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1. Resumen 1.1. Resumen

1.1. Resumen

Introduccion: El estudio de biomarcadores relacionados con el ataque isquémico
transitorio (AIT) tiene un interés creciente en vistas a facilitar su diagnostico y mejorar
el conocimiento de los cambios fisiopatoldgicos que acontecen. La metaboldémica, que
se define como el estudio de los metabolitos moleculares de pequefio tamafio derivados
del metabolismo celular, ofrece un abordaje novedoso para la obtencion de
biomarcadores.

Objetivo: Obtener los perfiles metabolomicos de pacientes que han sufrido un AIT para
identificar biomarcadores relacionados con la recurrencia en forma de ictus isquémico
(RI), arteriosclerosis de gran vaso (AGV), patrones temporales de RI, y con los
hallazgos de la secuencia potenciada en difusion (DF) de la resonancia magnética (RM).
Métodos: Los andlisis metaboldmicos se obtuvieron mediante un sistema de
cromatrografia liquida acoplada a espectrometria de masas a partir de las muestras
plasmaticas procedentes de dos cohortes de pacientes diagnosticados de AIT reclutados
en las primeras 24 horas tras el inicio de los sintomas. La primera cohorte incluy6 a 131
pacientes y la segunda a 162. Se excluyeron a 12 pacientes del estudio con RM por
presentar contraindicaciones a la misma, 2 de la primera cohorte y 10 de la segunda.
Resultados: 35 (11,9%) sujetos sufrieron una RI. La RI, los patrones temporales de RI
y los pacientes con AGV tuvieron un perfil metabolémico especifico. Distintas
lisofosfatidilcolinas (LPC) resultaron resaltables en el analisis de las variables clinicas.
Unas concentraciones bajas de LPC (16:0) se relacionaron significativamente con RI.
La LPC (20:4) aument6 el poder predictivo de la escala ABCD? y AGV. La LPC (22:6)
destac6 como biomarcador potencial de AGV. Un total de 115 (40,9%) sujetos
presentaron una DF positiva. El patron de lesion mas frecuente resultd el fragmentado
en un territorio vascular (35,7%), que se mostr6 relacionado con AGV. Una DF positiva
y el volumen de la lesion isquémica determinaron un patrén distintivo de metabolitos.
Lisofosfolipidos y creatinina permitieron distinguir el patron de lesion subcortical de los
otros patrones.

Conclusiones: La metabolomica es un abordaje factible y util para identificar
biomarcadores de AIT con implicaciones diagnosticas y pronosticas.

Palabras clave: AIT; Metabolémica; Biomarcadores; Imagen potenciada en difusion.






1. Resumen 1.2. Abstract

1.2. Abstract

Background: The study of biomarkers related to transient ischemic attack (TIA) is
becoming more important in order to facilitate diagnosis and improve knowledge of
pathophysiological changes. Metabolomics, which is defined as the study of the small-
molecule metabolite derived from cell metabolism, offers a novel approach.

Objective: To obtain metabolic profiles in TIA patients as a way to discover
biomarkers for stroke recurrence (SR), large-artery atherosclerosis (LAA), temporal
patterns of SR, and brain diffusion-weighted (DWI) magnetic resonance imaging
(MRI).

Methods: Metabolomic analyses were performed by liquid chromatography coupled to
mass spectrometry in plasma samples from two cohorts of TIA patients recruited the
first 24 hours after the onset of symptoms. First cohort includes 131 patients and the
second cohort 162. 12 patients were excluded from MRI analysis due to
contraindications to perform this study, 2 from the first cohort and 10 from the second
cohort.

Results: SR was suffered by 35 (11.9%) subjects. SR, temporal patterns of SR and
patients with LAA had a specific metabolomic profile. Different
lysophosphatidilcolines (LPC) were remarkable in the analysis of clinical variables.
Low concentrations of a specific LPC (16:0) were significantly associated with SR.
LPC (20:4) increased the prediction power of ABCD? scale and LAA. LPC (22:6)
aroused as a potential LAA biomarker. Positive DWI was observed in 115 (40.9%)
subjects. Scatterred pearls in one arterial territory was the most frequent lesion pattern
(35.7%) and was related to LAA. Positive DWI and ischemic lesion volume exhibited a
distinctive pattern of metabolites. Lysophospholipids and creatinine differed the
subcortical DWI pattern from other patterns.

Conclusions: Metabolomics represents a feasibility and useful approach to identify TIA
biomarkers with diagnostic and prognostic implications.

Keywords: TIA; Metabolomics; Biomarkers; Diffusion-weighted imaging.






1. Resumen 1.3. Resum

1.3. Resum

Introducci6: L’estudi del biomarcadors relacionats amb I’atac isquémic transitori (AIT)
esta adquirint un interés creixent per tal de facilitar el seu diagnostic i millorar el
coneixement dels canvis fisiopatologics que esdevenen. La metabolomica, definida com
I’estudi dels metabolits de petita mida derivats del metabolisme cel-lular, ofereix un
abordatge innovador per a I’obtencié de biomarcadors.

Objectiu: Obtenir els perfils metabolomics dels pacients que han patit un AIT per
identificar biomarcadors relacionats amb la recurrencia en forma d’ictus isquémic (RI),
arteriosclerosi de gran vas (AGV), patrons temporals de RI, i amb les troballes de la
seqiiéncia potenciada en difusi6 (DF) de la ressonancia magnética (RM).

