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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AAC: Angiopatia amiloide cerebral

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANG-1: Angiopoyetina 1

ANOVA: Analisis de la varianza

ATP: Adenosin trifosfato

BCL-2: B-cell B linfoma 2

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro
BHE: Barrera hematoencefalica

CPI17: Proteina de 17 kD inhibidora de proteina fosfatasa 1
EPCs: Células progenitoras endoteliales

HIC: Hemorragia intracerebral

HIP: Hemorragia intraparenquimatosa

HSA: Hemorragia subaracnoidea

HTA: Hipertensién arterial

INR: International normalized ratio

LDL: Colesterol de baja densidad

mRankin o mRS: Escala de Rankin modificada
MMP: Metaloproteasas de la matriz

MLC: Cadena ligera de la miosina

MLCK: Miosina quinasa

MLCP: Miosina fosfatasa

MYPT1: Subunidad reguladora de la miosina fosfatasa



NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale (escala para ictus del instituto
nacional de salud de Estados Unidos)

NLR: receptor con dominio de oligomerizacion y union a nucleotido
NLRP3: NLR dominio contenedor de pirina 3

NMDA: N-metil-D-aspartato

PAMP: patrones moleculares asociados a patdgenos

PAR: Receptor activado por proteasa

PH: Dominio de homologia a pleckstrina

RBD: Dominio de unién a Rho

RM: Resonancia magnética

ROCK: Proteina quinasa asociada a Rho

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SDF-1a: factor derivado del estroma tipo 1a

S.E.M.: Error estandar de la media

SNC: Sistema nervioso central

TAC: Tomografia axial computerizada

TAD: Tension arterial diastélica

TAS: Tension arterial sistélica

TLR: Receptor tipo toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labelling

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. HEMORRAGIA INTRAPARENQUIMATOSA

1.1. Clasificacion de las hemorragias intracerebrales

La hemorragia intraparenquimatosa (HIP) es un tipo de hemorragia intracerebral
(HIC). En esta categoria también podemos encontrar la hemorragia
subaracnoidea (HSA), la hemorragia intraventricular, el hematoma subdural, y el
hematoma epidural (Caceres et al., 2012), dependiendo de qué tipo de vaso sea
el responsable de la extravasacion de la sangre. Esto condicionara la localizacion
de la hemorragia, hacia el parénquima cerebral o bien hacia los espacios

meningeos o ventriculares circundantes (Figura 1).

Figura 1. Esquema-dibujo de las diferentes HIC (No se incluyen las HIP). A.
Hemorragia subaracnoidea. B. Hemorragia intraventricular. C. Hematoma

epidural. D. Hematoma subdural.

La HIP, a su vez, puede dividirse en primaria 0 secundaria, segun su etiologia. La
causa de la HIP primaria es la ruptura de la pared arterial o arteriolar dafada,
sobre todo a causa de hipertension arterial (HTA) o angiopatia amiloide cerebral
(AAC). En el caso de la HIP secundaria, ésta puede deberse a coagulopatias,

trombosis venosa cerebral, enfermedad de moyamoya, vasculitis, tumores, ictus
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isquémicos con transformacién hemorragica o a la ruptura de aneurismas
micoticos o malformaciones vasculares, como en el caso de malformaciones

arterio-venosas, fistulas arterio-venosas o cavernomas (Gross et al., 2019).

Figura 2. Representacién esquematica de las HIP primarias, atendiendo a su
morfologia y localizacion tipicas. A. Hemorragia hipertensiva. B. Hemorragia
por AAC.

1.1.1. Hemorragias intraparenquimatosas primarias. Clasificacion,
fisiopatologia y caracteristicas principales.

La HTA es el principal factor de riesgo modificable para el desarrollo de HIP
(O’Donell et al., 2010), constituyendo la HIP hipertensiva el 60-70% de los casos
(Thabet et al., 2017). EI mecanismo fisiopatolégico parece deberse a la
desestructuracion de la pared de las arteriolas perforantes secundariamente a
lipohialinosis (proliferacion fibroblastica con depoésito de macrofagos y sustitucion
de tejido muscular liso por colageno), lo que origina los denominados aneurismas
de Charcot-Bouchard (Ziai et al., 2018) que, finalmente por su fragilidad, se

rompen dando lugar a la hemorragia.
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Este tipo de hemorragias se localizan, por tanto, a nivel de las estructuras
irrigadas principalmente por dichas arteriolas: ganglios de la base, talamo, tronco
del encéfalo y las zonas mas profundas del cerebelo (Gross et al.,, 2019). La
arteriopatia de las perforantes, ademas, se ve potenciada por otros factores de
riesgo conocidos, como el sexo masculino, el uso de anticoagulantes o
antiagregantes, el habito tabaquico, el consumo de alcohol, consumo de drogas
de abuso (heroina, cocaina, anfetaminas y efedrina) (An et al.,, 2017) y, en
general, todos aquellos factores ampliamente reconocidos de riesgo vascular
(Tabla 1). Aunque dada la contradiccion existente entre los estudios (You et al.,
2016; Wang et al., 2013) no queda claro si presentar cifras bajas de colesterol de

baja densidad (LDL) y de triglicéridos es un factor de riesgo para HIP o no.

Tabla 1. Factores de riesgo para presentar una HIP

HTA
Fumador activo

Consumo de alcohol excesivo

Factores de riesgo

- Anticoagulacion

modificables

Antiagregacion

Consumo de drogas simpéaticomiméticas (cocaina, heroina,
anfetaminas, fenilpropanolamina y adrenalina)
Edad avanzada

Sexo masculino

Factores de riesgo no Etnia asiatica

modificables AAC

Microsangrados cerebrales

Enfermedad renal cronica

(Modificado de An et al., 2017).

Por otra parte, la AAC es también una causa relevante de HIP (Tabla 2). En este
caso, el depdsito de B-amiloide en la pared de capilares, arteriolas, y vasos de
mediano y pequefio calibre en corteza, leptomeninges y cerebelo (Rosand et al.,

2000) es el responsable del debilitamiento y aumento de riesgo de ruptura arterial
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(Figura 3). A pesar de no existir una herramienta diagndstica confirmatoria, se
puede realizar un diagndstico probable, siguiendo los criterios de Boston
modificados, en aquellos pacientes mayores de 55 afios, sin otra causa
identificable de hemorragia, con multiples focos de sangrado restringidos a
regiones lobares, corticales o cortico-subcorticales, o con un solo foco de
sangrado con siderosis superficial cortical afiadida (Greenberg et al., 2018). Por
otra parte, la presencia de HSA y uno de los siguientes factores: APOEE4,
proyecciones en forma de dedo (elongaciones que nacen del hematoma, con
mayor longitud que anchura), supone valores predictivos positivos del 96% para
AAC, mientras que la ausencia de los tres factores supone valores predictivos
negativos del 100% (Rodrigues et al., 2018).

Espacios
de Virchow-!
Robin) Hip B dos

de sustanci nca

Vlicroinfartos
Adelgazamiefito

Figura 3. Representacién esquematica del espectro de las manifestaciones
hemorragicas e isquémicas de la AAC esporadica (Modificada de Charidimou
et al., 2017).
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Tabla 2. Comparacion entre las caracteristicas de la HIP por AAC y por

arteriopatia hipertensiva (Modificado de Charidimou et al., 2017).

Caracteristicas

Patologia de

pequefio vaso

Factores de
riesgo

HIP

Ictus
isquémico

Otros
sindromes
clinicos

RM
(Resonancia
magnética)

Diagnéstico

Implicaciones
terapéuticas

AAC

Deposito de B-amiloide y
vasculopatia asociada en vasos
corticales y leptomeningeos

Edad, APOEe4 y e2

Lobar (cortico-subcortical),
posiblemente cerebelosa.
Se asocia con un riesgo de
recurrencia del 7-12% al afio.
No se asocia con infartos
lacunares. Posible rol en cuanto
a decisiones de manejo
(farmacos antiagregantes,
trombolisis intravenosa, etc.)
Episodios transitorios
neurolégicos focales (‘amyloid
spells’), deterioro cognitivo y
demencia.

HIP lobares, siderosis cortical,
espacios de Virchow-Robin en
centros semiovales,
leucoaraiosis de predominio
posterior.

Criterios de Boston, basados en
la presencia de multiples HIP
estrictamente lobares,
macrosangrados y siderosis
cortical.

El objetivo principal es la
prevencion de una nueva HIP,
por medio del manejo de la
tension arterial, y evitando
antiagregantes a no ser que
exista una indicacion clara.
Rehabilitacién cognitiva en
casos de deterioro cognitivo o
demencia.

Microangiopatia no-amiloide
esporadica (arteriopatia
hipertensiva)

Amplio rango de posibilidades,
por ejemplo,
arterioloesclerosis, necrosis
fibrinoide, dafio mural, etc.
Edad, HTA, diabetes, habito
tabaquico

Profunda: ganglios de la base,
talamo, puente, cerebelo; y en
algunas ocasiones lobar.

Infartos lacunares

Deterioro cognitivo vascular y
demencia.

HIP profundas, con o sin
presencia lobar, espacios de
Virchow-Robin en ganglios
basales, leucoaraiosis sin una
localizacion en especial,
infartos lacunares en ganglios
de la base o en sustancia
blanca profunda.

No existen criterios. El
diagnostico se realiza al no
cumplir los criterios de Boston
para la AAC, y segun los
marcadores en RM de
enfermedad de pequefio vaso.

Control de los factores de
riesgo vascular. Rehabilitacion
cognitiva en caso de deterioro
cognitivo vascular o demencia.

El uso de antiagregantes es
menos preocupante que en el
caso de AAC.

Sea cual sea la causa de la hemorragia, en las primeras horas tras su aparicion la

lesiéon cerebral

primaria ocurre principalmente como consecuencia de la
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compresion y destruccion del tejido circundante a causa del rdpido acumulo de
sangre y la formacién del hematoma (Aronowski et al., 2011). Posteriormente, el
hematoma podria aumentar la presion intracraneal, hasta el punto de producir una

herniacion cerebral (Zheng et al., 2016).

La agregacion familiar en el caso de la HIP apoya la hip6tesis de que exista una
importante contribucion genética que condicione el riesgo de hemorragia. Woo et
al demostraron que tener un familiar de primer grado con HIP aumentaba el riesgo
de presentar HIP, hasta 6 veces mas respecto a no tenerlo (Woo et al., 2002). De
hecho, se estima que existe un componente hereditario en el 44% de los casos
(Devan et al., 2013). Ademas, se asume que las variantes genéticas podrian tener
una influencia significativa respecto al pronéstico funcional de las HIP (Rodriguez
et al.,, 2017). Mediante estudios GWAS (estudios de asociacibn de genoma
completo), se ha identificado que las variantes de APOE rs7412 y rs429358, la
variante de la ECA (enzima convertidora de la angiotensina) rs7311, y la variante
del gen del colageno tipo IV alfa 2 (COL4A2) rs9588151 también podrian
condicionarel pronéstico funcional de los pacientes con HIP (Hostettler et al.,
2019).

1.2. Prondstico e impacto sociosanitario

La HIP primaria, también denominada ictus hemorragico, es el tipo de ictus mas
grave (Ann et al., 2017). Con una incidencia de 24,6 casos por 100,000 habitantes
y afio (Andrews et al., 2012) constituye el 10-15% de todos los ictus en la
poblacién occidental (Hostettler et al., 2019), porcentaje algo mayor en poblacién
asiatica (Hong et al., 2013; Toyoda et al., 2013), pero con una mortalidad y tasa
de discapacidad secundaria desproporcionadamente altas con respecto a los ictus

isquémicos.

Se trata también del tipo de ictus para el que se disponen menos medios

terapéuticos en el momento actual (Cordonier et al., 2018), lo que condiciona la
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ausencia de mejora de las perspectivas pronosticas en las Ultimas décadas
(Roger et al., 2011). Cierto es que se ha constatado una mejor evolucion en
aquellos pacientes que pueden beneficiarse del ingreso en unidades de ictus
multidisciplinares o en unidades de medicina intensiva especializadas en
pacientes neurocriticos (Langhorne et al., 2013), probablemente a causa de una

vigilancia mas estrecha, pronta al tratamiento de las eventuales complicaciones.

Como acabamos de mencionar, la HIP provoca un gran impacto de discapacidad
en los afectados, asi como una gran mortalidad (Wang et al., 2016), falleciendo un
tercio de los afectados en el primer mes tras el evento, y el 50% al afio del evento
(Poon et al., 2014; Babu et al., 2012). Todo ello también supone un importante
efecto social y econémico, resultando en una significativa pérdida de afios de vida

productiva (Cordonier et al., 2018).

En el momento agudo, los principales factores de mal pronéstico que se han
identificado son el tamafio del hematoma, la expansion del hematoma, la edad, el
bajo nivel de conciencia, la extension intraventricular de la hemorragia, y la

localizacion infratentorial (Broderick et al., 1993).

Existe un score (Tabla 3) que tiene en cuenta estos factores, desarrollado para
valorar el pronéstico de la HIP segun la mortalidad a los 30 dias dependiendo de

las puntuaciones.
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Tabla 3. Determinacion del Score de HIP (Modificado de Hemphill et al.,

2001).

3-4 2
Escala de coma de
5-12 1
Glasgow

13-15 0
Volumen de HIP (cc) = 30 1
segun el método ABC/2 <30 0
Hemorragia Si 1
intraventricular No 2
=80 1

Edad (afios)
<80 0

0-6

SCORE TOTAL

Como se observa en la Figura 4, en el estudio que dio lugar al score, ningun
paciente con score 0 fallecid, y todos con score 5 lo hicieron. Ningun paciente de
la cohorte presentd un score 6 (puntuacion maxima posible), aunque se asume
gue la mortalidad para esta puntuacién también sea del 100%, como en el caso
del score 5 (Hemphill et al., 2001).

100

n=6
n=29
n=32
n=152
I Figura 4. Score para HIP y mortalidad a los
n=27

] i 30 dias. Se puede observar como la mortalidad

0 n:26. aumenta segun aumenta la puntuacion del

TODOS 0 1 2 3 4 5 Score. (Modificado de Hemphill et al., 2001).
SCORE HIP

B 2] @
o o o

Mortalidad a los 30 dias (%)
N
o

Por ultimo, a nivel pronéstico, cabe mencionar la escala de Rankin modificada
(mRs), ampliamente utilizada a nivel clinico como referencia del estado funcional

del paciente, asi como de la evolucién del mismo tras el evento (al alta, a los 3

10
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meses, al afo, etc.) (Sreekrishnan et al., 2017). La mRS es una escala del 0 al 6,
donde 0 no representa sintomas ni discapacidad y 6 representa fallecimiento
(Tabla 4).

1.3. Presentacion clinicay manejo

Los ictus hemorragicos son dificiles de diferenciar de los ictus isquémicos agudos
en el momento agudo. Sin embargo, ciertos aspectos clinicos pueden sugerir el
diagnostico de HIP, como son la presencia de sintomas y signos neurologicos
rapidamente progresivos (en minutos u horas), asi como sintomas sugerentes de
aumento de la presion intracraneal (cefalea, nduseas y vomitos, taquicardia o
bradicardia, e HTA), crisis epilépticas por irritacion del parénquima cortical
cerebral, o una disminucion del nivel de conciencia (asociado a la compresion,
directa 0 secundariamente a hipertension intracraneal, de talamo y tronco del
encéfalo) en franca desproporcion respecto a los sintomas focales neurolégicos.
Ademas, puede existir rigidez de nuca, que sugeriria la presencia de meningitis
quimica en el caso de que existiera un componente de hemorragia intraventricular

por extravasacion subsecuente (Gross et al., 2019).

La presencia de cefalea es mas frecuente en el caso de grandes hematomas,
probablemente debido a la traccibn sobre las meninges, por la hipertension
intracraneal o por la presencia de sangre en liquido cefalorraquideo. Por el
contrario, los hematomas de pequefio tamafio rara vez se correlacionan con la
presencia de cefalea (An et al., 2017). La presencia de estupor o coma sugiere
una HIP de gran tamafio con afectacion del sistema reticular ascendente (Steiner
et al., 2006).

Es importante tener en cuenta que el tamafio del hematoma es dindmico las
primeras horas tras el evento, creciendo dicho volumen en un tercio de los
pacientes durante las 3-6 primeras horas tras la aparicion de los sintomas (Davis

et al., 2006). En este contexto, existe un marcador denominado spot sign, que
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predice la expansion del hematoma, asi como un peor pronostico. Este signo es
visualizable mediante angio-TAC (angiografia por tomografia axial computerizada)
cerebral (Figura 5). Se define como la extravasacion de contraste en el seno del
hematoma (Demchuck et al., 2012). Existen también otros signos que predicen la
expansion del hematoma, como el blend sign, en el cual aparece un area
hipointensa bien delimitada en el margen de un area mas hiperintensa, como si
existiera un pliegue en el hematoma (Li et al., 2015), o el signo del agujero negro,
gue aparece como un area encapsulada hipointensa en el seno de una zona
mayor hiperintensa (Li et al., 2016). La presencia de estos signos puede implicar

un sangrado en diferentes tiempos.

Figura 5. Diferentes casos de HIP con spot sign en el angio-TAC. Spot sign
marcado con punta de flecha blanca en cada caso. (Modificado de Browers et al.,
2012).
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Aunque el mecanismo exacto de la expansion del hematoma esta poco claro,
podria atribuirse al sangrado o re-sangrado a partir de la ruptura inicial de los
vasos sanguineos, asi como por un nuevo posible foco de sangrado en la periferia
de la lesién, secundariamente a la isquemia provocada por el primer hematoma,
pobre flujo venoso o coagulopatia local (secundaria a la liberaciéon de productos

de degradacion de la fibrina o plasmina) (Mayer, 2003).

Otro aspecto importante para la evolucion clinica del proceso, aunque algo mas
tardio que el anterior, es la aparicion del edema perilesional, resolviéndose tras

varias semanas desde la aparicion de la hemorragia (Wu et al., 2017).

