investigador ciego a los datos 

clínicos y radiológicos de los pacientes. Las células mononucleadas se aislaron de 

la muestra de sangre periférica mediante centrifugación por densidad en gradiente 

de Ficoll (Sobrino et al., 2011). Para el análisis mediante citometría se 

suspendieron las células mononucleares en 100 ml de PBS y se realizó una 

tinción por triplicado con un anticuerpo conjugado a un fluorocromo CD34-
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Isotiocianato de fluoresceína (FITC; Becton Dickinson). El anticuerpo IgG1-FITC 

(Becton Dickinson) se utilizó como isotipo para control negativo. Tras la tinción 

durante 30 minutos con los anticuerpos conjugados, la fluorescencia de las células 

se midió inmediatamente por citometría de flujo (BD FACSAria IIu Becton 

Dickinson). El número de células progenitoras humanas CD34+ se expresó como 

el recuento absoluto de células obtenidas después de medir 2,5 x 105 eventos en 

el gate de linfocitos (FACS Diva software; BD Biosciences) (Sobrino et al., 2011).  

Las muestras de sangre de los ratones KI Arg72Pro p53, se recogieron en tubos 

microtainer recubiertos con EDTA (Becton Dickinson) 24 horas antes de la cirugía 

(basal) y 1,3, 7 y 14 días después de la HIC experimental. Las células rojas se 

lisaron 2 veces en FACS Lysing solution (Becton Dickinson) antes del protocolo de 

tinción. La tinción de las células por inmunofluorescencia se realizó por triplicado 

utilizando anticuerpos fluorescentes conjugados CD34-FITC, VEGFR2-APC 

(eBioscience), y CD45-Ficoeritrina (PE; Immunostep). La fluorescencia de las 

células se midió inmediatamente tras la tinción mediante citometría de flujo 

(Asahara et al., 1999). El porcentaje de células CD34+/CD45-/VEGFR2+ se calculó 

utilizando el software CellQuest (BD Biosciences). 

En algunos experimentos, tras la tinción con CD34-FITC, las células se tiñeron con 

anexina V-aloficocianina (APC) y 7-amino-actinomicinaD (7-AAD) en solución 

reguladora (binding buffer: HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, y CaCl2 2.5 mM) para 

determinar cuantitativamente el porcentaje de células apoptóticas CD34+ por 

citometría de flujo. Las células se tiñeron de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante, y se analizaron 3 x 105 células en 4 replicados por condición, en un 

citómetro FACScalibur (FACSDiva software). Este método se basa en la detección 

de la fosfatidilserina expuesta en la membrana plasmática de células apoptóticas. 

La anexina V es una glicoproteina dependiente de calcio con una potente 

capacidad anticoagulante in vitro, que presenta gran afinidad por los fosfolípidos 

de membrana como la fosfatidilserina. Pero la anexina-V no sólo se une a 

fosfatidilserina de la superficie de células apoptóticas, sino que también se une a 

la que se encuentra en el interior de células necróticas o en estado de muerte 
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avanzada que tienen alterada su membrana plasmática. Por ello, también 

incluimos la tinción con 7-AAD, que se une específicamente al DNA de las células 

necróticas, para poder considerar como células apoptóticas aquellos progenitores 

CD34+ (identificados por fluorescencia con FITC) teñidos con anexina V-APC que 

son negativas para 7-AAD (Almeida et al., 2005; Gómez-Sánchez et al., 2011). 

2.3. Medida de los niveles séricos de VEGF, Ang-1 y SDF-1 α 

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes con HIC a las 72 ± 24 h tras la HIC, 

y de los ratones KI p53 a diferentes tiempos tras la inyección de colagenasa. Las 

muestras recogidas en tubos con anticoagulante se centrifugaron a 3000 x g 

durante diez minutos e inmediatamente se congelaron a -80ºC. Los niveles 

plasmáticos de VEGF, Ang-1 y SDF-1α se midieron utilizando kits comerciales de 

ensayos por inmunoadsorción ligados a enzimas (ELISA), (VEGF, Ang-1: R&D 

Systems, Inc.; SDF-1α: RayBiotech, Inc. and Abcam) (Sobrino et al., 2011). Las 

determinaciones se realizaron en un laboratorio independiente en el cual no se 

conocían los resultados experimentales. Los coeficientes intra- e inter-ensayo 

fueron < 8% para todos los marcadores. 

2.4. Cultivos celulares y tratamientos 

2.4.1. Cultivo primario de células endoteliales de cerebro 

Los cultivos de células endoteliales de capilares de cerebro se prepararon a partir 

de cortezas cerebrales de ratones KI p53 de 3 semanas de edad (Andjelkovic et 

al., 2003). Para ello se aisló la corteza y se removieron otros vasos sanguíneos y 

meninges utilizando un hisopo de algodón. La corteza se cortó y se homogeneizó 

suavemente en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) con una pipeta 

serológica. Se eliminó la mielina de los homogenados utilizando una solución de 

BSA al  20% (p/v) en DMEM y se separaron los eritrocitos mediante dos 

centrifugaciones a 1.000 × g, durante 15 minutos. A continuación se digirió la 

suspensión resultante que contenía los componentes vasculares en 0.02 mg/ml de 

colagenasa/dispasa (Roche) en DMEM suplementado con 0.04 mg/mL de DNasa I 
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(Roche), durante 1 hora a 37°C, en baño de agitación. Las células se sembraron 

en placas de plástico cubiertas con colágeno I (BD Biosciences) y se incubaron en 

medio de crecimiento de células endoteliales MV2 (listo para usar; Promocell) 

suplementado con L-glutamina (Lonza) y 3 µg/mL de puromicina (Sigma). Las 

células endoteliales cerebrales expuestas a privación de oxígeno y glucosa (OGD) 

(Almeida et al., 2002) se tiñeron con anexina V-APC y 7-AAD para determinar 

cuantitativamente el porcentaje de células apoptóticas (V-APC+/7-AAD-) mediante 

citomería de flujo (Almeida et al., 2005; Gomez-Sanchez et al., 2011).  

2.5. Inmunohistoquímica 

2.5.1. Obtención de muestras 

Los ratones KI p53 fueron anestesiados mediante inyección intraperitoneal de una 

mezcla (1:4) de clorhidrato de xilacina (Rompun; Bayer) y ketamina (Imalgene; 

Merial), usando 1 ml de la mezcla por kg de peso. Luego se perfundieron vía aorta 

con una solución de NaCl al 0.9%, seguido de 5 ml por gramo de peso del fijador 

Somogyi (4% p/v paraformaldehido, 0.2% p/v ácido pícrico en buffer fosfato 0,1 M, 

pH 7.4). Una vez perfundidos, los cerebros se extraen cuidadosamente para 

obtener tres secciones coronales que se fijan en la solución de Somogyi durante 

toda la noche a 4 ºC. Los bloques de cerebro se lavaron sucesivamente durante 

10 min, 30 min y 2 horas con una solución de buffer fosfato (PB 0.1M, pH 7.4), y 

se sumergieron secuencialmente en una solución de sacarosa en PBS al 10%, 

20% y 30% (p/v). Tras la crioprotección del tejido se obtuvieron secciones 

coronales de 20 µm de espesor mediante un criostato (Leica CM 1950 AgProtect, 

Leica).  

2.5.2. Inmunofluorescencia 

Las secciones coronales se lavaron tres veces en PB 0.1 M, durante 10 minutos 

cada vez, y posteriormente se incubaron en (i) anti-mouse CD31 1:250 (550274, 

BD Pharmingen), anti-Iba1 1:200 (019-19741, Wako), anti-NeuN 1:1000 (MAB377, 

Millipore), o anti-IB4 1:50 (L2140, Sigma) en Triton X-100 al 0.2% (Sigma) y suero 
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de cabra al 5% (Jackson Immoresearch) durante 72 h a 4 ºC en PB 0.1 M; (ii) 

anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforo (Jackson Immunoresearch 

Laboratories) en Triton X-100 al 0.05% y suero de cabra al 2% en 0.1 M PBS, 

durante 2 h a temperatura ambiente; (iii) los núcleos se tiñeron con 4,6-diamino-2-

fenilindol 0.5 µg/mL (DAPI, Sigma D9542) o TO-PRO®-3 durante 10 minutos a 

temperatura ambiente (Quintana-Cabrera et al., 2012). Después de lavar con PBS, 

las secciones se montaron con el medio acuoso FluoromountTM (Sigma).  

Las preparaciones se examinaron mediante microscopía de epifluorescencia 

empleando conjuntos de filtros apropiados de un microscopio (Nikon Invertided 

microscope Eclipse Ti-E, Japan) equipado con un iluminador de fibra precentrado 

(Nikon Intensilight C-HGFI) y una cámara digital B/N CCD (Hamamatsu, 

ORCAER), o mediante un microscopio confocal espectral (Leica TSC-SL, Leica 

Microsystems) con tres láseres: multiline Argon (488 nm), Helium-Neon (543 nm) y 

Helium-Neon (633 nm); y equipado con objetivos 40X y 63X (1.4) HCX PL Apo en 

aceite de inmersión para imágenes de alta resolución. Las cuantificaciones se 

realizaron por triplicado, en tres regiones corticales perihematoma de tres 

secciones consecutivas, con cada animal Pro y Arg en un microscopio de 

epifluorescencia. Se contó el número de células totales y neuronas de cada región 

utilizando tinción de DAPI y NeuN, respectivamente. El área ocupada por vasos 

CD31 positivos se estimó utilizando el programa de procesamiento de imágenes 

ImageJ (ImageJ 1.48v; Java 1.6.0_65 [64-bit]). 