La historia médica deberia incluir la hora de comienzo de los sintomas, la
presencia de progresion clinica del cuadro, los factores de riesgo del paciente
para HIP, asi como los antecedentes recientes neuroquirtrgicos o de traumatismo
craneoencefalicos. Realizar una aproximacion localizadora, a partir de los
hallazgos clinicos a pie de cama es importante, con el objetivo de detectar, de una
manera precoz, aquellas HIP donde seria mas probable el requerimiento de
evacuacion neuroquirargica del hematoma, como es el caso de la HIP de

localizacién cerebelosa (Thabet et al., 2017).

El manejo habitual de los pacientes con hemorragias intracerebrales exige el
control hemodinamico. En este sentido, y a pesar del actual debate generado al
respecto, las guias de préctica clinica (Steiner et al., 2014; Hemphill et al., 2015)
recomiendan un control estricto de la tension arterial sistolica menor de 140
mmHg (Chamebergo-Michilot et al., 2021; Cusack et al., 2018). Y si bien uno de
los ensayos clinicos (ATACH 2) mostr6 un aumento de los eventos renales
(Qureshi et al., 2016), no se especificaba el tipo de evento, no pudiéndose valorar
si existia 0 no una relevancia clinica. Se postula que la tendencia al alza de la
tension arterial podria estar en relacion con el aumento de la presion intracraneal,

contribuyendo a la generacién del edema perilesional; asi como con una mayor
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propension al sangrado, propiciando la expansion del hematoma (Andrews et al.,
2012).

Ademas, serd preciso revertir el efecto anticoagulante de los farmacos cuando sea
posible. Vitamina K, en caso de uso de Warfarina y acenocumarol (Frontera et al.,
2016), con el inconveniente de su lento mecanismo de accion que normalizaria los
valores de INR sobre las 24 horas tras su administracion (Hung et al.; 2000);
idarucizumab en caso de uso de dabigatran (Veltkamp et al., 2017) y, aunque no
existen estudios especificos al respecto, también parece adecuado el uso de
protamina en caso de uso de heparina no fraccionada (Frontera et al., 2016). Sin
existir evidencia totalmente concluyente, también se puede administrar
concentrado del complejo de protrombina y factores de coagulacion Il, VII, IX y X
(Veltkamp et al., 2017) ante el uso tanto de anticoagulantes de accién directa

como inhibidores de la vitamina K.

Por otra parte, como ya se ha mencionado anteriormente, existe la posibilidad de
realizar una intervencion quirdrgica. La craniectomia para drenar el hematoma en
situaciones criticas para el paciente supondria una medida que podria salvarle la
vida. Sin embargo, los ensayos STICH (Mendelow et al.,, 2005) y STICH 1
(Mendelow et al., 2013) no han mostrado un beneficio clinico de la evacuacion
quirdrgica sistematica de forma temprana del hematoma intraparenquimatoso en
pacientes con hemorragia espontanea supratentorial, al compararse con el mejor
manejo médico. El rol de la craniectomia abierta, en este sentido, sigue siendo, no
obstante, un tema de debate. Los beneficios teodricos de la intervencion se
relacionarian con la prevencion de la herniacion cerebral, el control de la
hipertension intracraneal, y también por evitarse, o al menos reducirse, el impacto
neurotoxico de la sangre extravasada en torno al tejido sano limitrofe (de Oliverira
et al., 2020).
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2. BASES MOLECULARES DE LAS HEMORRAGIAS
INTRAPARENQUIMATOSAS

El dafio fisiopatoldgico que acontece tras un ictus hemorragico se desencadena
por la lisis de los eritrocitos, la liberacion de hemoglobina, grupos hemo vy hierro, y
la activacion de la cascada de la coagulacion, lo que altera de manera irreversible
los componentes de la unidad neurovascular, provocando la rotura de la barrera
hematoencefélica (BHE) y edema cerebral (Keep et al., 2012; Shi et al., 2016).
Tanto el edema, como el ambiente inflamatorio secundario a la liberacion de
productos sanguineos, afectara a la supervivencia celular en el area

perihnematoma.

Durante la HIP, la muerte celular programada (apoptosis, autofagia, necroptosis,
piroptosis y ferroptosis) ocurre de un modo activo y esta regulada por genes cuya
diferente expresion o activacion podria determinar, entre otros factores, un
prondstico diferencial entre pacientes de ictus (Ouyang et al., 2012; Nagata, 2015;
Rodriguez et al., 2017).

2.1. Edema perilesional

Las causas que explican la formacion del edema perilesional son multifactoriales,
incluyendo la alteracibn de la BHE por medio de transcitosis o por la
desestructuracion de las uniones estrechas (Jiang et al., 2017), la liberacion de
factores vasogénicos, ciertos neurotransmisores, la disfuncion mitocondrial, la
despolarizacion de la membrana (Graham et al., 2000; Lusardi et al., 2004;
Qureshi et al., 2003), la lisis de glébulos rojos, el reclutamiento de leucocitos, y la
liberacibn al plasma de proteinas, trombina, hemoglobina, hierro,
metaloproteinasas de la matriz (MMP) o interleuquinas, asi como otros
mediadores inflamatorios (Ziai et al., 2013). La presencia de grupos hemo, el
hierro y la trombina en el parénquima cerebral desencadenan cascadas toxicas e

inflamatorias, asi como un dafo cerebral secundario (Madangarli et al., 2019).
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El proceso de formacién del edema podria dividirse en tres fases (Ziai et al., 2013)
(Figura 6):

1. Fase temprana (1 hora tras el evento inicial). La retraccion del hematoma
daria lugar a un edema vasogeénico al inducir la entrada de suero en el espacio
perihematoma.

2. Fase intermedia (maxima amplitud a dia 1-2 tras el evento inicial). La cascada
inflamatoria y la activaciéon de la trombina darian lugar a un edema cerebral
citotoxico.

3. Fase tardia (a partir del dia 3). La lisis eritrocitaria y la lesion originada por la

toxicidad de la hemoglobina contribuirian a la formacion de edema.

En realidad, no se trata de compartimentos estancos, sino que los procesos
interaccionan entre si, de modo que el estrés oxidativo inducido por el edema
vasogénico y la liberacion de sustancias citotoxicas pueden ser responsables de

la induccién de un edema citotéxico (Wang et al., 2014).

En cuanto al edema intrahematoma, es causado principalmente por la tension del
hematoma, la cual esta relacionada con la formacion de un tejido de granulacién
capsular durante la absorcion del hematoma. Este tejido puede limitar la absorcién
del hematoma licuado y de las sustancias citotoxicas. De este modo, la presion
oncotica dentro del hematoma aumenta y la presencia subsiguiente de agua y
plasma dentro del hematoma aumenta aiun mas la presion intrahematoma,
formandose un circulo vicioso. Ademas, este tejido de granulacién es rico en
capilares, lo que permite la extravasacion de sangre hacia el hematoma,

aumentando su volumen (Chen et al., 2014).
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Figura 6. Mecanismo de formacion del edema vasogénico perihematoma.
(Modificado de Zheng et al., 2015).

Por todo ello, el edema cerebral se asociara significativamente con el aumento del
tamafio de la HIP (Xi et al.,, 2006). El efecto masa que provoca la hemorragia
contribuira a la formacion del hematoma perilesional (Hoff et al., 2003), aunque
éste también puede provocar por si mismo un importante efecto masa (Qureshi et
al., 2003).

2.2. Barrera hematoencefélica

Existen diversos procesos que pueden afectar a la BHE y, en consecuencia,
aumentar su permeabilidad y la infiltracién de leucocitos al parénquima cerebral.
Esto sucede mediante la alteracion de las tight junctions o uniones estrechas y/o
la transcitosis a través del endotelio cerebral. A su vez, los fendmenos
inflamatorios también podrian alterar la funcion de la BHE a través de MMP-9 (Xi
et al., 2006; Moxon-Emre et al., 2011).
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Recientemente, se ha descrito que la ruptura de la BHE puede ser causa, ademas
de una consecuencia, del dafio por isquemia/reperfusion en el parénquima
cerebral (Shi et al., 2016). Este proceso estaria mediado por la polimerizacion
persistente de la actina y el desensamblaje de las proteinas de union en las
células endoteliales. Tras una situacion de estrés, como puede ser la isquemia, la
liberacion de radicales libres o el aumento de citoquinas, la actina que
normalmente esta presente en las células como un monémero globular (G-actina)
o como un polimero filamentoso (F-actina), se polimeriza en fibras de tension
lineales a lo largo de la célula endotelial. La polimerizacion de esta proteina va
acompafada de la contraccién de la actomiosina y del aumento de la tension del
citoesqueleto, lo que da lugar a una morfologia celular contraida, a un deterioro
del sellado de las uniones vy, finalmente, a la apertura de la BHE (Keep et al.,
2018).

Ambos tipos de ictus, isquémico y hemorragico, pueden provocar una alteracion
en la BHE. Sin embargo, este hecho ha sido poco estudiado hasta el momento en
HIP (Jiang et al., 2017). En modelos animales de HIP se ha visto que la
hemoglobina, asi como los productos de degradacion, pueden inducir la disfuncién
de la BHE (Yang et al., 2013). Estos cambios en la permeabilidad de la BHE
suelen ser evidentes a partir de las 24 horas tras la HIP y se correlacionan con
una aparicion mas tardia del edema perihematoma a dia 3 (Rodriguez-Yéafiez et
al., 2009). Ademas de producir radicales libres, la liberacién de hierro tras la HIP
afecta a la expresion de aquoporinas. En concreto, en modelos animales, se
produce una regulacién al alza de aquoporina-4, alcanzandose un valor maximo
entre los 3 y 7 dias tras el evento (Qing et al.,, 2009). Este factor también
contribuira de manera importante a la apertura de la BHE y la formacion de edema

perihematoma.
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2.3. Cascada de la coagulacion

La cascada de coagulacion, y en concreto la trombina, va a participar en el dafio
ocasionado por la hemorragia cerebral. Asi, la liberacion de trombina es
responsable de la infiltracion de células inflamatorias en el parénquima cerebral,
de la proliferacion de células mesenquimales, de la formacion de edema cerebral
y de gliosis (Xi et al., 2003). La trombina se une a los receptores activados por
proteasa (PAR-1) y activa la microglia del sistema nervioso central (SNC). Se
libera 6xido nitrico, factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa, interleuquina-12,
interleuquina-6, y se activa la cascada del complemento (Babu et al., 2012). Como
resultado, se produce un estado proinflamatorio que contribuye a la apoptosis y
necrosis del tejido. Ademas, este estado de neuroinflamacion, podria inducir a su
vez la disrupcion de la BHE, afectar al flujo sanguineo cerebral y producir

isquemia cerebral (Yang et al., 2017).

Es sabido que la trombina aumenta la permeabilidad endotelial en los vasos
sanguineos a nivel sistémico. La trombina ejerce su efecto en el citoesqueleto
celular y en los desmosomas por medio de PAR-1. En este sentido, tanto la
proteina quinasa asociada a Rho (ROCK), como el Ca?', juegan un papel
fundamental (Vandenbroucke et al., 2008). A nivel cerebral, las células
endoteliales y la activacion de PAR-1 aumentaran la concentracion de Ca?*
intracelular; y la trombina activard a ROCK, disminuyendo al mismo tiempo los
niveles de la expresion de ZO-1 y ocludina, proteinas que forman parte de la

zonula occludens (Luissint et al., 2012; Gonzalez-Mariscal et al., 2007)

Ademas de la trombina, la liberacion de fibrinogeno tras la HIP también induce
una respuesta neuroinflamatoria (Grammas et al., 2014; Hua et al., 2007; Ryu et
al., 2015), dando lugar a la activacion de la microglia y la produccion de una gran

variedad de mediadores inflamatorios, como ya se ha comentado.

19



INTRODUCCION

2.4. Hemodlisis

La lisis de los hematies, que ocurre en las primeras 24 horas tras la HIP, induce la
liberacion de hemoglobina y grupos hemo que seran captados por la microglia y
las neuronas (Ziai et al., 2013). Los grupos hemo pueden ser degradados en
biliverdina, monéxido de carbono y hierro. La biliverdina se convierte en bilirrubina
Yy, junto con el hierro ferroso, contribuye al aumento del estrés oxidativo, el edema,
la infiltracion de neutréfilos y la muerte neuronal (Ziai et al., 2013). El influjo de los
grupos hemo en las neuronas tras el dafio endotelial, también da lugar a la
liberacion de hierro y a la perpetuacion del insulto neuronal (Keep et al., 2012;
Qureshi et al., 2009; Qureshi et al., 2001).

Tanto los grupos hemo como el hierro son causa importante de la formacion del
edema cerebral tras las primeras 24 horas, ya que aumentan la permeabilidad de
la BHE (Bhasin et al., 2002). Como resultado tiene lugar la lisis celular y una
mayor disrupcion de la BHE (Shi et al., 2012). El depdsito de hierro intracerebral
incrementa la expresion de aquiporina-4, lo que contribuye a la mayor
permeabilidad de la BHE (Qing et al., 2009), como se ha mencionado en el

apartado anterior.

Los grupos hemo pueden promover la activacion de la microglia por medio de los
receptores tipo toll (TLR)-4, y estos a su vez inducir la activacion del factor nuclear
kappa-B (NF-kB), incrementandose finalmente la expresion de citoquinas y de

lesion inflamatoria en el seno de la HIP (Lin et al., 2012).
El hierro cerebral se deposita en la region perihematoma durante el primer dia tras

la hemorragia, permaneciendo niveles altos hasta al menos dos semanas después
del evento (Zheng et al., 2016).
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2.5. Neuroinflamacion

La respuesta inflamatoria tiene lugar dentro y alrededor del hematoma, mediante
la infiltracion de neutroéfilos y macréfagos, y la activacion de la microglia (Gong et
al., 2000). Ambos procesos liberan compuestos citotéxicos que median en la

lesion secundaria (Figura 7).

En un primer momento, los linfocitos T CD4+ son la principal causa de la
infiltracion leucocitaria, pero en aproximadamente 12 horas tras el inicio de la
hemorragia, los macréfagos y las células dendriticas comprenden la mayor parte

de los leucocitos infiltrantes (Hammond et al., 2012).

Los polimorfonucleares serian los primeros leucocitos en infiltrar el SNC tras 4-5 h
de la hemorragia (Nguyen et al., 2007). Los polimorfonucleares podrian ser una
causa directa de neurotoxicidad, al liberar metaloproteasas de la matriz, especies

reactivas de oxigeno (ROS), y TNF-alfa, asi como otras citoquinas.

Los leucocitos dejan de estar presentes a los dos dias tras la lesion hemorragica,
pero pueden causar dafios adicionales, al estimular a la microglia y los
macrofagos (Ziai et al., 2013). La activacion de la microglia, a su vez, también
podria estar mediada por el CD36 de los eritrocitos (Zhao et al., 2007), la trombina
(van Rossum et al., 2004) y la via hemo de los TLR-4 (Lin et al., 2012; Kwon et al.,
2015).

La microglia activada aparece en el tejido lesionado y en la zona perilesién tan
solo una hora tras el debut de la hemorragia (Wang et al., 2007). El objetivo sera
realizar una funcién de limpieza en el hematoma, pero su activacion excesiva dara
lugar a la liberacion de numerosos factores toxicos, que incluyen interleuquina-14,
proteasas, especies reactivas de oxigeno, prostaglandinas y otras enzimas como
ciclooxigenasa-ll y hemo oxigenasa, que contribuyen a la generacion de la lesion

secundaria (van Rossum et al., 2004; Taylor et al.,, 2013). Por otra parte, la
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activacion de TLR-4, que se expresa en la microglia de 6 horas a 7 dias tras la
aparicion de la HIP (Teng et al., 2009), puede mediar la activacion de estas
células y la autofagia microglial (Yang et al., 2015). También induce la disociacion
de NF-kB, activando la transcripcion de genes relacionados con la inflamacion
(Zheng et al., 2016).

Hemerragia
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Figura 7. Mecanismos de la lesién cerebral primaria y secundaria tras una
HIP (Modificado de Mracsko et al., 2012).

Es importante, no obstante, tener en cuenta la simultaneidad de todos los
procesos citados anteriormente de manera individualizada, potencidndose unos a

otros, y produciéndose asi la perpetuacion del dafio (Figura 7).

2.6. Muerte celular

Son muchos los factores que desencadenan las vias fisiopatoldgicas post-HIP que
dan lugar a la muerte cerebral programada (Figura 8) en las regiones
perihematoma, asi como en regiones cerebrales mas alejadas del mismo. La
pérdida neuronal sera responsable de un porcentaje significativo de mortalidad y
morbilidad tras una HIP (Bobinger et al., 2018).
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Figura 8. Presentacién esquematica de las vias méas importantes que dan
lugar a la muerte celular programada. ROS: Especies reactivas de oxigeno.
NLRP3: NLR (receptor con dominio de oligomerizacion y unién a nucledtido)

dominio contenedor de pirina 3. (Modificado de Bobinger et al., 2018).

2.6.1. Necrosis

La necrosis suele producirse de manera no espontanea, como resultado de un
traumatismo o un sangrado (Wang et al., 2014). La muerte celular por necrosis se
caracteriza por la pérdida de la integridad de la membrana celular y la liberacion
incontrolada de componentes celulares al espacio extracelular. Esta liberaciéon
inicia una respuesta inflamatoria secundaria para eliminar las células muertas y
sus productos por fagocitosis. La ocurrencia de muerte celular tras las HIP esta
bien documentada, demostrandose en varios estudios la presencia de células
necroéticas en modelos animales de HIC (Qureshi et al., 2013), de predominio en el
cortex ipsilateral al evento, pero también presentes en el contralateral (Qureshi et
al., 2001).
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Se entiende que uno de los factores mas relevantes como causa de la necrosis
tras una HIP es la presidbn mecénica ejercida sobre el tejido sano (Nakashima et
al., 1999). De hecho, al realizarse la evacuacion del hematoma, tanto en modelos
animales como en estudios retrospectivos de pacientes, se objetiva una menor
cantidad de células necréticas a mayor precocidad de la evacuacion (Qureshi et
al., 2013).

2.6.2. Apoptosis

Las caracteristicas mas distintivas de la apoptosis incluyen la contraccion celular y
el abombamiento de la membrana, sin cambios en los organulos. En las células
apoptéticas la cromatina se condensa, para la posterior formacién nucleos
picnéticos con fragmentos de ADN (4cido desoxirribonucleico) anclado. El
contenido celular se empaqueta en los llamados cuerpos apoptéticos, que seran
rapidamente fagocitados por las células vecinas, macréfagos y células

parenquimales principalmente (Bobinger et al., 2018).

Existen dos vias fundamentales que dan lugar a la apoptosis:

1. Extrinseca: esta via requerird de receptores de superficie celular. Al unirse
con sus ligandos, los receptores activarian la caspasa-8, desencadenandose toda
la cascada (Sayers et al., 2011).

2. Intriseca: esta otra via se iniciar4 por medio de la permeabilizacion de la capa
externa de la membrana mitocondrial y Bax, un miembro clave de la familia de las
células B linfoma 2 (Bcl-2). Bax promovera la apoptosis al transferirse del citosol a
la cara externa de la membrana de la mitocondria. EI aumento de la proporciéon

Bax/Bcl-2 facilitara la apoptosis (Godoy et al., 2014).

La caspasa-3 es un mediador clave en la apoptosis neuronal (Rodriguez et al.,

2017; Rodriguez et al., 2018) y puede ser activado por cualquiera de las dos vias.
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Curiosamente, los mismos estimulos (glutamato, trombina, especies reactivas de
oxigeno) responsables de la induccion de necrosis también se consideran
inductores de apoptosis (Castillo et al., 2012; Chen et al., 2016; Bao et al., 2016).
Por ello, es posible que, tras un estimulo inicial, se dé una mezcla de células
necroéticas y apoptoicas en el parénquima cerebral tras la HIP (Felberg et al.,
2002).

2.6.3. Piroptosis

La piroptosis es otro tipo de muerte celular programada. Se inicia por medio de los
receptores con dominio de oligomerizacion y union a nucle6tido (NLRs). Los NLRs
reconocen patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPS) y sus funciones
son similares a la de los TLRs, otro grupo de receptores también capaz de
reconocer PAMPs. Sin embargo, la principal diferencia entre los NLRs y los TLRs

es su localizacidén citosoélica o nuclear, respectivamente (Kopitar-Jerala, 2015).

Al unirse con el ligando, NLR inicia un ensamblaje de un complejo multiproteico
basado en NLR, el inflamasoma, el cual se considera como una estructura de

respuesta celular a la infeccién o al dafio celular (Schroder et al., 2010).

A diferencia de la apoptosis, la piroptosis no parece ser inmunolégicamente
silente, sino mas bien altamente inflamatoria. Tiene un papel en la formacién del
poro y en la tumefaccion celular. La piroptosis se caracteriza ademas por la
pérdida rapida de la integridad de membrana, resultando en la lisis celular, asi
como en la liberacion de numerosos elementos proinflamatorios de la célula, lo

gue produce una mayor inflamacién (Fink et al., 2006).
El inflamasoma mejor caracterizado es el NLRP3, formado por la proteina NLRP3,

la proteina adaptadora ASC y una procaspasa-1. El NLRP3 se expresa en primer

lugar en la microglia, y es probablemente responsable de su activacion (Liang et
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al., 2015; Pan et al., 2014). La formacion del inflamasoma da lugar al
reclutamiento y activacion de la caspasa-1. La activacion de la caspasa-1, por su
parte, inicia el anclaje y activacion de la interleuquina-1 beta e interleuquina-18
(Bobinger et al., 2018). Se sabe que el inflamasoma participa en la patogénesis de
varias enfermedades neurodegenerativas, ateroesclerosis, isquemia, y lesiones
cerebrales por reperfusion tras la isquemia (Johann et al., 2015; Tong et al., 2015;
Zhao et al., 2016; Minutoli et al., 2016; Fann et al., 2014).

Se ha investigado el mecanismo que da lugar a la formacién de NLRP3 y a la
consiguiente activacion de caspasa-1. En esta linea se ha postulado que el
receptor de P2X7, activado por la HIP, daria lugar a la produccion de peroxinitrito,
el cual iniciaria la formacion del inflamasoma NLRP3 (Feng et al., 2015). El
receptor de P2X7, ampliamente conocido por su actividad citotdxica, es un canal
mediado por ATP (adenosin trifosfato) que pertenece a la familia de los receptores
ionotrépicos P2X. La evidencia actual sugiere que el receptor de P2X podria jugar
un rol importante en diversas patologias del SNC, pues la delecion genética y el
bloqueo del receptor P2X7 da lugar a resultados de neuroproteccion en varios
trastornos neurolégicos, incluyendo la HIC y la hemorragia subaracnoidea (Zhao
et al, 2018).

Otro estimulo que parece también inducir la formacion del inflamasoma es la lisis
eritrocitaria (Yang et al., 2015). Asi, la hemina, un derivado del grupo hemo de la
hemoglobina, posee un rol importante en el desarrollo del dafio cerebral inducido
tras una HIP por multiples causas que ya se han mencionado, y también debido a
su capacidad para inducir la formacién de NLRP3 (Lin et al., 2012; Mohan et al.,
2013; Weng et al., 2015).

2.6.4. Autofagia

La autofagia es un sistema intracelular responsable de la degradacion y reciclaje

de la mayoria de los componentes celulares. Durante este proceso, las células
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secuestran y degradan parte de su propio citoplasma, incluyendo los organulos.
La degradacion de las proteinas celulares y el recambio de los organulos
disfuncionales forma las vacuolas autofagicas (Amenta et al., 1981; Glaumann et
al., 1981).

Esta forma de muerte celular es especialmente importante en células
postmitoticas como las neuronas, que no se dividen tras su diferenciacion. Asi, la
autofagia recicla los organulos dafiados contribuyendo al mantenimiento de la
integridad celular y controlando la liberacién de ROS, protegiendo a las células del
estrés oxidativo. Varias son las sefializaciones que inducen a la autofagia: estrés
oxidativo, inflamacién, acumulacion de hierro libre; todos ellos, factores

importantes de la fisiopatologia post-HIP (Bobinger et al., 2018).

La autofagia se considera una via de muerte celular independiente de las
caspasas. En este caso, la induccién de la autofagia se produce mediante la
catepsina D (Kanthasamy et al., 2006; Todde et al., 2009). En modelos de HIP se
ha demostrado que este biomarcador aumenta (He et al., 2008) como
consecuencia del aumento de hierro ferroso en el cerebro de animales (Wu et al.,

2003), asi como tras la infusion de trombina (Hu et al, 2011).

Hasta el momento no se ha definido si la autofagia sirve como mecanismo
protector, ya que su inhibicién fomenta la muerte celular por otras vias (Hu et al.,
2011; Yang et al., 2015), o si, por el contrario, contribuye al proceso de muerte
neuronal después del dafio cerebral. No obstante, la autofagia y la apoptosis a
menudo ocurren en las mismas células, si bien la autofagia casi siempre precede

a la apoptosis (Maiuri et al., 2007).
2.6.5. Ferroptosis

La ferroptosis es otra forma de muerte celular programada causada por la

peroxidacién lipidica, que depende de la produccion excesiva de ROS y de la
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acumulacion de hierro intracelular. Su mecanismo fisiologico no se ha
determinado hasta el momento. Sin embargo, se ha visto su implicacion en
diferentes enfermedades neurodegenerativas, como enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, asi como en procesos de
carcinogénesis o en ictus, isquémico o hemorragico. También participa en el dafio

por isquemia-reperfusion, (Stockwell et al., 2017).

Después de la HIC, el hierro liberado en la sangre puede producir un aumento de
ROS, lo que conduce al estrés oxidativo en las células neuronales y a la lesion
cerebral secundaria (Bai et al. 2020). La inhibicion farmacologica de la ferroptosis
es beneficiosa en modelos animales de HIC, lo que revela que los inhibidores de
la ferroptosis podrian utilizarse como aproximacion para el tratamiento de la HIC
(Bartnikas et al., 2020)

Cuando se produce la ferroptosis, los cambios morfologicos de las mitocondrias
son mas evidentes y afectan al potencial de membrana (Song y Long, 2020). Esto
esta mediado y regulado por la peroxidacion lipidica, los sistemas antioxidantes y
el metabolismo del hierro. La ferroptosis resulta esencialmente de un desequilibrio
entre la oxidacion y los sistemas antioxidantes, siendo especialmente sensible a la
biosintesis de glutation (GSH), fosfolipidos, NADPH (nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato) y coenzima Q10 (Stockwell et al., 2017).
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3. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS QUINASAS ROCK

Las proteinas quinasas asociadas a Rho (ROCK) son un tipo de serina-treonina
guinasas, dianas de las GTPasas Rho. Estan implicadas en diversas actividades
celulares, como la organizacion del citoesqueleto de actina, la adhesion y la
motilidad celular, la proliferacion y la apoptosis, la remodelacién de la matriz
extracelular y la contraccién de las células musculares lisas (Hartmann et al.,
2015).

En mamiferos se han identificado dos homdlogos, ROCK1 y ROCK2, los cuales
comparten un 90% de la secuencia de aminoacidos en sus dominios quinasa,
presentando también una estructura similar (Lai et al., 2018) (Figura 9). Ambos
tienen un dominio quinasa localizado en el extremo N-terminal, seguido de una
region enrollada coiled-coil de union a Rho (RBD). En el extremo C-terminal
presentan un dominio de homologia a pleckstrina (PH) que contiene un
subdominio rico en cisteina (C1) (Figura 9). Este dominio PH-C1 juega un papel
autoinhibitorio, ya que secuestra el dominio quinasa y reduce su actividad (Wen et
al. 2008) (Figura 10)

Durante mucho tiempo se ha considerado que el papel de ROCK1 y ROCK2 era
similar. Sin embargo, actualmente se sabe que no siempre tienen las mismas
funciones. Ademas, dependiendo de su localizacion subcelular, de su activacion y
de otros factores ambientales, la sefializacion de ROCK puede afectar de manera

diferencial a la célula.

La via de sefializacion de ROCK esta muy involucrada en multiples mecanismos
de dafio cerebral. Aunque ROCK se expresa de manera ubicua en todos los
tejidos, el subtipo ROCK2 se expresa mucho mas abundantemente en el SNC, y
aumenta alun mas con la edad (Lu et al., 2020). ROCK2 se distribuye
predominantemente en las dendritas y en el pericarion de las neuronas del

hipocampo, I6bulo frontal, y cerebelo, areas manifiestamente elocuentes del
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cerebro (Gonzélez-Forero et al., 2012). En cambio, ROCK1 se expresa de manera
ubicua excepto en cerebro y masculo, donde su expresion es notablemente menor
(Nakagawa et al., 1996). En cerebro se observa inmunorreactividad de ROCK1 en
la glia, mientras que ROCK2 se expresa mayoritariamente en neuronas. Estos
resultados indican que las dos isoformas de ROCK se distribuyen de manera

diferencial para cumplir funciones especificas (lizuka et al., 2012).
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Figura 9. Estructura de ROCK1 y ROCK2 y modos de regulacion. ROCK1 y
ROCK2 constan de un dominio ubicado en un terminal N y un dominio ubicado en
un terminal C. El dominio PH contiene un dominio C1 rico en cisteina. La region
entre el dominio de quinasa ROCK y el dominio PH forman una hélice
superenrollada, en la que se ubica el dominio RBD (por sus siglas en inglés).
Ambos comparten una alta homologia y una identidad general del 64% en su
secuencia de aminoacidos. La fosforilacion de ROCK2 en Thr967, Serl1099,
Ser1133 o Serl1374 aumenta el estado de activacion, mientras que la fosforilacion
de Tyr722 disminuye la capacidad de ROCK2 para unirse a RhoA. (Modificado de
Hartmann et al., 2015).

Ademas de estas diferentes localizaciones a nivel tisular, también existen
diferencias en cuanto a la localizacion subcelular, probablemente debidas a la
preferencia de union de los dominios PH-C1 de ROCK1 y ROCK2 a los lipidos de

membrana. Se ha observado una mayor afinidad del dominio PH-C1 de ROCK2
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por el fosfatidilinositol(3, 4, 5)-trifosfato y el fosfatidilinositol(4, 5)-bifosfato (Yoneda
et al., 2005), lo que contribuye a una localizacion de ROCK2 a este nivel en el
citosol y en el ndcleo, en asociacion con el centrosoma, y colocalizacion con los
filamentos de actina y vimentina, asi como en el disco intercalado y en el disco-Z
de las células musculares estriadas (Leung et al., 1995; Matsui et al., 1996; Sin et
al., 1998; Katoh et al., 2001; Kawabata et al., 2004; Ma et al., 2006; Tanaka et
al.,, 2006). ROCK1, sin embargo, ROCK1 tiene una distribucion eminentemente
citosdlica. Se localiza en los filamentos de actina, en las membranas plasmaticas
y en las vesiculas cercanas de las membranas plasmaticas en las células lisas y

en los lisosomas de células musculares esqueléticas (lizuka et al., 2012).
3.1 Activacion y funcién de ROCK2 en el SNC

La activacion de las quinasas ROCK depende de las pequefias GTPasas de la
familia Rho (Shimokawa et al., 2007). Las Rho GTPasas son una familia de
proteinas clave en la transmision de sefiales extracelulares hacia efectores

intracelulares, tanto citoplasméticos como nucleares (Figura 10).

de ROCK
Rho GEF ~
Rho GDI @ O \/
Rho-GDP  (Rho-GTP

Figura 10. Activacion de ROCK dependiente de Rho GTPasas. Rho actia
como un interruptor molecular, pasando de un estado activo unido a GTP a un
estado inactivo unido a GDP. EIl intercambio entre los estados activo e inactivo
esta regulado por varias proteinas: el factor de intercambio de guanina (GEF), el
inhibidor de disociacion de guanina (GDI) y la proteina activadora de GTPasa
(GAP) (Modificado de Shimokawa et al., 2007).
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En su estado nativo, ROCK se auto-inhibe por el dominio PH-C1 localizado en la
region C-terminal (Wen et al., 2008). Sin embargo, cuando RhoA y/o RhoC se
activan para unirse al dominio RBD (dominio de unién a Rho), o cuando la regién
auto-inhibidora se ancla y se elimina por la caspasa-3 o por Granzima-B, se
produce la activaciéon de ROCK (Sladojevic et al., 2017) (Figura 11). Al igual que
otros miembros de la familia, ROCK1 y ROCK2 contienen una secuencia
hidrofébica en el extremo C-terminal que regula la activacion de estas proteinas.
El estado de fosforilacion o desfosforilacion de los residuos adecuados ya sea por
otras quinasas (Lowery et al., 2007) o mediante autofosforilaciéon (Chuang et al.,
2012; Chuang et al., 2013), determinara la activacion o desactivacion,
respectivamente, de ROCK1 y ROCK2. Asi, se demostro que la quinasa tipo Polo-
1 (PIk-1) fosforila a ROCK2 en Thr-967, Ser-1099, Ser-1133, o Ser-1374,
actuando junto con RhoA como activadores de ROCK2 (Lowery et al., 2007). Por
el contrario, la fosforilaciéon de Tyr-722 disminuye la capacidad de ROCK2 para
unirse a RhoA (Lee et al., 2010), mientras que la desfosforilacibn aumenta la
union (Lee y Chang, 2008). Adicionalmente, se han descrito varios sitios de
autofosforilacion en ambas proteinas. Se ha sugerido que la autofosforilacion de
ROCK1 en Serl1333 y de ROCK2 en Serl1366 reflejan el estado de activacion de
estas quinasas (Chuang et al., 2012, 2013). Sin embargo, hasta el momento la
activacion de ROCK se monitoriza de forma indirecta a través de los cambios en
la fosforilacién de la cadena ligera de miosina (MLC) o en la subunidad reguladora
de la miosina fosfatasa (MYPT1), también conocida como MBS o subunidad de

unioén a la miosina.
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Figura 11. Diferentes modos de activacion de ROCK. En el estado inactivado,
el carboxi-terminal de ROCK actla como una region auto-inhibidora. La union de
Rho-GTP al domino de unién a Rho (RBD), frena esta regulacion negativa, y por
lo tanto activa la quinasa. Las proteinas Rho también pueden activarse de un
modo independiente de Rho, por eliminacién de la regién carboxi terminal de
ROCK1 y ROCK2 mediante la union con caspasa 3 o0 granzima B,
respectivamente. Kinase domain: dominio quinasa. (Modificado de Julian et al.,
2014).

ROCK2 interviene en numerosos procesos en cerebro, muchos de los cuales
tienen lugar en células endoteliales, musculo liso vascular, neuronas y glia entre
otros (Sladojevic et al., 2017). En neuronas, una de las funciones especificas de la
isoforma ROCK?2 esta relacionada con la estructura y plasticidad dendritica (Bobo-
Jiménez et al., 2017; Greathouse et al., 2018). La via RhoA/ROCK2 inhibe el
crecimiento del cono axonal y modula la dinamica de la actina (Muller et al., 2005),
de modo que ROCK?2 tiene un papel fundamental en la sefializacion inhibitoria del
crecimiento axonal, asi como en la supervivencia celular (Tan et al., 2011). Este y
otros procesos se relacionan con la fisiopatologia de la lesion isquémica cerebral,

por ello ROCK2 se considera como una posible diana farmacoterapéutica en el

33



INTRODUCCION

contexto de ictus isquémico (Tonges et al, 2011; Sladojevic et al., 2017),
hemorragia subaracnoidea (Fujii et al., 2012), dafio medular (Wang et al., 2018),
traumatismo craneoencefalico grave (Mulherkar et al., 2017), asi como de varias
afecciones neurodegenerativas (Gentry et al.,, 2016; Henderson et al., 2016;
Henderson et al., 2019; Herskowitz et al., 2013; Herskowitz et al. 2011). Hasta la

fecha su papel en la hemorragia intraparenquimatosa ha sido muy poco estudiado.