2.6. Estudio de apoptosis mediante la técnica de TUNEL 

La técnica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labelling) 

se realizó en secciones cerebrales siguiendo el protocolo del fabricante (Roche 

Diagnostics). Las secciones de cerebros fijadas, se preincubaron en buffer de 

TUNEL que contiene CoCl2 1 mM, cacodilato de sodio 140 mM y 0.3 % de triton X-

100 en Tris buffer 30 mM, pH 7.2, durante 30 minutos. Después de la incubación a 

37°C con la mezcla de reacción TUNEL que contiene el enzima desoxinucleotidil 

transferasa terminal (800 U/ml) y la mezcla de nucleótidos (dUTPs 1 mM) durante 
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90 minutos, se lavaron los cortes de cerebro con PBS y se realizó una tinción con 

estreptavidina unida al fluoróforo Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories) 

(Quintana -Cabrera et al., 2012). 

3. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 

En lo relativo a los resultados experimentales, todos los valores se expresaron 

como media ± S.E.M. (error estándar de la media) de, al menos, tres experimentos 

independientes. La significación se determinó mediante análisis de varianza, 

seguido del test de la menor diferencia significativa de rango múltiple (para 

comparaciones múltiples) o el test de la t de Student (para comparaciones entre 

dos únicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p<0,05 se 

consideró estadísticamente significativo. 

En cuanto a los resultados clínicos se planteó primero un análisis descriptivo 

mediante porcentajes para las variables categóricas y medias (con desviación 

estándar) o medianas (cuartiles) para las cuantitativas dependiendo de su 

distribución normal o no. Se compararon las diferencias de las variables en función 

del pronóstico a los 3 meses (utilizada como variable de agrupación). Las 

proporciones se compararon usando test de Chi cuadrado y los test de Student o 

Mann-­‐Whitney se utilizaron para comparar variables cuantitativas entre grupos. El 

coeficiente de Pearson o el análisis de Spearman se usaron para las correlaciones 

bivariantes según la normalidad o no. 

Dada la importancia de evaluar que la muestra no estaba sesgada por una 

distribución estratificada de las variantes polimórficas debidas a un apareamiento 

no aleatorio, se exploró 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; 

Bonafé et al., 2004), se realizó una dicotomización tratando los heterocigotos 

Arg/Pro y los homocigotos Pro/Pro como una única categoría, que hemos 
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denominado Pro, en contraste con los homocigotos Arg/Arg, que denominamos 

Arg. 

Para estudiar la relación entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el pronóstico 

funcional se analizó si la variante polimórfica dicotomizada se mantenía como 

variable predictora en un modelo multivariante de regresión logística binaria. Con 

la variable buen o mal pronóstico a 3 meses como variable dependiente, se 

introdujeron como covariables aquellas que en los análisis univariantes hubiesen 

mostrado diferencias significativas (p<0,05) junto a otras con significación clínica si 

se juzgaba pertinente. La introducción de las covariables se realizó mediante un 

procedimiento hacia delante utilizando el estadístico Wald, para explorar la 

significación de los coeficientes individuales en el modelo. La posibilidad de 

colinealidad se analizó para las variables cuantitativas estableciendo la eventual 

correlación (coeficiente de Pearson). En caso de colinealidad se retuvo en el 

modelo aquella variable clínicamente más relevante. La calibración del modelo 

(bondad del ajuste) se analizó mediante los estadísticos R2 de Cox y Snell y de 

Nagelkerke, así como con la prueba de Hosmer Lemeshow. El modelo permitió el 

cálculo de la magnitud de la asociación mediante los correspondientes OR con 

intervalos de confianza al 95%. En los análisis destinados al estudio de los 

objetivos secundarios en los que la variable dependiente era cuantitativa (volumen 

de la lesión tras HIC y volumen del edema) se realizaron análisis de regresión 

lineal múltiple. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa informático SPSS® 

Statistics 22.0  para Macintosh (SPSS Ibérica, IBM Company). 
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1. IMPACTO DEL POLIMORFISMO DE Tp53 EN LOS NIVELES DE CÉLULAS 
CD34+ CIRCULANTES Y SU VALOR PRONÓSTICO EN LA HEMORRAGIA 
INTRACEREBRAL 

Para estudiar la asociación entre el polimorfismo en el exón 4, codón 72 

(Arg72Pro) de Tp53 con los niveles de células CD34+ circulantes y el pronóstico 

funcional de los pacientes tras una HIC, se utilizó una cohorte hospitalaria de 78 

pacientes con HIC. 

1.1. Análisis descriptivo general de la cohorte de pacientes con hemorragia 
intracerebral 

La edad de los pacientes de la cohorte estudiada fue 70,4 ± 11,1 años, expresada 

como media ± SD. La distribución por sexos fue de 54 varones (69,2%) y 24 

mujeres (30,8%). 

En cuanto a los factores de riesgo, expuestos en la tabla 3, el 53,8% de los 

pacientes presentaba antecedentes de HTA, 20,5% padecían diabetes, el 12,82% 

tenía hábito tabáquico, un 21,7% tenía antecedentes de alcoholismo y un 14,1% 

fibrilación auricular. 

Tabla 3. Distribución de factores de riesgo  

Factor de riesgo N (78) % 

Hipertensión 

Diabetes 

Tabaquismo 

Abuso de alcohol 

Fibrilación auricular 

42 

16 

10 

17 

11 

53,8 

20,5 

12,82 

21,7 

14,1 

En 48 de los pacientes (61,5%), la localización de la HIC fue hemisférica profunda 

y en 30 (38,5%) lobular. En la tabla 4 se especifica la distribución de la HIC según 

la etiología. Así, en 36 pacientes (46,1%) la causa de la HIC fue hipertensiva, 

seguida de las atribuidas a anticoagulantes en 26 pacientes (33,3%), en 13 
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(16,6%) el origen fue indeterminado y en 3 pacientes (3,8%) la causa se atribuyó a 

AAC. 

Tabla 4. Distribución de la HIC según la etiología 

Etiología N (78) % 

Hipertensiva 

Anticoagulantes 

Indeterminada 

Amiloidea 

36 

26 

13 

3 

46,1 

33,3 

16,6 

3,8 

El grado de afectación neurológica al ingreso, expresado como la mediana de la 

puntuación de la escala NIHSS, fue 10 con un rango [2,16]. En los datos de 

neuroimagen se observó que el volumen basal del hematoma en TC (medido 

como se indica en la Figura 2: Volumen del hematoma = 0,5 x A x B x C) 

(Broderick et al., 1993), fue de 28,8 ± 27,9 ml. En 23 de los pacientes de la 

cohorte, lo que representa un 29,5%, la HIC se extendió a los ventrículos 

cerebrales. El volumen residual de la HIC a los 3 meses fue de 11,7 ± 17,7 ml. 

La tabla 5 muestra la distribución de las distintas variables polimórficas de 

Arg72Pro Tp53. Se ha descrito que el alelo Pro ejerce un efecto dominante sobre 

el alelo Arg (Gómez-Sánchez et al., 2011). Por ello, se han agrupado los genotipos 

Arg/Pro y Pro/Pro en un único grupo, que se denominó “Prolina (Pro)”. Un 

segundo grupo “Arginina (Arg)” incluye aquellos individuos homocigotos Arg/Arg. 

La distribución de frecuencias génicas se ajusta al equilibrio de Hardy-Weinberg 

(p>0,1). 
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Tabla 5. Distribución del polimorfismo Arg72Pro de Tp53  

Arg72ProTp53                                            N                        % 

Arg (Arg/Arg) 

Pro (Arg/Pro+ Pro/Pro) 

47 

31 

60,2 

39,8 

La cuantificación del estado funcional a los 3 y 12 meses tras la HIC, se realizó 

mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m, ver Tabla 2) (Banks & 

Marotta, 2007). En la cohorte, 42 pacientes (53,8%) presentaban mal pronóstico 

funcional (Rankin-m>2) a los 3 meses de sufrir la HIC, mientras que 36 pacientes 

(46,2%) se encontraban en la situación definida como buen pronóstico funcional 

(Rankin-m≤2). La distribución de los distintos estados funcionales de los pacientes 

con HIC se resume en la Tabla 6. 

Tabla 6. Distribución de los distintos estados funcionales  

en la cohorte de pacientes con hemorragia intracerebral 

Rankin-m N % 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

10 

17 

9 

12 

9 

3 

18 

12,8 

21,8 

11,5 

15,9 

11,5 

3,8 

23,1 

  



 58 

1.2. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona el pronóstico funcional de 
los pacientes con hemorragia intracerebral 

Estudios previos en nuestro grupo de investigación han demostrado que la 

variante Arg se correlaciona con un peor pronóstico funcional en una cohorte de 

pacientes con ictus (Gómez-Sánchez et al., 2011). Como se muestra en la Figura 

9, el estado funcional de los pacientes a los 3 meses tras la HIC también se 

correlaciona con el genotipo Arg72Pro de Tp53 en la cohorte de estudio. Los 

pacientes del grupo Pro (Pro/Pro y Pro/Arg) mostraron un mejor pronóstico 

funcional respecto a los pacientes Arg (Arg/Arg). Así, la mediana de los valores en 

la escala de Rankin-m en los pacientes Pro fue de 1 [1,2], mientras que en los 

pacientes homocigotos para el alelo Arg fue de 4 [3,6], (Mann-Whitney-Wilcoxon 

test; p<0,0001). 