3.1.1. Dafio axonal y supervivencia neuronal

La activacion de la via Rho/ROCK contribuye en la modulacion del desarrollo de
los axones. Tras una lesion esta via se suele activar (Taniguchi et al., 2009) para
finalmente dar lugar a la retraccion de las neuritas y al colapso del crecimiento del
cono axonal (Gu et al. 2013). Recientemente, se ha demostrado que RhoA tiene
un papel dual en neuronas y astrocitos después de una lesion en el SNC. En las
neuronas, RhoA promueve la compactacion de la actina inhibiendo la
regeneracion de los axones. En los astrocitos, sin embargo, RhoA Ilimita la
astrogliosis (Stern et al., 2021). Asi, la supresion simultanea de RhoA en neuronas
y astrocitos no promueve la regeneracion de los axones tras una lesion del SNC,
pero la supresion de RhoA especifica para las neuronas si lo hace. Estos
resultados destacan la importancia de desarrollar estrategias especificas para
cada tipo celular con el fin de promover la regeneracién tras un dafio en el SNC y
sugieren un papel destacado de la ruta Rho/ROCK en este contexto. En neuronas,
ROCK?2 también altera la morfologia de las espinas dendriticas (Swanger et al.,
2016), controlando la integridad dendritica y los procesos de memoria y

aprendizaje (Bobo-Jiménez et al., 2017).

La activacién de ROCK parece deletérea para la viabilidad celular (Piazzolla et al.,
2005; Zhang et al., 2011). El empleo de animales knockdown para regular a la
baja los niveles de ROCK2 permite objetivar los efectos de la inhibicion de esta
guinasa, como son la atenuacion de la degeneracion axonal, la promocion del

crecimiento neuritico y también la inhibicion de la apoptosis. Asi, se ha observado
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gue la regulacion a la baja de ROCK2 disminuye la actividad de la caspasa-3 y de

la calpaina (Koch et al., 2014).

3.1.2. Citoesqueleto y sinapsis

La activacion de ROCK da lugar a la fosforilacion de varios sustratos, entre los
gue se encuentra la cadena ligera de miosina (MLC) que es uno de los sustratos
principales (Moreno-Lopez et al. 2011). Dicha fosforilacion se produce de manera
directa o indirectamente mediante la fosforilacion inhibitoria de la miosina
fosfatasa (MLCP), cuya subunidad reguladora es la MYPT1 (Alvarez-Santos et al,
2020). Como consecuencia se produce la contraccion de la actomiosina y la
inhibicidn/retraccion del crecimiento de las neuritas, perturbando la formacion y el
mantenimiento de las espinas dendriticas (Figura 12). Por medio de estas

acciones sobre el citoesqueleto de las neuronas, ROCK puede regular la actividad

eléctrica de los circuitos neuronales, asi como la liberaciéon de neurotransmisores

Inhibidores
de ROCK

(Lu et al., 2020).

Interaccién
de la actomiosina

{}

(Forma activa)

(Forma
inactiva)

Hipercontraccién

Figura 12. Representacién esquemaética de la regulacién de la fosforilacion
de la MLC por ROCK y MLCK. (Modificado de Shimokawa et al., 2007).
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Por otra parte, ROCK también modula la interaccion de miosina y actina, lo que
previene la accion de la sinapsina, permitiéndose asi la liberacion de las vesiculas
sinapticas (Nelson et al., 2013). Algunos estudios genéticos sugieren que ROCK1
y ROCK?2 tienen funciones diferentes también a nivel del citoesqueleto, mostrando
como ROCK1 desestabiliza la actina, mientras que ROCK2 la estabilizaria. De
este modo, todo ello puede contribuir de manera diferente a la funcion sinaptica
(Shi et al., 2013).

Por medio de la modulacién de la sinaptogénesis, ROCK participa en los procesos
de aprendizaje espacial, y en la consolidacién de la memoria, asi como en la

potenciacion de la memoria a largo plazo (Wang et al., 2005).

3.1.3. Sistema vascular

El sustrato mejor caracterizado de ROCK es la subunidad reguladora de la
miosina fosfatasa (MYPTL1), la cual contrarresta la accién de la miosina quinasa
(MLCK) vy, por tanto, disminuye la contraccion de las células musculares lisas al
desfosforilar MLC. Asi, ROCK aumenta la fosforilacién total de MLC dando lugar a
la contraccién de la actomiosina (Hartmann et al., 2015). Ademas, ROCK fosforila
la proteina de 17 kD inhibidora de proteina fosfatasa 1 (CPI17) (Koyama et al.,
2000), aumentando la potencia inhibidora de CPI117 unas 1.000 veces (Eto et al.,
2009). Se cree que la coordinacion de la fosforilacion de CPI17 por medio de
diferentes quinasas es importante para regular la contracciéon de la célula
muscular lisa. De este modo, ROCK podria jugar un papel importante en varias
enfermedades de base vascular, por medio de una accién vasoconstrictora, como
es en el caso documentado de la asociacion entre diabetes mellitus tipo 2 en
ratones y la hiperactividad contractil a nivel de las arterias mesentéricas, causado
por un aumento de la actividad de RhoA/ROCK vy de la fosforilacién de CPI17 (Xie
et al., 2006).
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A pesar de lo expuesto anteriormente, en modelos murinos con haploinsuficiencia
para ROCK1+/- y ROCK2+/-, no se ha detectado la presencia de HTA (Rikitake et
al., 2005; Noma et al., 2008) en condiciones fisiolégicas. En cambio, mediante el
uso de inhibidores si se ha demostrado la implicacion de ROCK ante una lesion
vascular. Por ejemplo, tras ligarse la arteria carétida comun en ratones, se da un
reclutamiento leucocitario, la formacion de la neointima, y el estrechamiento de la
luz del vaso. En ratones con haploinsuficiencia para ROCK2+/- se da este mismo
proceso, mientras que en aquellos con hapoinsuficiencia para ROCK1+/-, la
formacion de la neointima es mucho menos prominente, asi como el reclutamiento
leucocitario y la expresion de moléculas de adhesion proinflamatorias (Schober et
al., 2005).

Por todo ello, se hipotetiza que la activacion de ROCK1 vy, sobre todo, ROCK2,
juega un papel importante en la patologia vascular, particularmente en relaciéon
con HTA, hipertensién pulmonar, ateroesclerosis, angina por vasoespasmo, ictus,

isquemia cardiaca y dafio por reperfusién (Hartmann et al., 2015) (Figura 13).
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Figura 13. Papel de ROCK1l y ROCK2 en varios procesos patoldgicos

vasculares. Modificado de Hartmann et al., 2015.
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La rigidez arterial es, de hecho, un importante factor de riesgo para hipertension
arterial (Safar, 2018; Dumor et al., 2018), que, como ya hemos visto anteriormente
es en si un factor de riesgo de gran relevancia para el desarrollo de eventos
cerebrovasculares, entre los que destaca la HIP. La rigidez arterial se asocia con
alteraciones microvasculares, con el aumento de la resistencia microvascular, un
aumento de la leucoaraiosis, y también con atrofia del l16bulo temporal medial
(Joly, 2017).

3.1.4. Isquemia cerebral

ROCK modula la proliferacion de las células musculares lisas de los vasos
sanguineos modificando la permeabilidad endotelial, aumentando la MLCK vy
disminuyendo la expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial (Chen et al., 2013;
Weiss et al., 2007; Wu et al., 2012). Todas estas acciones de ROCK tras la
isquemia cerebral dan lugar a alteraciones subsecuentes aun mas graves para el

aporte sanguineo.

Tras un ictus isquémico, se produce la activacibn de numerosos procesos
regulados por ROCK en la unidad neurovascular (Sladojevic et al., 2017). Esto se
correlaciona con una mayor disfuncién cognitiva. Por ello, se postula que los
inhibidores de ROCK2 podrian ser una diana terapéutica para la isquemia (Yan et
al., 2015). Existen evidencias que soportan el papel beneficioso de la inhibicién de
ROCK en la neuroproteccion aguda, asi como la prevencidn y recuperaciéon de las
alteraciones cerebrovasculares al modificar la inflamacién, la funcién plaquetaria y
endotelial, la contraccion del musculo liso y la regeneracion neuronal (Sladojevic
et al., 2017).

3.2. Inhibicién de ROCK

Previsiblemente la inhibicion de las dos isoformas de ROCK provocara efectos

diferentes en las células. Asi, se ha constatado que mientras la inhibiciébn de
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ROCK1 desestabiliza el citoesqueleto de actina, la inhibicion de ROCK2 lo
estabiliza (Shi et al., 2013).

Los inhibidores de ROCK, como el hidroxifasudil, han demostrado cierto beneficio
para la prevencion de la isquemia cerebral, la neuroproteccion aguda o la
recuperacion a medio-largo plazo tras haber sufrido un ictus isquémico (Rikitake et
al., 2005). Con el inhibidor fasudil, también se observé un descenso en el
reclutamiento leucocitario, y en la adhesion a las células endoteliales, mejorando
la plasticidad cerebral tras la lesion cerebral isquémica, o por reperfusion (Wang et
al., 2012). Este farmaco, de hecho, es utilizado en Japon desde el afio 1.995
(Saito et al.,, 2015; Olson et al., 2008) con la indicacion de profilaxis del
vasoespasmo ante la presencia de una hemorragia subaracnoidea. Sin embargo,
Su uso no se ha estandarizado mundialmente por el limitado nimero de ensayos

clinicos aleatorizados que existen al respecto hasta la fecha (Daou et al., 2019).

A pesar del aparente beneficio observado con estos inhibidores, ninguno de ellos
es especialmente selectivo. Este hecho podria camuflar el verdadero efecto
protector de la inhibiciébn de una de las dos isoformas, ROCK1 o ROCK2. Motivo
por el cual la industria farmacoterapéutica se encuentra en estos momentos
desarrollando otras moléculas que inhiban de manera mas selectiva alguna de
ellas, lograndose resultados prolificos. Entre los compuestos desarrollados,
destacaremos algunos por el especial interés que puedan presentar en relacién

con el trabajo que nos ocupa.

El belumosudil (KD025 6 SLx-2119) es un inhibidor selectivo de ROCK2, que ha
mostrado una reduccion dosis-dependiente del tamafio de la lesion isquémica en
ratones, asi como una mejoria en el pronostico. También ha demostrado ser mas
seguro que los anteriores (Lee et al., 2014). En el momento actual hay estudios y
ensayos clinicos en marcha con el objetivo de posicionarse como una probable

terapia frente a isquemia cerebral (Lee et al., 2014), hipertension pulmonar
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(Yamamura et al., 2021), fibrosis renal (You et al., 2020), psoriasis (Yiu y Warren,

2016), o enfermedad injerto contra huésped (Jagasia et al., 2021), entre otras.

Otro inhibidor selectivo de ROCK2 es el SR-3677, basado en aminofurazan-
azabenzimidazoles. Al monitorizar el estado fosforilado de MLC tras la infusion del
farmaco, se puede objetivar cobmo se produce mas del 90% de la inhibicién de
ROCK2 (Figura 14) (Feng et al., 2008). Recientemente se han demostrado ciertos
efectos neuroprotectores usando este inihibidor selectivo de ROCK2, al regularse

al alza la via de la mitofagia mediada por parkina (Moskal et al., 2020).

Control SR3677

. W P-MLC
“ W Actina

Figura 14. Western blot que analiza la actividad de ROCK2 en tejido control y
tras la perfusion con SR-3677. La banda observada de MLC fosforilada (p-MLC)
en el control indicaria una mayor actividad de ROCK2 en comparacién con la
banda tenue observada en tejido perfundido con el inhibidor SR3677. Emplean la

actina como control de carga (Feng et al., 2008)

4. POLIMORFISMOS DE INTERES EN EL GEN Rock2

La variacion genética interindividual puede explicar por qué pacientes con HIP de
similar tamafio y localizacion tienen diferente prondstico funcional (Xi et al., 2006;
Rodriguez et al., 2018; Rodriguez et al., 2017; Goméz-Sanchez et al., 2011). Se
han descrito polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNP) en el DNA cromosémico
gue median los procesos de muerte y supervivencia neuronal, afectan a la
respuesta del paciente a diferentes terapias y, por tanto, estarian implicados en la
recuperacion funcional tras un ictus (Almeida, 2013; Sanchez-Moran et al., 2020).
Asimismo, se sabe que polimorfismos que afectan al entramado vascular influyen

en el riesgo de patologias cardio- y cerebrovasculares (Mitchell et al., 2010). En
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este contexto, el gen que codifica la proteina ROCK2 presenta numerosas
variantes polimorficas que afectan a la expresion y actividad de la proteina y que,
de alguna manera, modifican la distensibilidad arterial (Liao et al., 2015). Esto
podria ser de interés para las HIP a juzgar por los antecedentes introducidos en
esta memoria. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce la posible asociacion

entre los SNPs de Rock2 y el prondstico de pacientes con HIP.

4.1.rs978906. Un polimorfismo que modula los niveles de ROCK2

El SNP rs978906 (A>G) en la region 3'UTR del gen implica una sustitucion de la
base adenina presente en la variante ancestral por una guanina. Este cambio
afecta a la sintesis proteica de ROCK2 e interfiere en su union con miR-1183
(Yang et al., 2018). Se ha relacionado con un mayor riesgo de ictus isquémico, asi

cémo con una mayor rigidez arterial (Yang et al., 2018; Liao et al., 2015).

4.2. Thr431Asn. Un polimorfismo que afecta a la actividad de ROCK2

Los SNP rs9808232 y rs2230774, considerados como dos entidades diferentes,
han sido recientemente unificados como un Unico polimorfismo que
denominaremos Thr431Asn. La sustitucion de una citosina (ACT) por una adenina
(AAT) da lugar a un cambio de aminoacido, de modo que el codon 431 del exén
10 que codifica una treonina (Thr) pasa a codificar una asparagina (Asn) (Figura
15). Estudios clinicos previos han demostrado la asociacion entre una mayor

rigidez arterial y una mayor actividad de ROCK2 (Liao et al., 2015).
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Figura 15. Localizacion del cambio de aminoacido producido por el
polimorfismo rs9808232 (Thr431Asn) en la estructura primaria de ROCK?2. El
cambio Thr431Asn (flecha en rojo oscuro) sucede al inicio de la region coiled-coill,
fundamental para la actividad de ROCK2 (Modificado de Hartmann et al., 2015).
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HIPOTESIS

La reorganizacion cortical que se produce tras un ictus determina la recuperacion
funcional del paciente, por lo que la plasticidad sinaptica es un proceso clave en la
reparacion del cerebro dafiado. Por otro lado, la reparacion vascular en el cerebro
tras un dafio hemorragico va a determinar el alcance de la lesién y los fendmenos
de recuperacion que aseguraran un mejor pronoéstico en pacientes con hemorragia
intraparenquimatosa. La via de sefalizacion Rho-ROCK2 regula la morfologia,
elongacion y retraccidon de neuritas, asi como la rigidez vascular, lo que le

convierte en una via esencial en el proceso de reparacién cerebral tras un ictus.

Por todo ello, pensamos que la implicacion de la via Rho/ROCK2 en la
fisiopatologia neurovascular podria ser de interés en el ictus hemorragico. Los
polimorfismos funcionales que modulan los niveles y la actividad de la quinasa
ROCK2 podrian afectar al dafio y la reparacion cerebral, convirtiéndose en
importantes biomarcadores genéticos del prondstico funcional de pacientes con
ictus hemorragico. Asi, hipotetizamos que la quinasa ROCK2 podria modular la

recuperacion funcional de los pacientes con hemorragia intraparenquimatosa.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

OBJETIVOS

En vista de los antecedentes descritos en el apartado de introduccion y teniendo
presente la hipotesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar la funcion de las variantes polimérficas rs978906 y Thr431Asn de

Rock2 en la recuperacion funcional de pacientes de ictus hemorragico.

2. Estudiar la funcién de las variantes polimorficas rs978906 y Thr431Asn de

Rock2 en la reparacion cerebral de pacientes de ictus hemorragico.

3. Analizar los niveles y activacion de ROCK2 en un modelo murino de HIP in

Vivo.
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1. ESTUDIO CLINICO

Se ha realizado un estudio prospectivo observacional en pacientes con HIP
primaria ingresados en el Complejo Asistencial Universitario de Santiago de
Compostela entre marzo de 2011 y febrero de 2013. Dicho estudio se enmarca en
el contexto de colaboracion propiciado por la Red de Investigacion Cooperativa

Neurovascular (INVICTUS), financiada por el Instituto de Salud Carlos III.

1.1. Poblacién de pacientes

Los datos de pacientes de la cohorte se recogieron de manera prospectiva. La
informacion incluia datos demograficos, factores de riesgo vascular, datos de
presentacion clinica, tension arterial, marcadores inflamatorios, magnitud del dafio
neuroldgico (recogido mediante la escala de ictus del National Institute of Health:
NIHSS) (Wityk et al., 1994), volumen de la hemorragia, topografia, parametros de

laboratorio y situacién funcional al alta y a los 3 meses.

El criterio de inclusion en la muestra fue el de pacientes consecutivos,
previamente independientes, que ingresaron en el Servicio de Neurologia por una
HIC espontadnea, no traumatica, de menos de 12 horas desde el inicio de los
sintomas (o desde el inicio del suefio, en aquellos de presentacién al despertar).
Asi, se excluyeron 4 pacientes con incapacidad funcional previa (escala de Rankin
modificado, m-Rankin >2), 3 con enfermedades inflamatorias cronicas, 5 pacientes
con enfermedad sistémica grave (hepatica y renal), 2 con cancer y uno con
enfermedad infecciosa los 15 dias previos a la inclusion. Tres pacientes rehusaron
participar. Al final, se incluyeron en la cohorte un total de 78 pacientes. El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS) y se solicitd

consentimiento informado a los pacientes o sus familiares.
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1.2. Variables clinicas

Los pacientes fueron ingresados en la Unidad de Ictus del Hospital Universitario
de Santiago de Compostela en la fase aguda de la HIC. Su manejo diagnéstico y
terapéutico se ajusto a las guias ad hoc publicadas por el Grupo de Enfermedades
Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de Neurologia (Rodriguez-Yafez et

al., 2013).

Los grupos etiologicos principales para las HIP fueron: hipertensivas, por
angiopatia amiloide, por anticoagulacion e indeterminada. En cuanto a los grupos
topograficos se clasificaron en profundas, lobares, cerebelosas, o

troncoencefalicas.

La cuantificacion del defecto neurologico se realizé mediante la escala NIHSS. El
volumen de hemorragia cerebral se determin6 mediante estudios de TAC al
ingreso y entre 48-72h del mismo, en el caso de la cohorte gallega, donde también
se determind el volumen residual de la lesion a los 3 meses tras la hemorragia.
Para la cuantificacion se aplico la formula 0,5 x A x B x C (Figura 16), donde A es
el diametro mayor de la hemorragia, B es el diametro perpendicular a A, y C es el
numero aproximado de cortes donde se visualiza la hemorragia, multiplicado por el
grosor del corte (Kothari et al., 1996). Este método calcula aproximadamente el
volumen del elipsoide y se aproxima de manera bastante precisa a los métodos de

medicién del volumen del hematoma computerizados (Andrews et al., 2012).
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(LEreeedcccc

Figura 16. Método de estimacion del volumen de la HIP. a. Didmetro maximo;

b.Ddidmetro perpendicular a “a”; c. NUmero de cortes (Modificado de Kleinman et
al, 2012).

La variable dependiente principal fue la situacion funcional de los pacientes a los 3

meses tras la HIP, cuantificada mediante la escala de Rankin modificada

(mRankin o mRS, Tabla 4). Se categoriz6 considerando mal prondstico aquellos

con puntuaciones >2 y buen prondstico si la puntuacién fue <2.

Tabla 4. Escala de Rankin modificada (mRS)

Grado
0
1

2

Descripcion

Sin sintomas en absoluto

Sin discapacidad significativa: a pesar de presentar algunos sintomas, puede llevar a
cabo sus actividades diarias

Discapacidad leve: incapacidad para realizar las actividades previas, pero capaz de
cuidar de si mismo sin asistencia

Discapacidad moderada: requiere de algo de ayuda, pero capaz de caminar sin
asistencia

Discapacidad moderada-grave: incapaz de caminar sin asistencia e incapaz de
cuidar de sus necesidades corporales sin ayuda.

Discapacidad grave: encamado, incontinente, requiere de continuos cuidados de
enfermeria

Muerte

Modificado de Banks et al., 2007.
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1.3. Medida de los niveles séricos de BDNF, VEGF, Ang-1y SDF-1a

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes a las 72 + 24 h tras la HIC. Las
muestras recogidas en tubos BD Vacutainer con anticoagulante se centrifugaron a
3000 rpm durante diez minutos e inmediatamente se congelaron a -80°C. Los
niveles plasmaticos de VEGF, Ang-1 y SDF-1a se midieron utilizando Kkits
comerciales de ensayos por inmunoadsorcion ligados a enzimas (ELISA), (BDNF,
VEGF, Ang-1: R&D Systems, Inc.; SDF-1a: RayBiotech, Inc. and Abcam) (Sobrino
et al., 2011). Las determinaciones se realizaron en un laboratorio independiente en
el cual no se conocian los resultados experimentales. Los coeficientes intra- e

inter-ensayo fueron <8% para todos los marcadores.

1.4. Determinacién de células progenitoras en sangre periférica

Para la cuantificaciéon de células progenitoras CD34+ en sangre periférica se
realizé una extraccion sanguinea (3 mL) en 1 tubo BD Vacutainer de vidrio con
EDTA basal al ingreso y a los 7 dias. Se analiz6 la expresion de marcadores de
superficie mediante citometria de flujo (FACSAria, Becton Dickinson). Las
muestras fueron procesadas por un técnico desconocedor de datos clinicos o

radiol6gicos.

1.5. Genotipado del polimorfismo rs978906del gen Rock?2

El estudio del polimorfismo de base unica (SNP) de ROCK2 rs978906 se realizo
mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de un
fragmento de 192 pares de bases en el extremo 3’'UTR y posterior secuenciacion.

Las muestras de DNA extraido de la sangre de los pacientes se amplificaron en un
termociclador automatico Mastercycler® epgradients (Eppendorf). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen final de 12 pl que contenian entre 50 y 200
ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada oligonucleétido cebador (rs978906 Rock2
Fwd y Rev) y una mezcla Master Mix optimizada (DNA AmpliTools Master Mix,

BioTools, Madrid, Espafia) que incluye la DNA polimerasa, los desoxinucleétidos
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trifosfato (dNTPs), el tampdn de reaccibn con MgCl: y otros estabilizantes

necesarios para la amplificacion del DNA.

Se utilizaron los siguientes oligonucleotidos
Sentido (rs978906_Rock2 Fwd): 5’-CTGGGCTCCTTTGAAGCAACAGGT-3’
Antisentido (rs978906_Rock2 Rev): 5-TGCTGGTGAAACCTCTCTGTTGAAGC-3’

Las condiciones experimentales de PCR empleadas fueron las siguientes: un ciclo
de 5 min a 95°C, 35 ciclos compuestos por 30 seg a 95°C, 1 min a 62°C y 1 min a

72°C, y un ultimo ciclo de 10 min a 72°C (Figura 17).

|
|
95°C | 95°C :
|

Figura 17. Esquema de PCR. La imagen muestra el perfil de la carrera de PCR
empleada para identificar el genotipo de Rock2, donde se especifica la

temperatura, tiempo y nimero de ciclos de cada etapa.

Tras la amplificacion se purificaron las muestras con reactivo comercial el paquete
comercial USB® PCR Product Pre-Sequencing Kit (Affymetrix, Ohio, EEUU) segun
las instrucciones del fabricante. Esta mezcla de dos enzimas (exonucleasa y
fosfatasa) elimina los posibles restos de DNA monocatenario resultado de la PCR,
asi como los dNTPs remanentes que pudieran interferir con los procesos de

secuenciacion.

Se prepard una mezcla de 30 ng de DNA de cada muestra junto con 3 pmol de

oligonucledtido cebador sentido (rs978906 Rock2 Fwd) y por ultimo se enviaron al
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servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca. Los resultados se
analizaron con el programa Geneious (BiomattersLimited).

El genotipado se realizo sin conocer la situacion clinica de los pacientes.

1.6. Genotipado del polimorfismo Thr431Asn del gen Rock2

Las muestras procedentes de la sangre de los pacientes se amplificaron mediante
PCR como en el caso anterior empleando las mismas condiciones experimentales
(Figura 17 de esquema de PCR), a excepcion de los oligonucleotidos o cebadores
gue fueron los siguientes:

Sentido (Thr431Asn_Rock2 Fwd): 5-AGTGACTCTCCATCTTGTAGAGAAG-3’
Antisentido (Thr431Asn_Rock2 Rev): 5-AGCCATGTAGAAGTCCTCTTTG-3

El uso del oligonucledétido Thr431Asn_Rock2 Fwd introdujo un cambio de base en
la secuencia que permitié realizar la discriminacion alélica mediante estudios de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Estos estudios consisten en el
analisis del tamafio de los fragmentos generados tras la digestion del DNA con
endonucleasas de restriccion. El producto de la PCR fue digerido con la enzima de
restriccion Mboll (New England BioLabs) que reconoce el sitio de corte originado
en la secuencia por el uso del oligo Thr431Asn_Rock2 Fwd y la mutacion puntual
de citosina a adenina. Los fragmentos generados tras la digestion a 37°C se
separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 3% (Gibco BRL Life
Technologies), para identificar tres genotipos (Figura 18). La electroforesis se llevo
a cabo en tampon TAE 1X (TrisAcetate 0,04 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,3) a 120
voltios, durante 30 minutos. Como marcador del peso molecular (M) se utiliz6 DNA
de un plasmido construido especialmente (pUC, fago A y secuencia del genoma de
levadura) previamente digerido con enzimas de restriccion, o que genera una
mezcla de fragmentos de DNA de diferente tamafo (1,0 - 0,1 Kb, Biotools). Para
monitorizar la migracion del DNA en el gel se incluyeron dos colorantes en el
tampon de carga: xileno-cianol y azul de bromofenol. Tras la electroforesis, los

fragmentos de DNA amplificados se visualizaron en el gel de agarosa utilizando
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Midori Green Advance (5 pg/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 fotografia digital (Gel Imager system,
Bio-Rad) acoplado a un programa informatico de tratamiento de imagen. Los
genotipos fueron verificados mediante secuenciacion siguiendo el mismo protocolo
qgue en el apartado anterior, empleando el oligonucleétido cebador antisentido en
este caso. El genotipado se realizd sin conocer la situacién clinica de los

pacientes.

M 1,2 3 4 5 6 7 8 9 10
2

BT T L e

Figura 18 Genotipado de Thr431Asn. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los
fragmentos amplificados por PCR del coddén 431 de Rock?2 y digeridos con Mboll. La
calle 10 corresponde a paciente homocigoto C/C; las calles 1,2,4,5,7 y 8 a pacientes
heterocigotos C/A y las calles 3,6 y 9 a pacientes homocigotos A/A. M: marcador de

peso molecular.

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

2.1. Modelo experimental de hemorragia intracerebral in vivo

La HIP experimental se realiz6 en ratones de 12 semanas, que se alimentaron en
el Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, de
acuerdo con la legislacion espafiola (RD 53/2013). Los protocolos fueron

aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

El protocolo de HIP se realizé mediante inyeccion de colagenasa bacteriana VIl de
Clostridium histolyticum (Sigma) en los ganglios basales (Clark et al., 1998). Los

animales, anestesiados con sevofluorano al 4% para induccion y al 3% para
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mantenimiento y evaporado en una mezcla de oxigeno-aire (30-70%), se
colocaron en un marco estereotaxico (modelo n° 1900, Kopf®) para posicionar al
animal utilizando un sistema digital de lectura de coordenadas (Wizard 550

Readouts, Anilam).

Una vez desinfectada el area quirargica, se practico una incisiéon de 1 cm en el
cuero cabelludo (linea media). Se perforé el craneo con un trépano (modelo n°.
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 colocé en una bomba de inyeccién
una jeringa Hamilton (Hamilton, 5 pL) con colagenasa tipo VIl de Clostridium
histolyticum (purificada mediante cromatografia, Sigma) disuelta en solucién salina
(0,2 U/uL). Una vez fijada la posicién de origen (con ejes X, Y y Z en 0,0) sobre
bregma, la aguja se recolocdé 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 crdneo, para inyectar un volumen de 0,5 pL de colagenasa a
razon de 0,1 pL/min durante 5 minutos. Se dej6é la aguja en la misma posicion
durante 10 minutos adicionales y luego se sacO lentamente a 1 mm/min para
prevenir el reflujo de colagenasa y sangre. El agujero fue sellado con cera de
hueso (Ethicon) y la incisién fue suturada. Durante el procedimiento, se monitorizé
la temperatura rectal (BAT-12 thermometer, Physitemp) y se mantuvo en 37 +
0,5°C. Después de la cirugia, los animales se ubicaron en un ambiente célido para

su recuperaciéon (Rodriguez et al., 2017).

2.2. Determinacién del volumen de lesidn

El volumen de la hemorragia y morfologia de los somas celulares se determiné en
secciones de cerebros de raton mediante la técnica de Nissl a las 24 horas y 7

dias tras la inyeccion de colagenasa (Rodriguez et al., 2017).

Los cortes de tejido se montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, se sumergieron
en una mezcla 1:1 de etanol absoluto y cloroformo durante 12 horas. Tras dos

lavados en xileno, las secciones se hidrataron mediante pases secuenciales por
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una bateria de soluciones con concentracién decreciente de alcohol (2X etanol
absoluto - 96% - 90% - 80% - 70% - 60% -50%) y finalmente H20 destilada. A
continuacion, las secciones se tifieron con una solucion de Cresil Violeta (acetato
para-cresilo) al 0,1% (p/v) y acido acético glacial al 0,3% (v/v) en H20 destilada,
durante 5-10 min. Tras un lavado rapido en H20 destilada, los portaobjetos se
pasaron por una bateria de alcoholes de concentracion creciente para conseguir la
deshidratacion. Las preparaciones se montaron con Entellan y cubreobjetos. Los
portaobjetos fueron escaneados para la cuantificacion.

Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa de procesamiento de

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

2.3. Analisis de los niveles y actividad de ROCK2

Los niveles de ROCK2 y sus dianas MBS y P-MBS se determinaron por western
blot (Bobo-Jiménez et al., 2017).

2.3.1. Obtenciéon de muestras

Los animales se anestesiaron con sevoflurano (Sevorane®) en una camara
conectada a un vaporizador que permite suministrar una mezcla de oxigeno y
protoxido de nitrégeno. Rigiéndonos por la directiva del Consejo de Comunidades
Europeas respecto a la proteccion de los animales utilizados para experimentacién
y otros fines cientificos (86/609/CEE), procedimos a la dislocacion cervical de los
animales una vez estuvieron completamente dormidos. La extraccion del encéfalo
se realizd sobre una placa con tampdn fosfato salino en frio (Delgado-Esteban et
al., 2013). Seguidamente, los tejidos se homogeneizaron en tampon de lisis RIPA
(dodecilsulfato sédico 1%, EDTA 10 mM, Triton Tx-100 1% v/v, NaCl 150 mM,
Na2PO4 10 mM; pH 7,0), suplementado con inhibidores de fosfatasas (NasVOas 1
mM, NaF 50 mM) y proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 pM, aprotinina 50
pg/ml, leupeptina 50 ug/ml, pepstatina 50 pg/ml, anti-papaina 50 ug/ml, amastatina
50 pg/ml, bestatina 50 ug/ml, y el inhibidor de tripsina soybean 10 pg/ml) en un
homogeneizador vinilo-vidrio (Rodriguez et al., 2018). Las muestras se
mantuvieron en hielo durante al menos 30 minutos y se hirvieron durante 5

minutos. Después de repetir este procedimiento y someterlas a ultrasonidos con
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una frecuencia de 50-60 Hz durante 10 minutos, se centrifugaron a 13.000 rpm,
4°C durante 30 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se recogieron en tubos

Eppendorf® y se conservaron a -80°C hasta su uso.

2.3.2. Determinacion de la concentracién de proteinas

La concentracion de los extractos proteicos se midid mediante el ensayo del &cido
bicinconinico (BCA; Pierce™, Thermo Fisher Scientific). Este método colorimétrico
se basa en la reducciéon del Cu?* (azul) a Cu* en presencia de proteinas y en
medio alcalino. El cation Cu* generado reacciona con el BCA originando un
producto de color morado que absorbe de manera lineal a 562 nm. La absorbancia
se midi6 espectrofotométricamente en el lector de placas Multiskan Ascent
(Thermo Fischer). Se utilizé la albumina sérica bovina (BSA) como estandar para
el célculo de la recta patron. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

2.3.3. Electroforesis de proteinas en SDS-Page

Los extractos proteicos se sometieron a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE: electroforesis de poliacrilamida en presencia de

dodecilsulfato sodico) para poder estudiar su composicion.

Se utilizaron geles discontinuos que presentan (i) en la parte superior un gel
concentrador de la banda o “stacking” con un porcentaje constante de acrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad Laboratories) al 3% en Tris-HClI 1 M pH
6,8 con SDS 10%,; persulfato amonico (PSA) 10%; TEMED (N,N,N,N*-
tetrametilendiamina 0,1%) vy (ii) en la parte inferior un gel separador o “running” en
el que tiene lugar la separacion de los componentes y que presenta distintos
porcentajes de acrilamida en funcion del rango de separacion de pesos
moleculares deseado (acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 8, 10, 12 6 15% en Tris-HCI
1,5 M pH 8,8 con SDS 10%, PSA 10% y TEMED 0,08%). El extracto proteico, de
20 a 50 pg, se resuspendié en tampdn de carga (B-mercaptoetanol 4% (v/v), SDS
8% (p/v), azul de bromofenol 0,02% (p/v), glicerol 4% (v/v) y Tris-base 250 mM) en
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un volumen correspondiente a la cuarta parte del volumen final. Las muestras se
hirvieron durante 5 minutos a 100°C, y se centrifugaron a 13.000 x g durante 5
minutos a 4°C. Para identificar los pesos moleculares de las proteinas en estudio
se utilizé un marcador de peso molecular (Page Ruler™ Plus Prestained Protein

Ladder, ThermoScientific) que se cargo en el gel junto a las muestras.

Las proteinas se separaron utilizando un sistema de electroforesis vertical
(MiniProtean-3®, Bio-Rad) y tampdn de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 200 mM
y SDS al 0,1% (p/v); pH 8,3). Una vez finalizada la electroforesis, los geles se
sometieron a electrotransferencia e inmunodeteccion mediante la técnica de
Western Blot.

2.3.4. Deteccion de proteinas por Western blot

Las proteinas previamente separadas en geles SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham
Biosciences) utilizando el sistema Mini-Transblot (BioRad) y tampon de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v); pH 8,3). Con el
objetivo de evitar las uniones inespecificas de anticuerpos, se bloquearon las
membranas durante 1 hora con leche desnatada (Sveltesse, Nestle) al 5% (p/v) en
TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0,1% (v/v); pH 7,5) a temperatura
ambiente. A continuacion, se incubaron las membranas a 4°C durante toda la
noche en una solucion de BSA o leche al 2% (p/v) en TTBS que contiene el
anticuerpo primario deseado (Tabla 5). Como control de carga se utilizé anti-
GAPDH (gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa) para extractos totales, proteina
ribosomal S6 para la fraccion citosolica, VDAC para la mitocondrial y Lamina B
para la fraccién nuclear. Al dia siguiente las membranas se lavaron 3 veces
durante 5 minutos con TTBS para retirar el exceso de anticuerpo primario y
seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente,
conjugado con la peroxidasa de rabano, en TTBS con leche al 2% (p/v) durante
una hora a temperatura ambiente. Tras 3 lavados en TTBS se realiz6 un ultimo
lavado en TBS (TTBS sin Tween-20), para evitar que el Tween interfiera con

algunos reveladores. Por ultimo, segun la proteina a detectar, se incubaron las
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membranas con los reactivos de quimioluminiscencia Super Signal™ West Dura
Extended Duration Substrate (Thermo Scientific), Western Blottin Luminol Reagent
(Santa Cruz Biotechnology) o Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Finalmente, las
membranas se expusieron a una pelicula de auto-radiografia (Fuji Medical X-Ray
Film, Fujifilm) para detectar la sefial.

Se realizaron triplicados biolégicamente independientes de cada experimento. Las
cuantificaciones se llevaron a cabo con el software ImageJ (ImageJ 1.48v; Java
1.6.0_65 [64-bit]), normalizando cada condicion con su control de carga. Los
resultados se expresaron en unidades arbitrarias de cantidad de proteina respecto

a la condicién control de cada experimento.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en los estudios de expresion proteica por

transferencia tipo western.