 

Figura 9. Asociación entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el estado funcional a los 3 

meses tras la HIC. El estado funcional de los pacientes tras la HIC se cuantificó mediante la 

escala de Rankin modificada. Los pacientes fueron agrupados según su genotipo en Arg (Arg/Arg) 

o Pro (Pro/Arg y Pro/Pro). Los portadores del alelo Pro presentan mejor situación funcional a los 3 

meses tras la HIC que los que portan el alelo Arg en homocigosis. Los valores se expresan como 

mediana [rango intercuartílico]. 

Cuando se compara la distribución de las variantes alélicas y el buen o mal 

pronóstico funcional a los 3 meses tras la HIC, se observa que 28 de los 31 
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pacientes del grupo Pro, que representa un 90,4%, tenían una situación funcional 

de Rankin-m≤2 asociado a buen pronóstico. Este resultado contrasta con lo 

observado en el grupo de pacientes Arg, ya que 39 pacientes (92%) se 

encontraban en una situación de Rankin-m>2 o mal pronóstico funcional. Sin 

embargo, este fenómeno sólo se observó en 3 pacientes (9,6%) del grupo Prolina 

(Figura 10). Estos resultados corroboran que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 es 

un potente biomarcador de pronóstico funcional en pacientes con hemorragia 

intracerebral, como habíamos descrito anteriormente (Gómez-Sánchez et al., 

2011). 

 

 

 

 

 

Figura 10. Distribución del polimorfismo Arg72Pro de 
Tp53 según el pronóstico funcional a los 3 meses tras 

la HIC. El porcentaje de pacientes con buen pronóstico 

funcional (Rankin-m≤2) es mayor en el grupo de pacientes 

con el alelo Pro que en los pacientes que portan el alelo 

Arg en homocigosis. Los valores se expresan como 

porcentaje (%) .**p< 0,0001 respecto a los pacientes Pro. 

 

1.2.1. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona el volumen de lesión, 
volumen residual y volumen del edema perihematoma 

Una de las variables secundarias estudiadas en la cohorte de pacientes fue el 

volumen de la lesión, tanto inicial como residual a los 3 meses de la HIC. Además, 

se determinó el volumen de edema perihematoma en la TC de control realizada 

entre las 48-72 horas tras la HIC. Al ingreso no se encontraron diferencias 

significativas en el volumen de la lesión en función del genotipo Arg72Pro de Tp53 

tal como se observa en la (Figura 11A). Tampoco se encontró una asociación 

significativa entre la media del volumen de edema a las 48-72 horas de la HIC con 

el polimorfismo (15 ± 10 y 25 ± 5 en Pro y Arg, respectivamente) (Figura 11B). Sin 
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embargo, a los 3 meses tras la HIC la media del volumen de infarto fue 

significativamente diferente entre los pacientes según el genotipo. Aquellos 

pacientes con genotipo Arg/Arg tenían una media de volumen residual 4 veces 

superior frente a los pacientes portadores del alelo Pro (Figura 11C). Estos datos 

confirman de nuevo la asociación de la variante polimórfica Pro con un mejor 

pronóstico funcional de los pacientes con HIC, validando el polimorfismo Arg72Pro 

de Tp53 como un predictor genético de pronóstico en ictus (Gómez-Sánchez et al., 

2011). 

 

Figura 11. Asociación entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53, el volumen de la lesión al 

ingreso, el volumen de edema perihematoma y el volumen residual a los 3 meses. La media 

de (A) volumen de lesión al ingreso y (B) volumen de edema no fueron diferentes en función del 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53. (C) El volumen de lesión residual resultó ser mayor en el grupo de 

pacientes Arg (Arg/Arg) que en los pacientes que portan el alelo Pro. Los valores se expresan 

como medias ± SD .**p< 0,0001 respecto a los pacientes Pro. 

Para observar los factores que influyen en el pronóstico funcional de los pacientes 

con HIC, se realizó un análisis univariante de las variables segregadas según 

buen (Rankin-m≤2) o mal pronóstico (Rankin-m>2), como se ha descrito 

previamente (Tabla 7). Los valores se expresan como medias ± SD o porcentajes, 

excepto el valor de la escala NIHSS que se expresa como mediana [rango 

intercuartílico].  
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Tabla 7. Análisis univariante según el pronóstico funcional de los pacientes tras la HIC 

 Buen pronóstico 

N = 36 

Mal pronóstico 

N = 42 

p 

Edad, años 67.0 ± 11.4 72.7 ± 10.0 0.017 

Hombres, % 69.4 69.0 0.583 

Antecedente hipertensión arterial, % 69.4 40.5 0.013 

Antecedente diabetes, % 27.8 14.3 0.168 

Antecedente tabaco, % 13.9 11.9 0.528 

Antecedente alcohol, % 27.8 16.7 0.279 

Antecedente fibrilación auricular, % 11.1 16.7 0.356 

TAS mm Hg 163.7 ± 29.4 164.7 ± 30.1 0.877 

TAD mm Hg 87.6 ± 20.5 87.6 ± 16.7 0.988 

Glucemia basal, mg/dL 129.3 ± 34.1 134.3 ± 33.9 0.147 

Leucocitos basales, x 103/mL 9.0 ± 1.8 9.1 ± 3.3 0.364 

Plaquetas basales, x 103/mL 237.2 ± 57.0 232.7 ± 56.6 0.849 

NIHSS basal 5 [2, 10] 14 [9, 16] <0.0001 

Volumen hematoma basal, mL 13.6 ± 11.2 41.9 ± 31.3 <0.0001 

Crecimiento del volumen en la 1ª semana, 

mL 

21.7 ± 37.2 36.4 ± 32.9 0.069 

Volumen edema 48-72 h, mL 35.3 ± 14.2 42.0 ± 30.0 0.069 

Localización de la hemorragia, %   0.564 

    Lobular 38.9 38.1  

    Profunda 61.1 61.9  

Extensión ventricular, % 5.6 50.0 <0.0001 

Diagnóstico, %   0.142 

    Hipertensiva 58.3 35.7  

    Amiloidea 5.6 2.4  

    Anticoagulantes 22.2 42.9  

    Indeterminada 13.9 19.0  

CD34+ al ingreso, células/250000 eventos 222.9 ± 102.9 202.0 ± 75.3 0.333 

CD34+ al 7º día, células/250000 eventos 457.6 ± 97.4 255.9 ± 87.6 <0.0001 

Incremento de CD34+ en la 1ª semana, % 139.9 ± 90.3 34.5 ± 43.5 <0.0001 

Polimorfismo Tp53, %   <0.0001 

    Arg (Arg/Arg) 19.4 90.5  

    Pro (Pro/Pro y Pro/Arg) 80.6 9.5  

Los valores son datos clínicos y de neuroimagen de los pacientes al momento del ingreso. Se expresan como 
medias (±SD), medianas (cuartiles) o porcentajes %. TAS, tension arterial sistólica; TAD, tension arterial 
diastólica; HIC, hemorragia intracerebral; NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale.  
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Las variables evaluadas fueron: edad, sexo, antecedentes (de hipertensión 

arterial, diabetes, tabaquismo, enolismo, fibrilación auricular), situación 

neurológica al ingreso, parámetros de laboratorio, tensión arterial al ingreso, 

variables de neuroimagen (volumen basal del hematoma, edema perihematoma, 

localización de la hemorragia, extensión ventricular), clasificación etiológica de la 

HIC y variables relacionadas con las EPCs (número al ingreso y al día 7 tras la 

HIC, así como el incremento en la primera semana). Además, se incluyó en este 

análisis el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 categorizado (Arg y Pro). 

El análisis univariado reveló que, de todas las variables estudiadas, aquellas que 

se relacionan con mal pronóstico funcional a los 3 meses son: la edad (p=0,017), 

el antecedente de hipertensión arterial (p=0,013), la NIHSS (p<0,0001), el volumen 

del hematoma al ingreso (p<0,0001) y la extensión ventricular (p<0,0001). Como 

se observa en la Tabla 7, el genotipo Arg/Arg de Tp53 se asoció con mal 

pronóstico funcional con una asociación estadística altamente significativa 

(p<0,0001), corroborando su función como biomarcador de mal pronóstico de ictus 

hemorrágico (Gómez-Sanchez et al., 2011). 

En relación al recuento de células progenitoras, no se observaron diferencias en el 

número de células CD34+, que incluye la población de EPCs (Liman & Endres, 

2012), entre los pacientes con buen y mal pronóstico al momento del ingreso 

(p=0,013). Sin embargo, los niveles de células CD34+ al 7º día tras la HIC fueron 

significativamente superiores (p<0,0001) en aquellos pacientes con buen 

pronóstico funcional. De la misma manera, el grupo de pacientes con buen 

pronóstico funcional presentó un incremento en los niveles de EPCs en la primera 

semana de evolución (p<0,0001). Estos resultados corroboran las evidencias que 

confieren a las EPCs circulantes un valor pronóstico en la predicción del estado 

funcional de pacientes tras una HIC (Sobrino et al., 2011). 
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1.2.2. Análisis multivariante principal: El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 se 
asocia al pronóstico funcional a los 3 meses 

El análisis multivariado reveló que los resultados de este trabajo confirman que el 

genotipo Arg/Arg de Tp53 es un predictor independiente de mal pronóstico 

funcional tras ajustarlo por edad, hipertensión arterial, volumen del hematoma, 

extensión ventricular y puntuación en la escala NIHSS al momento del ingreso. 

Como se observa en la Tabla 8, los resultados apoyan la hipótesis de que el 

recuento de células CD34+ es una variable subsidiaria del polimorfismo Arg72Pro 

de Tp53. 

Tabla 8. Análisis de regresión logística de variables independientes asociadas 

con mal pronóstico funcional a los 3 meses tras la HIC. 

 OD IC 95% p 

Edad 1.18 0,35-2,01 0.128 

Antecedente de HTA 2.20 0,37-536,61 0.309 

NIHSS basal 1.83 1,17 – 3,22 0.009 

Volumen HIC basal 2.33 0.97 – 1.26 0.082 

Contaminación ventricular 21.08 2.52 – 1052.03 0.007 

Incremento de CD34+ 1ª semana 0.88  0.0065 

Genotipo Arg/Arg de Tp53 118.15 10.46 – 1809.55 <0.0001 

Se calculó la OR y el IC de 95% para demostrar la asociación independiente entre el mal 
pronóstico funcional y el genotipo Arg/Arg. NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale. 

1.2.3. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona la recuperación 
funcional a largo plazo de los pacientes tras la hemorragia intracerebral  

Una vez confirmada la función del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 con el estado 

funcional de pacientes a los 3 meses de la HIC, decidimos estudar su posible 

efecto sobre el pronóstico de los pacientes a largo plazo, es decir, a los 12 meses 

de la HIC (Figura 12). Así, cuando se comparó el estado funcional a los 3 y 12 

meses tras la HIC, mediante la escala Rankin-m, con el estado funcional al alta 

hospitalaria en ambos grupos de individuos (Arg y Pro), se observó que aquellos 
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pacientes portadores del genotipo Arg/Arg que presentaban buen pronóstico al 

alta (Rankin-m≤2) habían empeorado su situación funcional a los 3 meses y 

sufrían un empeoramiento aún mayor a los 12 meses. Por el contrario, los 

pacientes del grupo Pro mantenían un pronóstico favorable aún a los 12 meses 

tras la HIC (Figura 12A). Además, confirmamos el efecto positivo que ejerce el 

alelo Pro en el pronóstico a largo plazo en aquellos pacientes con Rankin-m>2 al 

alta (Figura 12B). Mientras que los pacientes Arg/Arg sufrían un aumento 

progresivo de la discapacidad, se observó una recuperación funcional, asociada a 

una mejoría en la puntuación en la escala de Rankin-m, de los pacientes Pro con 

mal pronóstico tras la HIC.  

 

Figura 12. Asociación entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el pronóstico funcional 

mediante la escala de Rankin a los 3 y 12 meses tras la HIC según el estado funcional al alta 

hospitalaria. Los pacientes fueron agrupados según el pronóstico funcional a los 3 y 12 meses 

tras la HIC en buen pronóstico (A, Rankin-m≤2) y mal pronóstico (B, Rankin-m>2) en función del 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53. Los diagramas de caja muestran los valores medios (líneas 

horizontales dentro de la caja) y cuartiles (límites del cuadro). **p< 0,0001 respecto a los pacientes 

Pro. 

A pesar de las diferencias existentes entre ambos genotipos en lo que respecta a 

vulnerabilidad neuronal tras la isquemia (Gómez-Sánchez et al., 2011), lo que 

determinaría el peor pronóstico tras la HIC en pacientes Arg/Arg, dichas 
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diferencias en la recuperación funcional a largo plazo de los individuos Pro podría 

sugerir la participación de otros mecanismos de reparación alternativos. Teniendo 

presentes los antecedentes descritos sobre EPCs e ictus (Sobrino et al., 2011) y 

habiendo observado una relación entre buen pronóstico y el incremento en los 

niveles de células CD34+ a los 7 días después de la HIC, decidimos estudiar el 

posible efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre los niveles de células 

CD34+ circulantes a los 7 días tras la HIC y su impacto en el pronóstico funcional 

los pacientes con HIC.  

1.3. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 regula los niveles circulantes de 
células progenitoras endoteliales y el pronóstico funcional de los pacientes 
con hemorragia intracerebral 

Los niveles de progenitores endoteliales CD34+ circulantes están ligados al 

pronóstico funcional tras un ictus (Asahara et al 1997; Sobrino et al., 2007; Yip et 

al., 2008; Sobrino et al., 2011). Como se ha mencionado en la introducción, se 

sabe que el número de células progenitoras CD34+ determinados al día 7 tras la 

HIC se asocia de forma independiente con buen pronóstico funcional y esto se 

acompaña de un menor volumen de lesión residual a los 3 meses. Esta premisa 

fue confirmada en la cohorte de pacientes de HIC (Figura 13). Verificamos que, 

efectivamente, existe una correlación negativa entre las células progenitoras 

CD34+ a los 7 días de la HIC y el volumen residual a los tres meses (Figura 13B); 

efecto que no se detecta al ingreso (Figura 13A).  
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Figura 13. Correlación entre volumen de lesión residual a los 3 meses y niveles de 
progenitores CD34+ circulantes en el momento de la admisión (A) y al día 7 (B) después de la 

HIC. Se observa una correlación positiva a la semana de la admisión p<0,0001. 

Además, analizamos la relación entre los niveles de células CD34+ circulantes y el 

pronóstico funcional a los 3 meses en la cohorte de pacientes con HIC. Para ello, 

se agrupó a los pacientes mediante la escala de Rankin-m y se determinaron los 

niveles de EPCs (CD34+) circulantes en el momento de la admisión (Figura 14A) y 

a los 7 días tras la HIC (Figura 14B). Mientras que en el momento de la admisión 

los niveles de EPCs resultaron ser los mismos en todos los grupos (Figura 14A), a 

los 7 días de la HIC observamos que los pacientes con valores de la escala de 

Rankin-m≤2 (buen pronóstico funcional) presentaban niveles más altos de EPCs 

que los pacientes con Rankin-m>2 (mal pronóstico funcional) (Figura 14B). Es 

más, en la Figura 14C se muestra que en los pacientes con buen pronóstico se 

produjo un incremento en el porcentaje de EPCs circulantes durante la primera 

semana tras la HIC, que no se observó en los pacientes con mal pronóstico. Estos 

resultados confirman que los niveles circulantes de EPCs (CD34+) a los 7 días tras 

la HIC condicionan el pronóstico funcional de los pacientes de ictus hemorrágico 

(Sobrino et al., 2011). 
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Figura 14. Asociación entre el pronóstico 

funcional a los 3 meses tras la HIC y el número 

de células CD34+ circulantes. Los pacientes 

fueron agrupados mediante la escala de Rankin-m. 

Los niveles de células CD34+ se determinaron 

mediante citometría de flujo en el momento de la 

admisión (A) y al día 7 (B) tras la HIC. Se observa 

una correlación estadísticamente significativa entre 

el número de células CD34+ circulantes al día 7 y 

el pronóstico funcional a los 3 meses (C). Los 

valores se expresan como como diagramas de 

cajas (A,B) o medias ± S.D (C). **p<0,0001 

respecto al grupo de  buen pronóstico. 

Dada la relación entre los niveles circulantes de EPCs y el pronóstico funcional de 

los pacientes de HIC, decidimos estudiar la influencia del polimorfismo Arg72Pro 

de Tp53 sobre dicha asociación. 

Para ello, se agrupó a los pacientes mediante la escala de Rankin-m y se 

determinó el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y los niveles circulantes de EPCs 

(CD34+). Como se muestra en la Figura 15, en los pacientes con buen pronóstico 

funcional (Rankin-m≤2) a los 3 meses de la HIC, que corresponden con pacientes 

Pro, presentaron niveles elevados de células CD34+ a los 7 días de la HIC. Por el 
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contario, los pacientes con valores de Rankin-m>2 (mal pronóstico funcional) 

fueron, en su mayoría, del grupo Arg y presentaban niveles más bajos de células 

progenitoras CD34+ (Figura 15A). Al agrupar a los pacientes según el polimorfismo 

Arg72Pro de Tp53 se observó un incremento en los niveles circulantes de células 

CD34+ en la población de pacientes Pro a los 7 días del ingreso. Sin embargo, 

dicho efecto no se observó en los paciente Arg (Figura 15B). De hecho, los 

pacientes que portan el alelo Pro presentan niveles superiores de EPCs (CD34+) 

que los pacientes Arg (Figura 15B). Teniendo en cuenta la asociación descrita 

entre el pronóstico funcional de los pacientes de ictus hemorrágico y los niveles 

circulantes de EPCs (Sobrino et al., 2011), el buen pronóstico de los pacientes Pro 

puede estar relacionado con una mayor movilización de las EPCs en estos 

pacientes. 