Anticuerpo Especie Dilucién Referencia Casa comercial

Ac. primarios

ROCK1 Mouse 1:200 SC-265628 StaCruz
ROCK2 Rabbit 1:500 Sc-5561 StaCruz
MYPT-1 (MBS) Rabbit 1:2000 PRB-457C BioLegend
P-MYPT-1 (P-MBS) @ Rabbit 1:500 MBS000692 MyBioSource
GAPDH Mouse  1:40000 4300 Ambion

Ac. secundarios
Anti-mouse Cabra 1:10000 170-6516 BioRad
Anti-rabbit Cabra 1:10000 sc-2030 StaCruz

3. TRATAMIENTO ESTADISTICO

En lo relativo a los resultados experimentales, todos los valores se expresaron
como media + S.E.M. (error estandar de la media) de, al menos, tres experimentos
independientes. La significacion se determind mediante analisis de varianza

(ANOVA), seguido del test de la menor diferencia significativa de rango multiple
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(para comparaciones multiples) o el test de la t de Student (para comparaciones
entre dos Unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p<0,05 se

consider¢6 estadisticamente significativo.

En cuanto a los resultados clinicos se planteé primero un andlisis descriptivo
mediante porcentajes para las variables categodricas y medias (con desviacion
estdndar) o medianas (cuartiles) para las cuantitativas dependiendo de su
distribucién normal o no. Se compararon las diferencias de las variables en funcion
del pronostico a los 3 meses (utilizada como variable de agrupacion). Las
proporciones se compararon usando test de Chi cuadrado y los test de Student o
de Mann-Whitney se utilizaron para comparar variables entre grupos. También se
utilizé el analisis de la varianza (ANOVA) en caso de examinar las diferencias en
las medias de tres o mas grupos. El coeficiente de Pearson o el analisis de
Spearman se usaron para las correlaciones bivariantes segun si seguia una

distribuciéon normal o no.

Dada la importancia de evaluar que la muestra no estaba sesgada por una
distribucién estratificada de las variantes polimérficas debidas a un apareamiento
no aleatorio, se explord la frecuencia alélica de las muestras mediante un Chi
cuadrado con las frecuencias alélicas esperadas por el principio de Hardy

Weinberg.

Para estudiar la relaciéon entre el polimorfismo rs978906 y Thr431Asn del gen
Rock2 y el prondstico funcional se analiz6 si la variante polimorfica dicotomizada
se mantenia como variable predictora en un modelo multivariante de regresion
logistica binaria. Con la variable buen o mal prondéstico a 3 meses como variable
dependiente, se introdujeron como covariables aquellas que en los analisis
univariantes hubiesen mostrado diferencias significativas (p<0,05) junto a otras
con significacion clinica si se juzgaba pertinente. La introduccion de las
covariables se realizd mediante un procedimiento hacia delante utilizando el
estadistico Wald, para explorar la significacion de los coeficientes individuales en
el modelo. La posibilidad de colinealidad se analiz6 para las variables cuantitativas
estableciendo la eventual correlacion (coeficiente de Pearson). En caso de

colinealidad se retuvo en el modelo aquella variable clinicamente mas relevante.
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La calibracion del modelo (bondad del ajuste) se analiz6 mediante los estadisticos
R2 de Cox y Snell y de Nagelkerke, asi como con la prueba de Hosmer
Lemeshow. EI modelo permitio el calculo de la magnitud de la asociacidén mediante
los correspondientes OR con intervalos de confianza al 95%. En los andlisis
destinados al estudio de los objetivos secundarios en los que la variable
dependiente era cuantitativa (volumen de la lesion tras HIP y volumen del edema)

se realizaron analisis de regresion lineal maltiple.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informéatico SPSS®
Statistics 22.0 (SPSS Ibérica, IBM Company).
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1. VALOR PRONOSTICO DE LOS POLIMORFISMOS rs978906 Y Thr431Asn
DE Rock2 EN LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL

Para estudiar la posible influencia de los polimorfismos rs978906 y Thr431Asn de
Rock2 en el pronéstico funcional de los pacientes tras una HIP se realizé un
estudio prospectivo en una cohorte hospitalaria, de 78 pacientes con hemorragia
intracerebral ingresados en la Unidad de Ictus del Hospital Universitario de
Santiago de Compostela.

1.1. Andlisis descriptivo general de la cohorte de pacientes con hemorragia

intraparenquimatosa

La edad de los pacientes estudiados fue 70,4 =+ 11,1 afios, expresada como media

+ SD. La distribucién por sexos fue de 54 varones (69,2%) y 24 mujeres (30,8%).

En cuanto a los factores de riesgo, expuestos en la Tabla 6, el 53,8% de los
pacientes presentaba antecedentes de HTA; el 20,5% padecian diabetes, el
12,8% tenia habito tabaquico, un 21,7% tenia antecedentes de alcoholismo y un

14,1% fibrilacién auricular.

Tabla 6. Distribucion de factores de riesgo

Factor de riesgo N (78) %

HTA 42 53,8
DM 16 20,5
Tabaquismo 10 12,8
Abuso de alcohol 17 21,7
Fibrilacién Auricular 11 14,1

En 48 de los pacientes (61,5%), la localizacién de la HIC fue hemisférica profunda

y en 30 (38,5%) lobular. En la Tabla 7 se especifica la distribucion de la HIC segun
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la etiologia. Asi, 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
(16,6%) el origen fue indeterminado y en 3 pacientes (3,8%) la causa se atribuy6 a
AAC.

Tabla 7. Distribucion de las HIP segun la etiologia

Etiologia N (78) %

HTA 36 46,1
AAC 3 3,8
Anticoagulantes 26 33,3

El grado de afectacién neuroldgica al ingreso, expresado como la mediana de la
puntuacion de la escala NIHSS, fue 10 con un rango [2,16]. En los datos de
neuroimagen, se observé que el volumen basal del hematoma en TC (medido
como se indica en la Figura 16: 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 extendi6 a los ventriculos

cerebrales. El volumen residual de la HIC a los 3 meses fue de 11,7 + 17,7 mL.

En la Tabla 8 se muestra la distribucién de las variables polimérficas de Rock2, los
SNPs rs978906 y Thr431Asn.

Tabla 8. Distribucion de los polimorfismos del gen Rock2

rs978906 (Rock?2) N (77) %
AJA 24 31,2
AIG 41 53,3
G/G 12 15,6
Thr431Asn (Rock?2) N (78) %
CiC 22 28,2
C/IA 40 51,3
AJA 16 20,5
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En ambos casos la distribucién de frecuencias génicas se ajusta al equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,1).

La cuantificacion del estado funcional a los 3 y 12 meses tras la HIP, se realizé
mediante la escala de Rankin modificada (Rankin-m o mRS) (Tabla 4) (Banks &
Marotta, 2007). En la cohorte, 42 pacientes (53,8%) presentaba mal prondstico
funcional (Rankin-m>2) a los 3 meses de sufrir la HIP, mientras que 36 pacientes
(46,2%) se encontraban en la situacion definida como buen prondstico funcional
(Rankin-m<2). La distribucion de los distintos estados funcionales de los pacientes

con HIC se resume en la Tabla 9.

Tabla 9. Distribucion de los distintos estados funcionales

Rankin-m N (78) %
0 10 12.8
1 17 21.8
2 9 11.5
3 12 15.9
4 9 11.5
5 3 3.8
6 18 23.1

1.2. Analisis del polimorfismo rs978906 de Rock2 en la hemorragia

intraparenquimatosa

El polimorfismo rs978906 en el extremo 3’-UTR del gen que codifica la proteina
ROCK2 consiste en la sustitucién de una adenina (A) por una guanina (G). Dicho
cambio condiciona la sintesis proteica, ya que genera una variante de la proteina
gue tiene mas afinidad por el microRNA miR-1183 (Liao et al., 2015). Estas
moléculas de RNA no codificante de 20-24 nucledtidos participan en la regulacion
de la expresion génica a nivel post-transcripcional y afectan tanto a la estabilidad

como a la traduccion de los RNA mensajeros. Por tanto, el polimorfismo rs978906
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afectara a los niveles de ROCK2, que seran mayores en la variante ancestral A/A

y menores en aquellos pacientes con genotipo G/G (Liao et al., 2015).

1.2.1. El polimorfismo rs978906 de Rock2 condiciona el prondstico funcional
de los pacientes con hemorragia intraparenquimatosa

Los niveles de ROCK2 se asocian con rigidez arterial (Liao et al., 2015), muerte
celular y dafio axonal (Gu et al., 2013). Por tanto, es previsible que tengan un
papel destacado en la fisiopatologia de la HIP.

Tras realizar el estudio estadistico con la cohorte del Hospital Universitario de
Santiago de Compostela, observamos que el genotipo G/G del polimorfismo
rs978906 se asocia a buen prondstico de los pacientes, de manera

estadisticamente significativa, desde el alta (p=0,002). Esta asociacion se

mantiene a los 3 (p<0,0001) y 12 meses (p=0,001) tras la HIP (Figura 19).
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Figura 19. Asociacién entre el polimorfismo rs978906 de Rock2 y el
pronostico funcional (A) al alta; (B) a los tres meses; (C) al afio. El estado
funcional de los pacientes tras la HIC se cuantific6 mediante la escala de Rankin
modificada (MRS). Los valores se expresan como mediana [rango intercuartilico].

*p< 0,005 respecto a los pacientes A/A.

Al agrupar a los pacientes en buen y mal prondstico a los 3 meses y comparar la
distribucion de las variantes alélicas de rs978906, se observé que un 75% de los
pacientes A/A tenian mal prondstico, mientras que el 83,3% de los G/G tenian una

situacion funcional asociada a buen prondstico (MRS<2). Estos resultados
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sugieren que el polimorfismo rs978906 podria ser un marcador de prondstico

funcional en pacientes con HIP (p=0,04) (Tablal0).

Tabla 10. Prondéstico alos 3 meses

rs978906 Bueno Malo
N=36 N=41
A/A 25,0% 75,0%
AlG 48,8% 51,2%
G/G 83,3% 16,7%

De manera mas grafica se observa en la Figura 20 cémo se distribuye el

pronéstico funcional de los pacientes en funcion del genotipo A/A, A/G o G/G.
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ROCK?2 rs978906 0,005 respecto a los pacientes A/A.

1.2.2. El polimorfismo rs978906 de Rock2 condiciona el volumen de lesién tras
la hemorragia

Como ya se ha comentado anteriormente, el pronostico funcional de los pacientes
con HIP suele estar vinculado a la localizacion y al volumen de la lesion, asi como
a la extravasacion a ventriculos (Poon et al., 2014; Hemphill JC 3rd et al., 2011).
Por ello, variables como el volumen de lesion inicial y el residual a los 3 meses se
incluyeron como variables secundarias del estudio. También se determino el

volumen de edema a las 48-72 horas (Figura 21).
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Los resultados obtenidos demuestran una correlacion entre el genotipo G/G y un
menor volumen de hemorragia. Una tendencia que se mantiene a las 48-72 horas
y a los 3 meses del evento, aunque no llega a ser estadisticamente significativa en
estos tiempos (Figura 21). Observamos cémo los individuos heterocigotos (A/G)
muestran unos resultados intermedios, mientras que el volumen de lesion de los

individuos A/A es practicamente el doble en todos los casos.

En su conjunto, los datos sugieren un efecto protector de la variante alélica G, que
podria estar relacionado con factores vasculares o inflamatorios que protejan
frente a la expansion de la hemorragia o la formacion del edema perihematoma
(Zheng et al, 2016). Para corroborarlo serad pertinente realizar estudios

adicionales que ayuden a determinar los posibles mecanismos moleculares

subyacentes.
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Figura 21. Asociacion entre el polimorfismo rs978906 de Rock2 y el volumen
de lesién (A) basal; (B) a las 48-72h; (C) a los 3 meses. El volumen (cc,
centimetros cubicos) se determindG mediante la férmula 0,5 x A x B x C. Los

valores se expresan como medias = SD. *p< 0,05 respecto a los pacientes A/A.

Tampoco se puede obviar la posible relacion de esta variante alélica con un mejor
control de la tension arterial en la fase aguda (momento hiper-agudo), teniendo en
cuenta que dicho control se ha relacionado a nivel clinico y experimental con un

menor edema perilesional (Xi et al., 2014), asi como con un menor volumen de la
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HIP (Rodriguez-Luna et al., 2018; Bohman et al., 2020). La relacion entre ROCK2
y la tension arterial es uno de los aspectos de ROCK2 mejor estudiados
(Seasholtz et al., 2006), especialmente en el contexto del polimorfismo rs978906
(Pandey et al., 2016), conectando con la regulacion de la rigidez vascular, la
funcidn endotelial y la musculatura lisa vascular (De Silva et al., 2016). Por tanto,
podemos hipotetizar que el polimorfismo rs978906 de Rock2, mediante la
regulacion de estos procesos vasculares, condiciona la reparacion vascular y, con
ello, la recuperacién funcional de los pacientes de HIP. En este contexto,
resultados anteriores del laboratorio han demostrado que una reparacion vascular
eficiente y r4pida tras un dafio cerebral promueve un mejor pronéstico funcional
tras la HIP (Rodriguez et al., 2017). Es mas, el hecho de que la asociacion entre el
polimorfismo y el prondstico se observe ya al alta de los pacientes, podria estar
relacionado, ademas, con procesos de muerte endotelial. Asi, una mayor muerte
de células endoteliales implica un mayor dafio vascular y, con ello, una peor
reparacion cerebral y recuperacion funcional tras el ictus. EI mayor volumen de
lesion basal observado en los pacientes con genotipo A/A sugiere que estos
pacientes podrian sufrir un mayor dafio inicial, probablemente como resultado de

una mayor rigidez vascular y la consiguiente HTA.

Mediante el analisis de las variables segregadas segun buen (MRS<2) o mal
pronostico (MRS>2) se observaron los factores que influyen en el prondstico
funcional de los pacientes con HIP. Los valores se expresan como medias + SD o
porcentajes, excepto el valor de la escala NIHSS que se expresa como mediana
[rango intercuartilico], y siendo las variables evaluadas: edad, sexo, antecedentes
(de hipertension arterial, diabetes, tabaquismo, enolismo, fibrilacion auricular),
situacion neuroldgica al ingreso, parametros de laboratorio, tensién arterial al
ingreso, variables de neuroimagen (volumen basal del hematoma, edema
perihematoma, localizacion de la hemorragia, extravasacion ventricular),
clasificacion etiolégica de la HIC y variables relacionadas con las células
progenitoras CD34+ (numero al ingreso y al dia 7 tras la HIC, asi como el

incremento en la primera semana); resultando estadisticamente significativas para
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mal prondstico la variable edad (p=0,017), antecedente previo de HTA (p=0,013),
temperatura maxima en las primeras 24 horas (p=0,001), NIHSS basal (p<0,0001),

volumen del hematoma basal (p<0,0001) y extravasacion ventricular (p<0,0001).

En el caso de las células progenitoras CD34+, no se observaron diferencias en el
namero de células entre los pacientes con buen y mal pronéstico al ingreso
(p=0,013). Sin embargo, los niveles de estas células CD34+ al 7° dia tras la HIC
fueron significativamente superiores (p<0,0001) en aquellos pacientes con buen
prondstico funcional incremento de células progenitoras en la primera semana
(Tabla 11). Estos resultados corroboran el valor prondstico de las células CD34+
circulantes en la prediccion del estado funcional de pacientes tras una HIC
(Sobrino et al., 2011; Rodriguez et al., 2017). Asi, mayores niveles de células
CD34+ favorecen el pronéstico de los pacientes (Sobrino et al., 2011; Rodriguez et
al., 2017). Se observaron también resultados interesantes con los factores de
crecimiento, factor de crecimiento vaso-endotelial (VEGF) (p=0,013),
angiopoyetina 1 (Ang-1) (p<0,003), factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) (p<0,0001) y factor 1a derivado del estroma (SDF-1a) (p<0,0001). Por su

relevancia en la memoria dedicaremos un apartado a estos aspectos.

En la Tabla 11 también se observa que el genotipo G/G de rs978906 (Rock2) se
asocia con buen prondstico funcional presentando una asociacion estadistica
altamente significativa (p<0,0001), lo que sugiere una funcién como biomarcador

de buen prondstico de ictus hemorragico.
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Tabla 11. Analisis multivariado (Polimorfismo Rock2-rs978906)

Buen prondstico Mal pronostico p-valor
N =36 N =42
Edad, afios 67,0x11,4 72,7 +£10,0 0,017
Hombres, % 69,4 69,0 0,583
Antecedente hipertension 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 fibrilacién auricular, % 11,1 16,7 0,356
Tiempo de latencia, h 5,4+36 4638 0,059
Temperatura al ingreso, °C 36,5+0,5 36,2+0,7 0,117
Temperatura maxima en las primeras 24 h, °C 36,7+0,5 37,1+0,6 0,001
Tension arterial sistdlica al ingreso, mm Hg 163,7+29,4 164,7 + 30,1 0,877
Tension arterial diastélica al ingreso, 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+33 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 12 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
Localizacion de la hemorragia, % 0,564
Lobar 38,9 38,1
Profunda 61,1 61,9
Extravasacion ventricular, % 5,6 50,0 <0,0001
Diagnéstico, % 0,142
Hipertensiva 58,3 35,7
Amiloidea 5,6 2,4
Antiagregantes/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 7° dia, células/250000 eventos 457,6 £ 97,4 255,9 + 87,6 <0,0001
Incremento CPs en la primera semana, % 51,6 +17,7 18,2 + 25,2 <0,0001
VEGF, pg/mL 602,1 + 306,6 422,9+221,4 0,013
Ang-1, ng/mL 67,6 £ 26,7 49,1+ 21,8 0,003
BDNF, ng/mL 77,7 +21,7 57,9+17,9 <0,0001
SDF-1a, pg/mL 3189,0 £ 894,5 2083,3+736,4 <0,0001
Polimorfismo rs978906 (Rock?2) 0,004
AIA 25,0 75,0
AIG 48,8 51,2
GI/G 83,3 16,7
Polimorfismo rs978906 (Rock?2) cat. <0,0001
AIA + AIG 40,0 60,0
G/IG 83,3 16,7
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El modelo de regresion logistica confirm6 el valor predictor del polimorfismo

rs978906 en el prondstico funcional (Tabla 12).