 

Figura 15. Influencia del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en el pronóstico funcional a los 3 

meses tras la HIC y el número de células CD34+ circulantes. Los pacientes fueron agrupados 

según su genotipo, en Arg o Pro, y pronóstico, mediante la escala de Rankin-m (A). Los niveles 

más elevados de células CD34+ en el grupo Pro, determinados mediante citometría de flujo al día 7 

tras la HIC, correspondieron con pacientes con valores mas bajos de la escala de Rankin-m (buen 

pronóstico). (B) Los niveles de células CD34+ circulantes aumentaron a los 7 días del ingreso en 

los pacientes Pro, pero no en los pacientes Arg que presentan valores inferiores. Los resultados se 

expresan como diagramas de cajas (A) o medias ± S.D (B). **p<0,0001 respecto al grupo de 

pacientes Pro. 
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1.3.1. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 no condiciona la viabilidad de las 
células progenitoras (CD34+) circulantes  

Como ya hemos indicado, el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona la 

actividad apoptótica de la proteína p53, de manera que la variante polimórfica Arg 

posee una actividad apoptótica mayor que la variante Pro (Almeida, 2013; Gómez-

Sánchez et al., 2011). Dado que los pacientes Pro presentaron niveles superiores 

de células CD34+ que los Arg, en primer lugar decidimos estudiar el posible efecto 

del polimorfismo sobre la supervivencia de estas células en sangre de pacientes 

con HIC. Como se muestra en la Figura 16, el porcentaje de células apoptóticas 

en la población de células CD34+ resultó ser el mismo en los pacientes Pro y Arg, 

por lo que descartamos un posible efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 

sobre supervivencia de las células CD34+. 

  

 

 

 

 

Figura 16. Determinación de la apoptosis de progenitores 
CD34+ en función de su genotipo. El porcentaje de células 

CD34+ apoptóticas (anexina-V+, 7AAD-) se determinó 

mediante citometría de flujo al día 7 tras la HIC. Se 

representan los datos ± SEM de 10 muestras diferentes 

obtenidas de pacientes de cada genotipo. 
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1.3.2. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 determina la activación y 
movilización de células progenitoras endoteliales de la médula ósea 

Los niveles plasmáticos de los factores de crecimiento, VEGF y Ang-1, y la 

quimiocina SDF1-α, entre otros, determinan la movilización de las EPCs desde la 

médula ósea y, por tanto, los niveles de estos precursores en la circulación 

periférica. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue investigar si las diferencias 

observadas en los niveles de células CD34+ circulantes en los pacientes según el 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53 podría estar motivada por diferencias en los 

niveles de VEGF, Ang-1, y SDF1-α. Como se observa en la Figura 17, los niveles 

plasmáticos de VEGF (Figura 17A), Ang-1 (Figura 17B) y SDF-1α (Figura 17C) 

fueron significativamente superiores en los pacientes Pro que en los pacientes 

Arg, a las 72 horas tras la HIC.  

 

Figura 17. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre los niveles de VEGF, Ang-1 y 

SDF-1α  en suero de pacientes a las 72 horas tras la HIC. Los niveles de (A) VEGF (pg/ml), (B) 

Ang-1 (ng/ml) y (C) SDF-1α (ng/ml) fueron significativamente superiores en los pacientes Pro que 

en los pacientes Arg, a las 72 horas tras la HIC. Los valores se expresan como media ± S.D. 

*p<0,001, ** p<0,0001 respecto al grupo de pacientes Pro. 

Estos resultados demuestran que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 determina los 

niveles de factores de crecimiento y citoquinas y, con ello, la movilización de EPCs 

desde la médula ósea a la sangre periférica, lo que contribuiría a una reparación 

más eficiente del daño y, por consiguiente, repercutiría en el pronóstico funcional 

de los pacientes tras una HIC.  
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2. INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DE Tp53 EN LA 
SUPERVIVENCIA ENDOTELIAL Y LA NEOVASCULARIZACIÓN TRAS LA 
HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

2.1. Modelo experimental de hemorragia intracerebral en ratones knock-in 
Arg72Pro de Tp53 (KIp53) 

Los modelos animales han permitido mejorar la comprensión de los procesos 

fisopatológicos implicados en la HIC (Senn et al., 2014). En el presente trabajo, 

hemos utilizado ratones knock-in (KI) de p53 “humanizados” que portan las 

variantes polimórficas humanas de p53, Pro y Arg, para investigar los mecanismos 

que median el efecto del polimorfismo sobre la movilización de EPCs y el 

pronóstico funcional observado en pacientes de ictus hemorrágico. 

En primer lugar, y para demostrar que el modelo murino elegido era apropiado 

para el estudio, verificamos que se reproducía el mismo fenotipo observado en 

pacientes de HIC. Para ello, ratones knock-in Arg72Pro de Tp53 (KIp53), 

denominados como Arg y Pro, se sometieron a un modelo experimental de HIC. 

Puesto que tamaño y localización de la lesión son factores críticos que determinan 

el pronóstico, tanto en humanos (Broderick et al., 1993) como en roedores 

(MacLellan et al., 2008), se utilizó el modelo de inyección de colagenasa descrito 

inicialmente por Clark y colaboradores (Clark et al., 1998). De este modo, se 

rompe la lámina basal de los vasos sanguíneos en una localización concreta, 

logrando un sangrado continuo y la expansión gradual del hematoma con un perfil 

similar al observado en el humano (MacLellan et al., 2008). 

Como muestra la Figura 18, el volumen de lesión a las de 6 horas de la HIC 

experimental fue similar en ambos grupos de animales, Arg y Pro. Sin embargo, 

en los ratones que expresan la variante Pro se observó una recuperación más 

rápida que en los Arg, en los que el volumen de hematoma fue significativamente 

mayor, tanto a las 24 horas como a los 7 días tras la HIC. Estos resultados indican 

que los ratones KIp53 utilizados en el presente trabajo reproducen el fenotipo 
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observado en pacientes de HIC (Figura 11), de manera que la variante Pro está 

asociada a menor volumen de lesión tras la HIC. 

 

Figura 18. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre el volumen de lesión en ratones 

KIp53 sometidos a HIC experimental. Ratones KIp53 que expresan las variantes humanas Arg y 

Pro de p53 se sometieron a HIC experimental. (A) El volumen de lesión (mm3) se determinó en 

secciones histológicas mediante la técnica de Nissl, a distintos tiempos tras la HIC experimental. 

(B) Se muestran imágenes representativas de secciones de cerebros de ratones KIp53 Pro y Arg a 

diferentes tiempos tras la HIC experimental. Los valores se expresan como media ± S.E.M. (n=4 

ratones por grupo). *p<0,05 respecto a ratones KIp53 Pro.  

2.2. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la apoptosis celular in 
vivo  

Ante situaciones de estrés celular se produce la estabilización de p53 y, como 

consecuencia, la parada de ciclo celular, senescencia y/o apoptosis, dependiendo 

del contexto celular (Jin & Levine, 2001; Culmsee & Mattson, 2005). En el caso 

concreto de la isquemia cerebral, p53 se acumula y activa rápidamente, lo que 

supone el inicio de la apoptosis celular, especialmente en neuronas (Crumrine et 

al., 1994; Saito et al., 2005). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53 las neuronas presentan diferente susceptibilidad a 

la apptosis causada por la isquemia in vitro (Gómez-Sánchez et al., 2011). Por 
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ello, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el efecto del polimorfismo sobre la 

apoptosis celular tras la HIC in vivo. Para ello, ratones KIp53 Arg y Pro se 

sometieron a la HIC experimental y se determinó la apoptosis celular en secciones 

cerebrales mediante la técnica de TUNEL. Como se muestra en la Figura 19A, el 

número de células apoptóticas (TUNEL+) resultó ser menor en los ratones Pro que 

en los ratones Arg, tanto a las 24 horas como a los 7 días de la HIC. Es más, 

mediante tinción conjunta con el marcador neuronal NeuN y TUNEL pudimos 

demostrar que el número de neuronas apoptóticas (células NeuN+, TUNEL+ 

cuantificadas en la zona mostrada en la Figura 19C) en los ratones Pro fue 

significativamente menor que en los ratones Arg (Figura 19B, 20). Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos en cultivos de neuronas in vitro (Gómez-

Sánchez et al., 2011), y demuestran que las neuronas que expresan la variante 

polimórfica Pro son más resistentes a la apoptosis causada por la HIC, que las 

neuronas que expresan la variante Arg. 

 

Figura 19. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la apoptosis neuronal en ratones 

KIp53 sometidos a HIC experimental. Ratones KIp53 que expresan las variantes humanas Arg y 

Pro de p53 se sometieron a HIC experimental. (A) La apoptosis celular se determinó en secciones 

cerebrales mediante la técnica de TUNEL. (B) La apoptosis neuronal se determinó mediante la 

tinción conjunta con el marcador neuronal NeuN y la técnica de TUNEL. (C) Imagen que muestra la 

región perihematoma seleccionada para la cuantificación de la apoptosis celular. Los valores se 

expresan como media ± S.E.M. (n=4-5 ratones por grupo) *p<0,05 respecto a ratones KIp53 Pro. 
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Figura 20. Imagen representativa de tinción de TUNEL en secciones de cerebro de animales 

KIp53. Se muestra imagen de secciones de cerebro tras la tinción conjunta con el marcador 

neuronal NeuN (verde), el marcador nuclear DAPI (azul) y la técnica de TUNEL (rojo), procedentes 

de ratones KIp53 a las 24 horas tras la HIC experimental.  