Tabla 12. Modelo de regresion logistica

OD IC 95% P

Edad 1,06 0,97-1,15 0,219
Antecedente de HTA 3,36 0,59-19,17 0,172
Temperatura maxima en el 2,81 0,56-14,29 0,211
primer dia

NIHSS basal 1,43 1,15-1,81 0,002
Volumen HIP basal 1,02 0,97-1,08 0,387
Extravasacion ventricular 50,34 3,19-794,80 0,005
Polimorfismo rs978906 G/G 0,21 0,09-0,97 <0,0001

Podemos decir, por tanto, que los niveles de ROCK2, condicionados por el
polimorfismo rs978906 afectan a la recuperacién funcional de pacientes de ictus
hemorragico. Los individuos con genotipo G/G, que modula a la baja los niveles de
ROCK2 (Llao et al., 2015), suelen presentar mejor pronéstico que aquellos que
portan la variante A. Ademas, presentan un menor volumen de la hemorragia,
sobre todo al inicio del proceso. Podria, por tanto, deducirse un efecto deletéreo
de ROCK2 ante eventos hemorragicos, lo cual sugiere que la inhibicion de esta
guinasa podria resultar altamente beneficiosa. Asi, ROCK2 podria ser una diana
terapéutica de interés en HIP para el desarrollo de farmacos que inhiban

selectivamente esta proteina.

1.3. Andlisis del polimorfismo Thr431Asn de Rock2 en la hemorragia

intraparenquimatosa

El polimorfismo Thr431Asn consiste en una mutacion puntual de citosina (C) por

adenina (A) que genera un cambio de aminoacido. En la variante ancestral la
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posicion 431 esta ocupada por una treonina (Thr), mientras que en la mutada la
ocupa una asparagina (Asn). La sustitucién de este aminoé&cido tiene lugar en el
dominio coiled-coil de la proteina ROCK2, que se asocia con la dimerizacion de
ROCK y la unién con Rho (Figura 15) (Seasholtz et al., 2006). Asi, dicha mutacién
puntual determina la actividad de la proteina, que serd mayor 0 menor
dependiendo de si se trata de la variante C o A, respectivamente (Liao et al.,
2015). Dado que el polimorfismo Thr431Asn de Rock2 regula la actividad de la
guinasa, podria estar afectando a la funcion vascular, por lo que realizamos un
estudio de asociacion entre este polimorfismo y el estado funcional de los

pacientes tras la HIP.

1.3.1. El polimorfismo Thr431Asn de Rock2 condiciona el pronéstico funcional
de los pacientes con hemorragia intraparenquimatosa

En esta cohorte, se objetiva de manera estadisticamente significativa, la
asociacion entre el genotipo A/A y buen pronéstico (Figura 22). Este hecho es

evidente al alta y se mantiene a los tres meses y al afio desde el evento

(p<0,0001).

S 6] S 6] S 6]

i g 3 *

& 51 = 0 51 & 51

8~ * '88 * P

E§4_ Eg4‘ E184—

£ES Lo £E®

2T 31 =% 31 =T 31

k%) 59 R%

L‘szi D:GSZA 010127 L

o E R0 o £

T~ 'Onf T~

o 14 o 1 o 14

(1] @~ (V)

[&] [&] (&}

o 01 . . T . ‘ goo1 T =
Cc/IC CIA AA C/C C/IA AA Cc/IC C/IA AA
ROCK2 Thr431Asn ROCK2 Thr431Asn ROCK2 Thr431Asn

Figura 22. Asociacion entre el polimorfismo Thr431Asn de Rock2 y el
pronostico funcional (A) al alta; (B) a los tres meses; (C) al afio. El estado
funcional de los pacientes tras la HIC se cuantific6 mediante la escala de Rankin
modificada (MRS). Los valores se expresan como mediana [rango intercuartilico].

*p< 0,005 respecto a los pacientes C/C.
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Al realizar la Chi-cuadrado agrupando el prondstico a los 3 meses, en buen y mal
prondstico, también se obtiene significacion estadistica, siendo la variante alélica

A/A de buen prondstico, con p<0,0001 (Tabla 13).

Tabla 13. Pronéstico alos 3 meses

Thr431Asn (Rock?2) Bueno Malo
N=36 N=42

CIC 9,1% 90,9%

CIA 45,0% 55,0%

A/A 75,0% 25,0%

Por tanto, estamos ante un escenario similar a lo observado con el polimorfismo
rs978906. Asi, el polimorfismo Thr431Asn podria ser un marcador de prondstico
funcional en pacientes con HIP. En concreto la variante minoritaria A se asociaria
con una mejor puntuacion de mRS. Todo ello pone de manifiesto la importancia

de los niveles y actividad de ROCK?2 en la fisipatologia de la HIP.

1.3.2. El polimorfismo Thr431Asn de Rock2 condiciona el volumen de lesion
tras la hemorragia

Los resultados obtenidos en el estudio del volumen de lesién indican que, al igual
gue sucedia con el polimorfismo rs978906, el genotipo C/C se asocia a un mayor
volumen de lesion, mientras que los pacientes A/A presentan menos volumen
desde el inicio (p<0,0001), y también en las sucesivas mediciones, a las 48-72
horas (p<0,0001) y a los tres meses (p=0,029) (Figura 23). Para este polimorfismo,
el heterocigoto C/A presenta unos valores intermedios, si bien se aproxima mas a

los valores observados con el homocigoto A/A de buen prondstico.
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Figura 23. Asociacion entre el polimorfismo Thr431Asn de Rock2 y el
volumen de lesion (A) basal; (B) a las 48-72h; (C) a los 3 meses. El volumen (cc,

centimetros cubicos) se determind mediante la férmula 0,5 x A x B x C. Los

valores se expresan como medias = SD. *p< 0,05 respecto a los pacientes C/C.

En la Tabla 14 se recogen los datos de polirmorfismo Thr431Asn para el andlisis
multivariado, en linea con la informacion mostrada en la Tabla 11. Se observa
coémo la variante A/A presenta un mejor pronéstico funcional frente a la C/C, que
se asocia de manera estadisticamente significativa con mal pronéstico funcional

(p<0,0001).

Tabla 14. Analisis multivariado (Polimorfismo Rock2-rs978906)

Buen pronéstico Mal prondstico p-valor
N =36 N =42
Polimorfismo Thr431Asn (Rock?2) <0,0001
CiC 9,1 90,9
CIA 45,0 55,0
AIA 75,0 25,0
Polimorfismo Thr431Asn (Rock?2) cat. 0,010
C/IC + CIA 38,7 61,3
AJA 75,0 25,0

Deducimos, por tanto, que la disminucion en los niveles de ROCK2, en el caso del
polimorfismo rs978906, asi como de la actividad de la proteina ROCK2, en el caso
del polimorfismo Thr431Asn, se relacionan con un menor volumen de hemorragia,

ya desde los momentos inmediatos al evento, asi como un mejor prondstico
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funcional de los pacientes, tanto al alta, como a los 3 meses y al afio. El motivo
podria situarse en el posible efecto deletéreo de ROCK2 tras su activacion en la
HIP. Dicho efecto podria darse por multiples vias, ocasionando un mayor volumen
y edema con una mayor disrupcion de la BHE (Fu et al., 2014; Feng et al., 2018;
Kong et al., 2018), un peor control de la tension arterial en los momentos
inmediatos a la aparicion de la lesion, o incluso un menor grado de plasticidad
neuronal en términos de crecimiento dendritico y axonal (Yan et al., 2019; Zhou et
al., 2009). Todos estos procesos quizd estén interrelacionados y ocurran

simultaneamente favoreciendo los datos expuestos anteriormente.

Como ya hemos mencionado, el hecho de observar una asociaciéon de los
polimorfismos de Rock2 que condicionan su actividad y niveles, y el volumen de
lesion desde los primeros momentos tras la HIP sugieren que ROCK2 podria tener
una importante funcién en los procesos de dafio cerebral que se producen
inmediatamente tras la hemorragia. Como ya hemos demostrado en trabajos
anteriores, la recuperacion funcional de los pacientes depende del balance entre el
dafio y la reparacién cerebrales tras el ictus (Gomez-Sanchez et al, 2011;
Rodriguez et al., 2017; Rodriguez et al., 2018). Este trabajo abre nuevas vias de

investigacion destinadas a descifrar la funcién de ROCK2 en dicho equilibrio.

1.4. Un posible haplotipo de Rock2 relacionado con el prondéstico funcional

en hemorragia intraparenquimatosa

Se ha descrito que ambos polimorfismos rs978906 y Thr431Asn estan en
desequilibrio de ligamiento (Liao et al., 2015), algo que hemos comprobado
también en nuestra cohorte. Durante el desarrollo de este trabajo observamos que
ambas mutaciones en los polimorfismos rs978906 y Thr431Asn se heredaban
conjuntamente. Es decir, los pacientes G/G (rs978906) siempre son A/A
(Thr431Asn). Por ello, nos planteamos analizar si podia haber un genotipo

dominante o bien un haplotipo de Rock2 que pudiera estar relacionado con el
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prondstico funcional en hemorragia intraparenquimatosa. Por tanto, estudiamos si
el buen prondstico de la variante G (polimorfismo rs978906) se podria deber, al
menos en parte, a su asociacion con la variante A (polimorfismo rs978906),

aunque también seria factible un efecto aditivo de ambos.

Para estudiar este fendmeno, se realizaron tres modelos estadisticos de regresion
logistica, tomando como variable dependiente el mal prondstico a los 3 meses. Se
incluyeron aquellas variables mas potentes, que son el NIHSS al ingreso y el
volumen de la hemorragia al ingreso. En las variables categoéricas multiples, el

alelo ancestral es el utilizado como referencia de mal prondstico.

En el primer modelo (Tabla 15), estudiamos el polimorfismo rs978906. Como ya
hemos visto previamente, podemos constatar como a mayor volumen y mayor
NIHSS, se sigue un peor prondstico. Asi mismo, la variante A se correlaciona con
mal prondstico, y la G/G con buen prondstico, un efecto protector. Sin embargo, no

se alcanza significacion estadistica en el caso del heterocigoto A/G.

Tabla 15. Modelo 1. Polimorfismo rs978906 (Rock?2)

Variable dependiente OR IC 95% P
NIHSS ingreso 1,222 1,076-1,388 0,002
Volumen al ingreso 1,050 1.010-1,093 0,015

Polimorfismo rs978906 (Rock?2)

AJA Ref 0,004
AIG 0,281 0,062-1,278 0,100
G/IG 0,102 0,012-0,852 0,035

En el segundo modelo (Tabla 16), estudiamos el polimorfismo Thr431Asn. Los
resultados obtenidos van en linea con lo observado en el caso anterior. Las
variables NIHSS y volumen de la hemorragia al ingreso se correlacionan con mal
prondstico, al igual que el genotipo C/C. Mientras que el genotipo A/A, y también
en este caso el heterocigoto C/A, estarian asociados a buen pronostico.
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Tabla 16. Modelo 2. Polimorfismo Thr431Asn (Rock?2)

Variable dependiente

NIHSS ingreso

Volumen al ingreso

Polimorfismo Thr431Asn (Rock?2)
CIC

CIA

A/A

El tercer modelo (Tabla 17), se incluyen ambos polimorfismos. Podemos observar
coémo el polimorfismo rs978906 tiene un mayor efecto protector y presenta una
significacién estadistica potente que anula la del polimorfismo Thr431Asn, en
relacion con el pronostico funcional a los 3 meses. Por tanto, nuestros resultados

demuestran que el efecto protector del polimorfismo Thr431Asn podria deberse a

su asociacion con el rs978906.

OR
1,222

1,050

Ref
0,129
0,039

IC 95%
1,076-1,388

1,010-1,093

0,018-0,909
0,004-0,393

P
0,002

0,015

0,022
0,040
0,006

Tabla 17. Modelo 3. Polimorfismos rs978906 y Thr431 (Rock?2)

Variable dependiente

NIHSS ingreso

Volumen al ingreso

Polimorfismo rs978906 (Rock?2)
Polimorfismo Thr431Asn (Rock?2)
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81

883

IC 95%
1,080-1,433
0,998-1,099
8,911-420,146
0,409-20,308

0,002
0,057
0,016
0,288
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2. FUNCION DE LOS POLIMORFISMOS rs978906 Y Thr431Asn de Rock?2
EN LA REPARACION CEREBRAL TRAS LA HEMORRAGIA

La recuperacion funcional tras un ictus depende del balance entre el dafio cerebral
y la activacion de las vias compensatorias de reparacion (Tovar et al., 2016). La
neovascularizacion juega un papel fundamental en los procesos de reparacion
cerebral, ya que estimula el flujo sanguineo y favorece el aporte de nutrientes de
la zona dafiada (Quaegebeur et al., 2011; Potente et al., 2011). Recientemente,
mediante estudios clinicos y empleando modelos animales, se ha visto que existe
una correlacién entre estos fendmenos y el buen prondstico funcional tras un ictus
hemorragico (Rodriguez et al., 2017). Ademas, la formacién de nuevos vasos es
determinante en la recuperacion funcional a largo plazo, ya que estimula otros
mecanismos de regeneracion endégena como son la neurogénesis,
sinaptogénesis y plasticidad sinaptica, todos ellos involucrados en la regeneracion

endbgenay en la recuperacion tardia del cerebro (Ergul et al., 2012).

Los niveles plasmaticos de factores angiogénicos, entre los que se encuentran el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la angiopoyetina-1 (Ang-1), son
determinantes para la movilizacién de células progenitoras desde la médula ésea
en respuesta a la hipoxia tras un accidente cerebrovascular (Asahara et al.,1999;
Hattori et al., 2001; Rodriguez et al., 2017). El VEGF y la quimiocina SDF-1a
promueven la migracion e incorporacion de los progenitores endoteliales a los
tejidos lesionados, favoreciendo su diferenciacion y activando las células
endoteliales maduras (Bogoslovsky et al., 2011; Potente et al., 2011), lo que
contribuye en gran medida a la neovascularizacion tras la hemorragia (Rodriguez
et al., 2017). Por otra parte, el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) es
la neurotrofina mas abundante en cerebro adulto y participa en numerosos
mecanismos de neurorrehabilitacion y la neuroplasticidad tras el ictus (Liu et al.,
2020), promoviendo el crecimiento de las neuritas y presumiblemente la

neurogéenesis.
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En la cohorte analizada observamos que después de la hemorragia se produce un
aumento de los niveles de VEGF, Ang-1 y SDF-1a. Ademas, observamos mayores
niveles de BDNF en aquellos pacientes con buen prondstico (Tabla 11). Otro dato
importante serd la cantidad de células CD34+ movilizadas tras la lesién, que
también aumenta en este grupo de pacientes con mejor estado funcional. Para
estudiar la posible asociacién de los polimorfismos rs978906 y Thr431Asn de
ROCK2 con estas variables se realizaron los estudios que se describen en los

apartados posteriores.

2.1. Analisis de los niveles de células CD34+ en pacientes de hemorragia

intraparenquimatosa

El nimero de células progenitoras CD34+ determinados al dia 7 tras la HIP se
asocia, de forma independiente, con buen prondstico funcional y un menor
volumen de lesion residual a los 3 meses (Sobrino et al. 2011; Rodriguez et al.,
2017). Esto es algo que se cumple en la cohorte estudiada, donde observamos la
relacién entre los niveles circulantes de CD34+ y el prondstico funcional de los
pacientes de HIP (Tabla 11). Hemos estudiado la posible influencia de los

polimorfismos rs978906 y Thr431Asn sobre los niveles de células CD34+.

Como se muestra en las Figuras 24 y 25, los pacientes con genotipo G/G de
rs978906 y A/A de Thr431Asn, que se asocian con buen prondstico funcional a los
3 meses de la HIP, presentaron niveles elevados de células CD34+ a los 7 dias de
la HIC. Por el contario, los pacientes que portan la variante ancestral, A y C segun
el polimorfismo, presentaban menos células CD34+ circulantes. Estas diferencias
no son estadisticamente significativas, pero podrian ser funcionales ya que se
muestra una tendencia en consonancia con el peor prondstico observado en estos

pacientes. Esta mayor movilizacion de células CD34+ podria resultar en una
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mayor neovascularizacion tras la HIP (Sobrino et al., 2011; Rodriguez et al., 2017),

promoviendo asi la reparacion vascular y un mejor pronéstico de los pacientes.
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Figura 24. Influencia del polimorfismo rs978906 en el namero de células
CD34+ circulantes. A. Numero de células CD34+ al ingreso; B. Numero de

células CD34+ al dia 7 del evento. Los resultados se expresan como medias + SD.
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Figura 25. Influencia del polimorfismo Thr431Asn en el numero de células

CD34+ circulantes. A. Numero de células CD34+ al ingreso; B. Numero de

células CD34+ al dia 7 del evento. Los resultados se expresan como medias + SD.

2.2. Andlisis de los factores de crecimiento y citoquinas (VEGF, Ang-1, BDNF

y SDF-1a) en la hemorragia intraparenquimatosa

Los efectos neurotréficos de factores de crecimiento, como VEGF, se han descrito

en multiples ocasiones. No solo en relacidn con procesos vasculares, sino también
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en el contexto de isquemia neuronal, ya que promueve la supervivencia de estas
células en cultivo (Greenberg et al.,, 2013). El factor BDNF también ha sido
protagonista de multiples estudios en esta linea (Chen et al., 2013). Resulta
interesante, por tanto, medir la relacion entre las variantes polimérficas de buen
prondstico y la concentracion de estos factores en plasma a las 72 horas de la
lesion. Asi, se determinaron distintos factores de crecimiento y citoquinas (VEGF,
Ang-1, BDNF y SDF-1a), tanto para el polimorfismo rs978906 (Figura 26) como
para el Thr431Asn (Figura 27).
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Figura 26. Influencia del polimorfismo rs978906 en los niveles séricos de
diferentes factores de crecimiento. A. VEGF. B. Ang-1; C. BDNF; D. SDF-1.