Aunque las neuronas son las células más vulnerables a la apoptosis causada por 

la isquemia cerebral (Broughton et al., 2009), otras células presentes en el 

cerebro, especialmente las células endoteliales, son también vulnerables al 

proceso isquémico. Por ello, determinamos la apoptosis de las células endoteliales 

mediante la doble tinción con el marcador endotelial CD31 (verde) y el TUNEL 

(rojo). Como se observa en la Figura 21, el número de células endoteliales 

apoptóticas (doble tinción CD31+ y TUNEL+) resultó ser menor en ratones que 

expresan la variante Pro que en los que expresan la variante Arg. 
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Figura 21. Imagen representativa de tinción TUNEL en secciones de cerebro de animales 

KIp53. Se muestra imagen de secciones de cerebro tras la tinción conjunta con el marcador 

endotelial CD31 (verde), el marcador nuclear DAPI (azul) y la técnica de TUNEL (rojo), 

procedentes de ratones KIp53 a las 24 horas tras la HIC experimental. 

Para corroborar el efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la 

susceptibilidad de las células endoteliales a la HIC experimental, se realizaron 

cultivos primarios de células endoteliales de cerebro de ratones KIp53. Las células 

se sometieron a isquemia experimental in vitro (incubación en ausencia de glucosa 

y oxígeno) durante diferentes tiempos y se determinó la apoptosis celular 

mediante citometría de flujo. En la Figura 22 se muestra que las células 

endoteliales que expresan la variante Arg fueron más susceptibles a la isquemia 

experimental que las procedentes de ratones Pro.  
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Figura 22. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 

sobre la apoptosis de células endoteliales de 

cerebros KIp53. Células endoteliales de cerebro en 

cultivo primario se incubaron en ausencia de glucosa y 

oxígeno (OGD, isquemia experimental). El porcentaje de 

células apoptóticas (anexinaV+, 7AAD-) se determinó 

mediante citometría de flujo a los tiempos de OGD 

indicados. Los valores se expresan como media ± 

S.E.M. de 3 cultivos diferentes. *p<0,05 respecto a 

ratones KIp53 Pro. 

Por lo tanto, nuestros resultados confirman que la variante polimórfica Pro de 53 

incrementa la supervivencia de las neuronas y demuestra, por primera vez, que 

dicho efecto se produce también en células endoteliales del cerebro. Por tanto, el 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona la susceptibilidad de las células 

endoteliales a la isquemia y, en consecuencia, el daño vascular producido por la 

HIC. 

2.3. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la movilización de 
células endoteliales progenitoras en los ratones KIp53 tras la hemorragia 
intracerebral 

Como ya hemos indicado, las EPCs circulantes derivadas de médula ósea juegan 

un importante papel en los procesos de reparación tras un ictus (Borlongan, 2011). 

Para dicha movilización es necesario establecer un gradiente de factores de 

crecimiento y citoquinas, de manera que a mayor gradiente, mayor movilización de 

EPCs a sangre periférica. Considerando la capacidad de neuronas y astrocitos de 

producir VEGF tras una isquemia (Zhang et al, 2000), así como la que tienen las 

células endoteliales de liberar distintas sustancias proangiogénicas, como VEGF y 



 77 

Ang-1, o quimiocinas como SDF-1α, es concebible una relación inversa entre la 

muerte celular y la producción de dichos factores. Por tanto, nos planteamos como 

hipótesis que una mayor producción de factores proangiogénicos provocaría una 

mayor movilización de EPCs, lo que estaría ligado a procesos de reparación 

cerebrovascular y un mejor pronóstico funcional observado en pacientes que 

portan el alelo Pro. 

2.3.1. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la liberación de 
factores pro-angiogénicos en ratones KIp53 

Para probar nuestra hipótesis, determinamos los niveles plasmáticos de VEGF y 

SDF-1α en ratones KIp53 a diferentes tiempos tras la HIC experimental. Como se 

observa en la Figura 26, observamos un aumento pronunciado de VEGF (Figura 

26A) y SDF-1α (Figura 26B) en suero de animales que expresan la variante Pro 

tras la HIC. Sin embargo, este efecto fue significativamente menor en ratones 

KIp53 con la variante Arg. Estos resultados concuerdan con los observados en 

pacientes de ictus hemorrágico (Figura 17) y demuestran que el polimorfismo 

Arg72Pro de Tp53 regula la apoptosis de células endoteliales de cerebro y la 

liberación de citoquinas que promueven la movilización de EPCs desde la médula 

ósea, como VEGF y SDF-1α, tras la HIC. 
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Figura 26. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la liberación de citoquinas 

proangiogénicas en ratones KIp53 sometidos a HIC experimental. Ratones KIp53 que 

expresan las variantes humanas Arg y Pro de p53 se sometieron a HIC experimental. Los niveles 

plasmáticos de (A) VEGF (pg/ml) y (B) SDF-1α (ng/ml) se determinaron en diferentes tiempos tras 

la HIC. (Basal: 24 horas antes de la HIC). Los valores se expresan como media ± SEM (n=4-5 

ratones por grupo) *p<0,05 respecto a ratones KIp53 Pro. 

2.3.2. Recuento de células endoteliales progenitoras circulantes 

Dada la alta capacidad del endotelio cerebral sano para producir VEGF y SDF-1α 

incluso varias semanas tras el daño isquémico (Quaegebeur et al., 2011), 

proponemos que la alta capacidad de supervivencia de las células endoteliales 

que expresan la variante polimórfica Pro es un factor clave que determina la 

producción a largo plazo de los factores de crecimiento y, por tanto, la movilización 

de EPCs tras la HIC. Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue determinar los 

niveles de EPCs circulantes en los ratones KIp53 a diferentes tiempos tras la HIC. 

Tal cómo se observó en los pacientes (Figura 15), los niveles de células 

progenitoras CD34+ a las 24 horas tras la HIC fueron significativamente mayores 

en los ratones con la variante polimórfica Pro que en los que expresaban la 

variante Arg (Figura 23). 

 

 

Figura 23. Efecto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 

sobre los niveles de células CD34+ circulantes en 

ratones KIp53 tras la HIC. Ratones KIp53 que expresan 

las variantes humanas Arg y Pro de p53 se sometieron a 

HIC experimental. Los niveles de células CD34+ 

circulantes se determinaron a las 24 horas tras la HIC, 

mediante citometría de flujo. Los valores se expresan 

como media ± S.E.M. (n=4 ratones por grupo) *p<0,05 

respecto a ratones KIp53 Pro. 

Debido a que la tinción con CD34 no es un marcaje exclusivo de EPCs, 

realizamos una determinación más específica de EPCs circulantes mediante 
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tinciones con CD34, junto con el marcador endotelial VEGFR2 y el antígeno de 

leucocitos CD45. Así, las EPCs se identificaron como CD34+, VEGFR2+ y CD45- 

(Asahara et al., 1999; Rafii y Lyden, 2003; Case et al., 2007; Yip et al.,2008). En la 

Figura 24 verificamos que los niveles de EPCs (CD34+/CD45-/VEGFR2+) 

circulantes aumentaron rápidamente en los ratones que expresan la variante Pro, 

pero no en los ratones Arg. Es más, los niveles de EPCs fueron superiores en los 

ratones Pro a las 24 y 72 horas tras la HIC, respecto a los ratones Arg. Este efecto 

es similar al observado en humanos (Figura 15).  

Todos estos resultados demuestran que la variante polimórfica Pro confiere 

resistencia a las células endoteliales frente la apoptosis causada por la HIC. Ello 

provoca un incremento en la producción de factores proangiogénicos lo que se 

traduce en una mayor liberación de EPCs y, por tanto, una neovascularización 

más eficaz tras la HIC. 

 

 

Figura 24. Efecto del polimorfismo Arg72Pro 

de Tp53 sobre la movilización de EPCs en 
ratones KI p53 tras la HIC. Ratones KIp53 que 

expresan las variantes humanas Arg y Pro de 

p53 se sometieron a HIC experimental. Los 

niveles de células EPCs circulantes 

(CD34+/CD45-/VEGFR2+), expresados en %, se 

determinaron por citometría de flujo a distintos 

tiempos tras la HIC. (Basal: 24 horas antes de la 

HIC). Los valores se expresan como media ± 

S.E.M. (n=3-4 ratones por grupo) *p<0,05 

respecto a ratones KIp53 Pro. 

2.4. Diferencias en neovascularización dependientes del genotipo Arg72Pro 

Para determinar si el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 afecta a la 

neovascularización cerebral tras una HIC, se realizaron estudios de 

inmunohistoquímica utilizando marcadores específicos del endotelio. Tras la HIC 
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experimental, secciones de cerebros de ratones KIp53 se tiñeron con el marcador 

de células endoteliales vasculares isolectina-B4 (IB4), un conocido indicador de 

vascularización (Wälchli et al., 2015). Dado que IB4 también se une a células 

microgliales se utilizó una combinación de IB4 con el marcador específico de 

microglia, Iba1. Como se muestra en la Figura 27, las células endoteliales 

(IB4+/Iba1-) forman estructuras tubulares, mientras que las células de la microglia 

(IB4+/Iba1+) presentan morfología dendrítica, lo que nos permite distinguir 

perfectamente ambos tipos de células (Figura 27). De modo que el marcaje IB4 

representa una buena forma de identificar células endoteliales (Wälchli et al., 

2015) y, por tanto, determinar la neovascularización tras la HIC.  