**p< 0,0001 respecto a los pacientes C/C

En ambos casos se observa una relaciéon clara entre los niveles de estas

citoquinas en los pacientes G/G y A/A con buen pronéstico. Esto podria estar
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vinculado con un menor dafio inicial y un mayor efecto de reparacion y plasticidad
neuronal motivado por la menor abundancia y actividad de ROCK2 vy, quizas, no
tanto por la asociacion con procesos intimamente relacionados con la movilizacion
de progenitores endoteliales CD34+, como son la re-endotelizacion, angiogénesis
y vasculogénesis (Pias-Peleteiro et al., 2017). Esta interpretacion deberia ser
corroborada en un futuro préximo mediante la realizacion de experimentos en
cultivos de neuronas, inhibiendo ROCK2, y valorando si existe 0 no un

alargamiento dendritico secundario.
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Figura 27. Influencia del polimorfismo Thr431Asn en los niveles séricos de
diferentes factores de crecimiento. A. VEGF. B. Ang-1; C. BDNF; D. SDF-1.
**p< 0,0001 *p<0,05 respecto a los pacientes C/C

Resultados previos del laboratorio demuestran que la produccion de estos factores
de crecimiento depende, en gran medida, de la muerte celular que se produce tras
la lesion. De modo que una mayor supervivencia celular estaria vinculada a una

mayor produccion de citoquinas y, por tanto, a una mejor recuperacion del dafio
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hemorrégico (Rodriguez et al., 2017). La asociacion observada entre las variantes
polimorficas de ROCK2 y el pronéstico funcional desde el momento del alta de los
pacientes, podria estar relacionado también con procesos de muerte endotelial.
Asi, una mayor rigidez arterial, y la consiguiente HTA vinculada a las variantes
ancestrales de ROCK2, podrian explicar un mayor dafio endotelial relacionado con
un mayor volumen de lesién y una menor produccion de VEGF y Ang-1, y, con

ello, una peor reparacion cerebral y recuperacion funcional tras el ictus.

En la presente memoria, por tanto, constatamos el importante papel de ROCK2 ya
desde el inicio de la lesion (Figuras 19 y 21, Figuras 22 y 23). Nuestros resultados
indican también que la quinasa ROCK2, de alguna manera, debe actuar en la
reparacion tras la HIP, puesto que su asociacion con el volumen de lesion se
mantiene en el tiempo (Figuras 21C y 23C). ROCK2 tendria un papel en el
balance entre dafio/reparacion (Figuras 24-27), que es el que finalmente
condiciona la recuperacion funcional de los pacientes (Gomez-Sanchez et al.,
2011, Rodriguez et al., 2017). Por tanto, hemos identificado polimorfismos en el
gen Rock2 que, a través de la modulacion de estas vias de dafio y reparacion
cerebral estarian condicionando el prondstico de pacientes de HIP. Ademas,
posicionamos a ROCK2 como una importante diana terapéutica a tener en cuenta

para posibles intervenciones futuras en el contexto de la HIP.
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3. ACTIVIDAD DE ROCK2 TRAS LA HEMORRAGIA
INTRAPARENQUIMATOSA

De los estudios clinicos se infiere que existe una fuerte asociacion de los
polimorfismos rs978906 y Thr431Asn, que afectan a la expresion y actividad de
ROCK2 respectivamente, con el pronostico funcional de pacientes con HIP. Asi
mismo, queda patente la relacion con el volumen de lesion en el momento del
dafio. Para conocer cudl es la dinamica de ROCK?2 vy si, efectivamente, se estan
produciendo cambios en la actividad de la proteina empleamos modelos animales.
Esto permitirda mejorar la comprension de los procesos fisiopatolégicos implicados

en la hemorragia cerebral (Senn et al., 2014)

3.1. Analisis de los niveles de ROCK2 tras la hemorragia

intraparenquimatosa

Teniendo presente que el tamafio y la localizacion de la lesién son factores
criticos tanto en humanos como en roedores (Broderick et al., 1993; MacLellan et
al., 2008), se empleé un modelo experimental de hemorragia intraparenquimatosa
en ratones, que genera un sangrado en una localizaciéon concreta y de forma
controlada (Figura 28). Mediante inyeccion de colagenasa en los ganglios basales
se logra un sangrado continuo durante las primeras horas y una expansion
gradual del hematoma que perfila una lesion similar a la observada en humanos

(MacLellan et al., 2008).

Sham HIP

Figura 28. Imagen representativa del sangrado tras la inyeccion de
colagenasa. Seccion de cerebro de dos animales, uno Sham, donde se realiza
todo el procedimiento sin inyectar la enzima y uno donde si se ha producido la

lesion (HIP) 24 horas antes.
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El animal inyectado muestra una lesion hemorragica que es evidente a las 24
horas, momento en el cual se alcanza el maximo volumen de sangrado y a partir
del cual se evidencia la reabsorcion del hematoma, practicamente inapreciable a
los 7 dias de la inyeccion (Rodriguez et al., 2017). De manera que tenemos la
posibilidad de estudiar lo que sucede en el momento agudo y una vez se activan

los fendmenos de reparacion cerebral (Figura 29).

Se estima que el cerebro humano tiene un volumen de 1.300 cm®. Volumen que
puede variar y determinar el prondstico funcional de pacientes tras un ictus
(Schirmer et al., 2020). Hemos visto en el estudio clinico que el volumen de lesién
también es un factor determinante en el estado de los pacientes (Tabla 11) y su
evolucién tras la HIP. Mediante un calculo sencillo se puede estimar que los
pacientes con buen y mal prondstico reclutados en la cohorte de HIP tendrian una

afectacion en torno al 1% y 3% del cerebro, respectivamente.

Cabe mencionar que el modelo empleado para estudiar la HIP in vivo es
altamente reproducible y permite obviar la variabilidad del volumen de lesion
observada en humanos y la influencia que esta ejerce en el pronéstico. Ademas,
el control de la dosis de enzima permite modular el alcance de la lesion, de
manera que podemos intentar equiparar la lesibn a la media observada en
humanos. En la Figura 29 se observan los valores obtenidos con los animales

sometidos a estudio.
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Figura 29. Volumen de lesion tras la HIP experimental. (A) Seccion de cerebro
indicando el area lesionada a las 24 horas y 7 dias tras la HIP experimental; (B)
Volumen de lesion (mms3) observado tras aplicar la féormula 0,5 x Ax B x C y (C)
corregido por edema para representar el porcentaje de hemisferio afectado. Los
valores se expresan como media + SEM (n=4 animales por grupo) *p<0,05

respecto a la condicion 24 horas.

Trabajos anteriores del grupo han demostrado que el volumen de lesion tras la
hemorragia intracerebral se asocia con los mecanismos de muerte celular por
apoptosis (Gomez-Sanchez et al., 2011; Rodriguez et al., 2017; Rodriguez et al.,
2018). Esto esta intimamente ligado a la neovascularizacion y recuperaciéon
funcional (Rodriguez et al., 2017). Lo que hasta el momento se desconoce, es el
papel de las quinasas ROCK en la fisiopatologia de la hemorragia y su implicacion
en los fendbmenos de dafio/reparacion cerebral. En concreto, nos interesa ROCK2,
no sélo por su papel en el prondstico funcional de pacientes con HIP, como hemos
visto en el estudio clinico, sino por su implicaciéon en los procesos de integridad
dendritica (Bobo-Jiménez et al., 2017). Ademas, ROCK2 es la isoforma mas

abundante en el SNC (Lu et al.,, 2020), una observacion que también hemos
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realizado en nuestros animales mediante estudios de western blot con muestras

de tejido cerebral de raton (Figura 30).
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Figura 30. Expresion diferencial de isoformas ROCK en cerebro de ratén. (A)
Blot representativo del analisis de expresion de las proteinas ROCK1 y ROCK2 en
hemisferio cerebral derecho (HDcho) e izquierdo (Hlzqdo) de animales Sham, sin

dafio hemorragico. Se utilizé GAPDH como control de carga.

Para analizar si los niveles de ROCK2 varian en cerebro después de la HIP,
utilizamos ratones sometidos al modelo experimental. Tras cuantificar los
resultados obtenidos, no observamos diferencias significativas entre ambos
hemisferios, contralateral e ipsilateral, y tampoco pudimos evidenciar una
acumulacién de ROCK2 en el tiempo (Figura 31). Cabe mencionar que todos los
animales estudiados presentaban un volumen de lesién similar, tanto a las 24
horas como a los 7 dias (Figura 31). Seria interesante analizar en un futuro si los
niveles de la proteina se correlacionan con el tamario inicial de la lesion o bien si
la modulacion de los niveles de ROCK2 mediante inhibidores selectivos o
experimentos de silenciamiento (knockdown) en neuronas protege frente al dafio

hemorragico.
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Figura 31. Expresion de ROCK2 tras la HIP. (A) Blot representativo del andlisis
de expresion de ROCK2 en hemisferio contralateral (Contra) e ipsilateral (Ipsi) de
animales tras las HIP. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. La abundancia de
ROCK2 se cuantificéd en cada animal respecto al valor obtenido en el hemisferio
contralateral. Se representan los valores obtenidos en 7 experimentos (con
muestras procedentes de n=3 animales por grupo), asi como los valores medios +

SEM de cada condicion.

3.2. La actividad de ROCK2 varia tras la hemorragia intraparenquimatosa

La activacion de ROCK2 es deletérea para las células y contribuye a la retraccién
de las neuritas y al colapso axonal después de una lesion (Koch et al., 2014; Stern
et al., 2021). Por otro lado, las quinasas ROCK son potenciales dianas de terapias
vinculadas con ictus por su papel regulador de la contractilidad, la motilidad y la
proliferacion celular en células fundamentales para la fisiopatologia de la isquemia
cerebral (Rikitake et al., 2005; Shi et al.,, 2016b; Sladojevic et al., 2017). Sin
embargo, todavia se desconoce el papel especifico de ROCK2 y su intervencion

en fendbmenos de dano tras la HIP.

Una de las dianas mas conocidas de ROCK2 es la cadena ligera de la miosina

(MLC) (Moreno-Lopez et al. 2011), que se fosforila de manera directa o
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indirectamente mediante la fosforilacion inhibitoria de la miosina fosfatasa (MLCP).
En concreto, ROCK2 fosforila la subunidad reguladora de esta enzima, conocida
como MYPT-1 o MBS, porque es la subunidad de unidn a miosina. Asi, analizando
la cantidad de MBS fosforilada (P-MBS) se puede inferir la actividad de la quinasa

ROCK2 en cerebro (Bobo-Jiménez et al., 2017).

En la literatura se encuentran trabajos que simplemente correlacionan los niveles
de P-MBS con la actividad de ROCK2. No obstante, nosotros consideramos que
los niveles de MBS no fosforilado son importantes para determinar el cociente
entre ambas proteinas y afinar ain mas en la cuantificacion (Bobo-Jiménez et al.,
2017). Por este motivo, se realizaron experimentos de western blot para

determinar tanto MBS (Figura 32) como P-MBS (Figura 33) en tejido.
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Figura 32. Expresion de MBS después de la HIP. (A) Blot representativo del
analisis de expresion de MBS en hemisferio contralateral (Contra) e ipsilateral
(Ipsi) de animales tras las HIP. Se muestran dos exposiciones, baja (low) y alta
(high). GAPDH se utiliza como control de carga. (B) La abundancia de MBS se
cuantificé en cada animal respecto al valor obtenido en el hemisferio contralateral.
Se representan los valores obtenidos en 7 experimentos (con muestras
procedentes de n=3 animales por grupo), asi como los valores medios + SEM de

cada condicion.
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Observamos un ligero descenso de MBS a las 24 horas, pero no es significativo.
Tampoco a los 7 dias tras la HIP vemos diferencias en los niveles de esta proteina
(Figura 33). Sin embargo, a este tiempo si se observa una disminucion en la
fosforilacion, de modo que los niveles de P-MBS son inferiores en el hemisferio

ipsilateral que en el contralateral (Figura 33).
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Figura 33. Expresion de P-MBS tras la HIP. (A) Blot representativo del andlisis
de expresién de P-MBS en hemisferio contralateral (Contra) e ipsilateral (Ipsi) de
animales tras las HIP. Se muestran dos exposiciones, baja (low) y alta (high).
GAPDH se utiliza como control de carga. (B) La abundancia de P-MBS se
cuantificé en cada animal respecto al valor obtenido en el hemisferio contralateral.
Se representan los valores obtenidos en 7 experimentos (con muestras
procedentes de n=3 animales por grupo), asi como los valores medios + SEM de

cada condicion.

Cuando calculamos el ratio entre la forma fosforilada (P-MBS) y la no fosforilada
(MBS) los resultados no varian, si bien las diferencias se hacen mas evidentes. La
Figura 34 muestra un ligero aumento de la actividad de ROCK2 a las 24 horas tras

la HIP y un descenso significativo a los 7 dias.
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Resulta dificil sacar conclusiones sobre el papel de ROCK2 en el momento agudo.
La dispersion de los datos observada podria deberse a variaciones
interindividuales mas sutiles en los procesos inflamatorios y a la heterogeneidad
de células movilizadas tras el dafio hemorragico (Mracsko et al., 2014; Li et al.,
2020). ROCK2 se expresa principalmente en neuronas, aunque Su expresion
también es evidente en otras células presentes en el SNC después del dafio,
como son las células endoteliales, las células musculares lisas vasculares, y la
glia, aunque en menor medida (Lu et al. 2020). ROCK2 también se expresa en
plaquetas y leucocitos que participan activamente en la fisiopatologia de la
enfermedad (Hammond et al., 2012; Ziai et al., 2013). Por tanto, para analizar el
papel de la proteina a nivel neuronal seria conveniente realizar estudios de
marcaje especifico, modulacién de ROCK selectivamente en estas células o bien
un analisis preliminar in vitro para cuantificar tanto nivel como actividad de la

guinasa.

Por otro lado, la disminucién en la actividad de ROCK2 observada a los 7 dias tras
el dafo podria justificarse como una medida compensatoria del organismo para
favorecer los fenébmenos de reparacion cerebral, algo inexplorado hasta el

momento.
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La inhibicién selectiva de ROCK2 sera fundamental para descifrar el papel de esta
quinasa en la HIP. Nuestro estudio sugiere que la ventana terapéutica para el uso
de los inhibidores de ROCK2 debe ser minuciosamente estudiada. Esto puede dar
cuenta de los resultados contradictorios recopilados en la literatura con ensayos
gue emplean inhibidores como fasudil o su derivado hidroxifasudil en el contexto
de la isquemia cerebral o la prevencion de vasoespasmo (Saito et al., 2015; Chan

et al., 2017; Daou et al., 2019).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el control de la actividad de
ROCK?2 va a tener un efecto fundamental en el volumen de lesién y los fenémenos
de reparacion cerebral tras la HIP. Los resultados soportan una participacion de
ROCK2 en el balance entre el dafio/reparacion tras la hemorragia. Por un lado,
ROCK2 podria afectar a la conformacion del entramado vascular y los fenébmenos
de dafio endotelial y muerte neuronal. Todo ello explicaria un mayor volumen de
lesion y peor recuperacion funcional tras el ictus. Por otro lado, podria estar
afectando a los procesos de plasticidad cerebral después de la HIP, lo que
condicionaria también la reparacion cerebral. Los resultados recogidos en la
presente memoria, por tanto, abren nuevas vias de investigacion relacionadas con

la quinasa ROCK2, que se posiciona como una posible diana terapéutica en HIP.
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A la vista de los resultados descritos en el presente trabajo de Tesis Doctoral,

podemos concluir:

1. Los polimorfismos del gen Rock2 rs978906, que regula los niveles de expresion
de la proteina, y Thr431Asn, que determina la actividad de la quinasa, condicionan
el volumen de hemorragia y el pronéstico funcional de pacientes de HIP. Estos
polimorfismos de Rock2 son responsables, al menos en parte, de la variabilidad

interindividual asociada a esta neuropatologia.

2. Las variantes polimorficas de ROCK2 que se asocian a un menor volumen de
lesion y mejor prondstico funcional tras la HIP son aquellas relacionadas con
menor nivel de expresion de la proteina y menor actividad de la quinasa, lo que
posiciona a ROCK2 como una nueva diana molecular implicada en la

fisiopatologia de la HIP.

3. Los polimorfismos de ROCK2 asociados con un mejor pronostico funcional
estan, ademas, asociados con mayores niveles séricos de factores de crecimiento
y citoquinas en los pacientes de HIP. Teniendo en cuenta la funcion esencial de
estos factores en procesos de reparacion cerebral, la modulacion de los niveles
y/o actividad de ROCK2 podria ser esencial en la activacion de mecanismos de
reparacion cerebral tras la hemorragia. La disminucién de la actividad de ROCK2 a
los 7 dias tras la hemorragia experimental apoya la posible importancia de la

inactivacion de ROCK2 en la reparacion cerebral tras la hemorragia.

4. El ligero incremento de la actividad de ROCK2 que observamos
inmediatamente tras la hemorragia experimental podria tener importancia
fisopatologica y estar implicada en dafio celular hemorragico. De hecho, los
pacientes que portan los genotipos AA rs978906 y CC Thr431Asn, con mayores
niveles y actividad de ROCK2, respectivamente, presentan mayor volumen de

lesion basal, lo que indica mayor dafio cerebral tras la HIP.
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CONCLUSION FINAL

Nuestros resultados demuestran que el prondstico funcional de los pacientes que
han sufrido una HIP estd condicionado por los polimorfismos rs978906 vy
Thr431Asn del gen Rock2. Asi, las variantes polimoérficas que determinan una
menor cantidad y actividad de ROCK2 estan asociadas con un menor volumen de
lesion y mejor prondstico tras la HIP. Por tanto, hemos identificado nuevos
biomarcadores genéticos con valor prondstico en la HIP. Es mas, la modulacion de
los niveles y/o actividad de ROCK2 podria desempefiar un importante papel en el
equilibrio entre mecanismos de dafio y reparacion cerebrales tras la hemorragia, lo
gue finalmente condiciona la recuperacion funcional de los pacientes. El presente
trabajo abre nuevas vias de investigacion sobre la funcion de ROCK2 en la HIP y
posiciona a la quinasa como una posible diana molecular a tener en cuenta en el

desarrollo de nuevas terapias en la HIP.
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