 

Figura 27. Imágenes representativa que muestran células endoteliales y microglía. Secciones 

cerebrales de ratón se tiñeron con el marcador vascular de las células endoteliales isolectina-B4, 

IB4 (verde) y el marcador específico de microglia Iba1 (rojo).  

Como se observa en la Figura 28, la HIC experimental indujo la disminución en el 

número de células endoteliales en la zona perihematoma, a juzgar por la menor 

tinción IB4, a las 24 horas de la HIC, respecto a la situación de antes del daño 

hemorrágico. Cabe resaltar que el daño vascular resultó ser mayor en los ratones 

Arg que en los Pro, a las 24 horas tras la HIC, lo que concuerda con los resultados 

obtenidos en los cultivos primarios de células endoteliales de cerebro (Figura 22).  
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Figura 28. Impacto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la vascularización en la zona 

perihematoma en ratones KIp53 sometidos a HIC. Ratones KIp53 que expresan las variantes 

humanas Arg y Pro de p53 se sometieron a HIC experimental. Secciones cerebrales se tiñeron con 

el marcador endotelial isolectina-B4, IB4 (verde), y el marcador nuclear TO-PRO®-3 (morado). 

Es interesante resaltar que la densidad vascular aumenta significativamente en los 

animales Pro durante la primera semana tras la HIC, como refleja la tinción con 

IB4, lo que indica neovascularización. Por el contrario, este efecto no se aprecia 

en los ratones Arg (Figura 28). Para confirmar este hallazgo, se realizó una tinción 

con el marcador específico de células endoteliales CD31 (Figura 29). La 

cuantificación del área ocupada por vasos sanguíneos, expresada como 

porcentaje de señal CD31+, en el hemisferio dañado a los 7 días tras la HIC 

mostró diferencias significativas entre ambos genotipos. Por tanto, nuestros 

resultados demuestran que la variante Pro está asociada a una mayor capacidad 

de neovascularización que la variante Arg tras la HIC.  
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Figura 29. Impacto del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sobre la vascularización (CD31) en la 

zona perihematoma en ratones KIp53 sometidos a HIC. Ratones KIp53 que expresan las 

variantes humanas Arg y Pro de p53 se sometieron a HIC experimental. Secciones cerebrales te 

tiñeron con el marcador endotelial CD31 (verde), se tomaron microfotografías y se cuantificó la 

fluorescencia. Los valores se expresan como media ± S.E.M. (n=3-4 ratones por grupo) *p<0,05 

respecto a ratones KIp53 Pro. 

Finalmente, confirmamos la neovascularización mediante la identificación de la 

formación de nuevos vasos (neovascularización) con el marcaje IB4+/Iba1- 

(Wälchli et al., 2015) en la zona peri-hematoma de ratones KIp53 que expresan la 

variante Pro, a los 7 días tras la HIC experimental (Figura 30). 

Por tanto, la variante polimórfica Pro promueve la vascularización tras la HIC lo 

que, a su vez, favorece la reparación cerebral y, en consecuencia, el pronóstico 

funcional de pacientes de ictus hemorrágico. 
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Figura 30. Neovascularización en animales KIp53 que portan la variante Pro sometidos a 

HIC. Ratones KIp53 que expresan la variante humana Pro de p53 se sometieron a HIC 

experimental. Secciones cerebrales te tiñeron con el marcador endotelial isolectina-B4, IB4 (verde), 

y el marcador nuclear TO-PRO®-3 (morado) a los 7 días tras la HIC. Las flechas blancas indican la 

formación de nuevos vasos. 
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Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que el polimorfismo Arg72Pro de 

Tp53 regula el pronóstico funcional de pacientes de HIC (Gómez-Sánchez et al., 

2011). En el presente trabajo de tesis doctoral hemos corroborado dicho efecto y 

hemos desenmascarado el mecanismo implicado. Así, el polimorfismo regula la 

movilización de EPCs desde la médula ósea y, en consecuencia, la 

neovascularización del cerebro dañado, lo que condiciona la reparación cerebral y 

el pronóstico funcional de pacientes de ictus hemorrágico. Por tanto, describimos 

que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 representa un importante biomarcador 

genético de daño cerebral y pronóstico en la HIC. 

Hasta el momento, los modelos pronósticos en la HIC se basan fundamentalmente 

en factores clínicos y de neuroimagen (Wilson et al., 2014; Van Beijnum et al., 

2009; Al-Shahi & Labovitz D, 2009; Leira et al., 2004). Sin embargo, se han 

realizado numerosos trabajos para establecer biomarcadores genéticos en 

pronóstico de ictus. En los últimos años, se han caracterizado varios 

biomarcadores, en su mayoría en sangre periférica, asociados al diagnóstico, 

estratificación de riesgo y pronóstico funcional en pacientes de HIC, si bien la 

mayoría de los estudios están orientados a la función de los genes como factores 

de riesgo (Carpenter et al., 2015). En relación al pronóstico, se ha demostrado la 

asociación entre la proteína C reactiva (PCR) o el contaje total de leucocitos, y el 

riesgo de muerte o discapacidad tras una HIC (Kumar et al., 2015). De la misma 

manera, los cambios en el recuento de leucocitos a las 72 horas de la HIC se han 

descrito como un marcador pronóstico a los 3 meses (Agnihotri et al., 2011). Un 

estudio posterior demostró que niveles elevados de neutrófilos en la fase aguda de 

la HIC se relacionan con un menor riesgo de expansión del hematoma. 

Contrariamente, el recuento de monocitos (Adeoye et al., 2014) se ha relacionado 

también con mal pronóstico funcional en modelos animales y humanos de HIC 

(Morotti et al., 2016). Por tanto, existe una gran controversia. Además, estos 

hallazgos aún no se han validado, ni se utilizan actualmente en la práctica clínica. 

Podemos concluir que aún quedan por conocer muchos de los mecanismos que 

determinan las variaciones funcionales en los pacientes tras la HIC. 
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La HIC es una enfermedad compleja y multifactorial en la cual las variaciones 

genéticas pueden influir tanto en la presentación como en la evolución de la 

misma (Carpenter et al., 2015), lo que justifica la dificultad en la identificación de 

biomarcadores genéticos de pronóstico de HIC. Existen distintos tipos de estudios 

para evaluar las causas genéticas del ictus, hasta ahora el abordaje más 

extendido ha sido el de estudio de gen candidato mediante el cual se seleccionan 

los genes que podrían asociarse a una enfermedad, basándose principalmente en 

la fisiopatología y las vías celulares implicadas en la misma (Giralt-Steinhauer et 

al., 2015). Uno de los problemas de esta técnica de asociación genética es que la 

hipótesis se genera antes de iniciar el estudio, lo que puede orientar los resultados 

a ideas preconcebidas del investigador. Este tipo de problema se puede subsanar 

con distintas herramientas, una de ellas es evitar los sesgos (de selección y de 

otro tipo), replicar los resultados en otras poblaciones o agrupar distintos 

resultados y una fundamental es la comprobación de esa asociación con estudios 

experimentales. En este trabajo se ha realizado el estudio clínico con su correlato 

experimental, lo cual aporta evidencia del mecanismo implicado en esta 

asociación. Todo ello hace que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 sea un 

importante marcador genético a tener en cuenta en el pronóstico funcional de 

pacientes de ictus hemorrágico. 

El alelo Pro de Tp53 se asocia con niveles elevados de EPCs y buen 
pronóstico funcional tras la hemorragia intracerebral 

La recuperación funcional tras un ictus depende del balance entre el daño 

cerebral, que incluye apoptosis neuronal entre otros mecanismos (Almeida, 2013), 

y la activación de la respuesta compensatoria para reparar el daño (Tovar et al., 

2016). La neovascularización juega un papel fundamental en los procesos de 

reparación cerebral, ya que estimula el flujo sanguíneo y el aporte de nutrientes de 

la zona dañada (Potente et al., 2011; Quaegebeur et al., 2011) induciendo así el 

remodelado cerebral y mejorando el pronóstico funcional (Krupinski et al., 1994; 

Ergul et al., 2012), aunque este proceso se inicia de manera retardada para 

interactuar con la cascada de muerte celular isquémica. La formación de nuevos 
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vasos desempeña un papel determinante en la recuperación funcional a largo 

plazo, ya que estimula mecanismos de regeneración endógena como 

neurogénesis, sinaptogénesis y plasticidad sináptica, todos ellos involucrados en 

la recuperación cerebral tardía tras una isquemia cerebral. La correlación entre 

angiogénesis y buen pronóstico funcional tras un ictus se ha observado en 

estudios clínicos y con modelos animales (Ergul et al., 2012).  

Las células precursoras endoteliales CD34+ se han relacionado con la reparación 

del endotelio y la neovascularización tras la isquemia cerebral (Asahara, 1997; 

Griese et al., 2003; Taguchi et al., 2004; Zhang et al., 2002). Los resultados de 

este trabajo confirman que niveles elevados de células endoteliales circulantes 

CD34+ (EPCs) a los 7 días del ingreso se asocian con un menor volumen de lesión 

residual a los 3 meses tras una HIC, lo cual es compatible con una eficiente 

reparación cerebral (Potente et al., 2011; Quaegebeur et al., 2011) y con un mejor 

pronóstico funcional (Sobrino et al., 2011). Además, confirmamos que el genotipo 

Arg/Arg es un marcador independiente de mal pronóstico funcional tras una HIC 

después de ajustar por variables como la edad, tensión arterial, temperatura, 

volumen del hematoma, extensión ventricular y NIHSS al ingreso, hallazgos 

concordantes con los descritos previamente en otra cohorte de pacientes de ictus 

hemorrágico (Gómez-Sánchez et al., 2011). Es más, la variante polimórfica Arg 

incrementa la susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis causada por la HIC in 

vivo, como ya describimos in vitro (Gómez-Sánchez et al., 2011), lo que podría 

explicar el mal pronóstico funcional de los pacientes a los 3 meses tras la HIC. Por 

otro lado, en la cohorte de pacientes estudiada, la recuperación funcional a los 3 

(corto plazo) y 12 (largo plazo) meses de la HIC sólo se produjo en los pacientes 

portadores del alelo Pro, pero no en los portadores del alelo Arg en homocigosis 

(Arg/Arg), lo que sugiere la participación de otros mecanismos, además del daño 

cerebral, como son procesos de reparación cerebral.  

Un retraso en la revascularización del tejido cerebral tras una isquemia representa 

el principal obstáculo para preservar la función cerebral después de un ictus. Este 

fenómeno también se ha descrito en retinopatías isquémicas (Moskowitz et al., 
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2010; Xing et al., 2012). En el presente trabajo demostramos que los pacientes 

homocigotos Arg/Arg presentan una menor capacidad de neovascularización, así 

como un peor pronóstico funcional tras la HIC, frente a los portadores del alelo 

Pro. La neovascularización no sólo aumenta el flujo cerebral (Potente et al., 2011; 

Quaegebeur et al., 2011), sino también promueve la migración de macrófagos al 

área isquémica con la finalidad de eliminar rápidamente los restos necróticos 

(Krupinski et al., 1994; Yu et al., 2007). En consecuencia, la formación de vasos 

sanguíneos está relacionada con la supervivencia a la largo plazo de los pacientes 

tras un accidente cerebrovascular (Krupinski et al., 1994). Los datos presentados 

en este trabajo demuestran que las diferencias en los niveles circulantes de EPCs 

en ambos genotipos pueden ser responsables de los diferentes patrones de 

recuperación tras la HIC y del pronóstico funcional, de manera que el alelo Pro se 

asocia con mayores niveles de EPCs, menor volumen de la lesión y mejor 

pronóstico funcional a los 3 meses de la HIC. 

Los pacientes que portan el alelo Pro presentan una mayor movilización de 
progenitores endoteliales tras la hemorragia intracerebral 

La activación y movilización de células progenitoras desde la médula ósea se 

induce a través de la producción y libración de factores angiogénicos, entre los 

que se encuentran VEGF y Ang-1, en respuesta a la hipoxia tras un accidente 

cerebrovascular (Asahara et al.,1999; Hattori et al., 2001). Por otra parte, el VEGF 

y la quimiocina SDF-1α promueven la migración e incorporación de las EPCs a los 

tejidos lesionados, favoreciendo su diferenciación y activando las células 

endoteliales maduras (Bogoslovsky et al., 2011; Potente et al., 2011), 

contribuyendo todo ello a la neovascularización. Los niveles elevados de los 

factores de crecimiento VEGF y SDF-1α, que se encuentran tras una HIC en los 

pacientes portadores del alelo Pro, reflejan una eficiente movilización y 

reclutamiento de las células progenitoras CD34+, incluyendo la población de 

EPCs, desde la médula ósea a los sitios de lesión vascular. Además de su 

contribución directa a la formación de nuevos vasos, las EPCs reclutadas al tejido 

cerebral isquémico también pueden permanecer en el espacio intersticial donde, 
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mediante la secreción de estas citoquinas y factores de crecimiento, 

indirectamente promueven la reparación vascular a través de mecanismos 

paracrinos (Asahara et al., 1999; Hattori et al., 2001). Se ha descrito también que 

la liberación de SDF-1α por el tejido cerebral infartado, junto con las EPCs, 

funciona como un sistema de retroalimentación positiva, ejerciendo un papel 

quimiotáctico para el reclutamiento de nuevas EPCs (Urbich et al., 2005; 

Quaegebeur et al., 2011). Todos estos datos indican que esta vía se encuentra 

activa en los pacientes portadores del alelo Pro, lo cual permite una eficiente 

reparación vascular y cerebral condicionando el buen pronóstico funcional tras una 

HIC. 

Estos resultados demuestran que el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 modula la 

activación de factores que activan la liberación de EPCs y la movilización de estas 

desde la médula ósea, desempeñando, por consiguiente, un papel mediador en la 

reparación cerebral y recuperación funcional tras la HIC. 

La variante polimórfica Pro de Tp53 promueve la neovascularización tras la 
hemorragia intracerebral 

Para dilucidar el mecanismo responsable de las diferencias en el proceso de 

neovascularización tras una isquemia cerebral en los individuos Arg y Pro, nos 

hemos centrado en resultados anteriores del grupo que muestran que el 

polimorfismo Arg72Pro de Tp53 modula la supervivencia neuronal tras la isquemia 

in vitro (Gómez-Sánchez et al., 2011), hecho que confirmamos en un modelo in 

vivo en este trabajo. La reducción de la vulnerabilidad a la apoptosis tras la HIC 

observada en las neuronas, se observa también en las células endoteliales de los 

pacientes portadores del alelo Pro. En consecuencia, las células endoteliales 

sanas, de la misma forma que las de los pacientes Pro, producirán más VEGF y 

SDF-1α por períodos de tiempo más largos tras la lesión isquémica, tal como se 

muestra en los datos presentados anteriormente (Quaegebeur et al., 2011), por lo 

tanto, mejorando la neovascularización. Teniendo en consideración la dificultad 

para realizar una predicción certera de la evolución de los pacientes (Senn et al., 

2014), los resultados aquí reflejados arrojan luz sobre los determinantes que 
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condicionan la supervivencia y el pronóstico funcional a largo plazo de los 

pacientes tras una HIC. 

En conclusión, este estudio es el primero en demostrar que el alelo Pro de Tp53 

está vinculado a la angiogénesis y a la capacidad de recuperación funcional tras 

un accidente cerebrovascular. Por tanto, proponemos que el polimorfismo 

Arg72Pro de Tp53 puede ser utilizado para la estratificación de pacientes en 

ensayos clínicos con el fin de predecir el pronóstico funcional tras una HIC. Por 

otra parte, el mecanismo descrito en el presente trabajo podría estar implicado en 

el pronóstico de otros procesos patológicos, tales como cáncer enfermedades 

inflamatorias crónicas incluyendo  retinopatías, por lo que es un campo de estudio 

que merece mayor investigación. Las terapias dirigidas a mejorar la movilización 

de las EPCs mediada por citoquinas para fomentar la neovascularización podrían 

ser consideradas como una estrategia para mejorar el pronóstico funcional de los 

pacientes con genotipo Arg/Arg tras la HIC. 
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A la vista de los resultados descritos en el presente trabajo de Tesis Doctoral, 

podemos concluir: 

1. El polimorfismo en el exón 4, codón 72 del gen Tp53 condiciona el pronóstico 

funcional de pacientes de HIC, lo que le convierte en un factor responsable, al 

menos en parte, de la variabilidad interindividual asociada a dicha patología. 

2. Los pacientes que portan el alelo Pro presentan menor volumen residual y daño 

cerebral tras la HIC que los pacientes con el genotipo Arg/Arg, lo que se asocia, a 

su vez, con un mejor pronóstico funcional de los pacientes que han sufrido una 

HIC. 

3. La variante polimórfica Pro de Tp53 promueve la supervivencia de las células 

endoteliales en cerebro y, con ello, la liberación de citoquinas, como VEGF y SDF-

1α, lo que provoca el incremento en la movilización de células precursoras 

endoteliales desde la médula ósea y, en consecuencia, una mejor capacidad de 

reparación cerebral de los pacientes tras la HIC. 

4. La variante Pro promueve la neovascularización tras el daño hemorrágico, lo 

que contribuye a la reparación cerebral y, por tanto, a la recuperación funcional de 

los pacientes de HIC.  

 

CONCLUSIÓN FINAL 

Los resultados del presente trabajo demuestran que el pronóstico funcional de los 

pacientes que han sufrido una HIC está condicionado por el polimorfismo 

Arg72Pro de Tp53 a través de un mecanismo que implica diferencias en la 

susceptibilidad de las células endoteliales al proceso hemorrágico y, en 

consecuencia, en la liberación de citoquinas que regulan la movilización de EPCs 

desde la médula ósea, lo que se traduce en la modulación de los niveles de EPCs 

circulantes. Dicho mecanismo está encaminado a promover la neovascularización 

y reparación cerebral, mejorando de este modo el pronóstico funcional de los 

pacientes tras la HIC. 
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