Métodes: Els analisis metabolomics es van obtenir mitjangant un sistema de
cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses a partir de les mostres
plasmatiques procedents de dues cohorts de pacients amb AIT reclutats en les primeres
24 hores des de ’inici dels simptomes. La primera cohort va inclure a 131 pacients i la
segona a 162. Es van excloure 12 pacients de l’estudi amb RM per presentar
contraindicacions a la seva seva realitzacio, 2 de la primera cohort i 10 de la segona.
Resultats: 35 (11,9%) individus van patir una RI. La RI, els patrons temporals de RI i
els pacients amb AGV van obtenir un perfil metabolomic especific. Diferents
lisofosfatidilcolines (LPC) van resultar ressaltables en 1’analisi de les variables
cliniques. Unes concentraciones baixes de LPC (16:0) es van relacionar
significativamnet amb RI. La LPC (20:4) va augmentar el poder predictiu de 1’escala
ABCD? i AGV. La LPC (22:6) es va destacar com a biomarcador potencial ’AGV. Un
total de 115 (40,9%) individus van presentar una DF positiva. El patrd de lesié més
freqlient va resultar el fragmentat en un territori vascular (35,7%), que es va mostrar
relacionat a AGV. Una DF positiva i el volum de lesio isquémica van determinar un
patr6 distintiu de metabolits. Lisofosfolipids i creatinina van permetre distingir el patro
subcortical dels altres patrons.

Conclusions: La metabolomica és un abordatge factible 1 1til en la identificacié de
biomarcadors d’AIT amb implicacions diagndstiques i pronostiques.

Paraules clau: AIT; Metabolomica; Biomarcadors; Imatge potenciada en difusio.
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2.1. Evolucion de la definicion de ataque

2. Introduccion C o .
isquémico transitorio

2.1. Evolucion de la definicion de ataque
isquémico transitorio

Definir el término ataque isquémico transitorio (AIT) no ha resultado sencillo puesto
que a lo largo de la historia se han publicado distintas definiciones, que no han estado
exentas de cierta controversia. La esencia del concepto de AIT se puede adoptar a través
de la vision pragmdtica de L. R. Caplan. Transitorio implica temporal; isquémico

identifica la causa y ataque implica una instauracion stbita y una duracion limitada!.

2.1.1. Recorrido historico

Histéricamente se ha atribuido a Sir Thomas Willis la primera y somera descripcion
escrita de AIT. A finales del siglo XVII, Willis escribid: “The irradation of the spirits is
wont to be interrupted with little clouds, as it were, scattered here and there but in the
former, the same is forthwith darkened and undergoes total eclipse’™. Si bien,
Hipocrates se habia percatado de estos fendmenos transitorios ya en el siglo V a.C.3.
Evidentemente, esta descripcion no adquiere la precision que se le demanda en el
presente. Los tratados médicos de los siglos dieciocho y diecinueve también incluian
entidades similares®. Con la llegada del siglo veinte los escritos de los neurdlogos
Gowers y Osler incluyeron la observacion de que se podian desarrollar episodios de
advertencia previos al ictus?*, pero sin llegar a utilizar el término AIT. Hunt caracterizd
en 1914 lo que denomind como ‘“amagos” de hemiplejia y claudicacion cerebral
intermitente®. El trabajo de C. M. Fisher publicado en el afio 1951 centrado en la
patologia de la arteria cardtida interna (ACI) supone un claro salto cualitativo. En dicho
escrito Fisher enunciaba los “fugaces ataques prodromicos” en forma de afectacion
motora, sensitiva, del lenguaje, ceguera unilateral, o0 mareo que a menudo precedian al
ictus en los pacientes con patologia ateromatosa a nivel de la arteria carotida®. El
término AIT surgi6 durante las dos primeras Princeton Cerebrovascular Disease
Conferences, que tuvieron lugar en 1954 y en 1956’. En dichos encuentros se barajaron
otras nomenclaturas como insuficiencia vascular intermitente, ataques isquémicos

recurrentes, ataques isquémicos recurrentes cerebrales focales, o isquemia cerebral
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transitoria. De nuevo, Fisher en la Second Princeton Cerebrovascular Conference
aportd una descripcion mas moderna. Constatd que los AIT tenian una duracion desde
unos pocos segundos a diversas horas, siendo la duraciéon mas comin desde unos pocos
segundos a 5 0 10 minutos®. Tres afios mas tarde, durante la Third Princeton
Cerebrovascular Conference, evocd una definicion que ilustra con mayor detalle el
significado de AIT. Fisher describio el AIT como “ocurrencia de uno o multiples
episodios de disfuncion cerebral cuya duraciéon no es mayor a una hora y que no
ocasionan secuelas™. Sin embargo, inicialmente no se consiguié un consenso en cuanto
a la duracion que debia tener el AIT como demuestra el hecho que en 1964 se
publicaron dos series de pacientes, por Acheson y Hutchinson!® y por Marshall'!, que
consideraban una duracién de menor a una hora o menor a 24 horas, respectivamente.
El consenso para la duracion del AIT se alcanzaria en la Fouth Princeton

Cerebrovascular Conferences de 1965: menor a 24 horas’.

2.1.2. La definicion clasica de 1975

La definicion clasica se consolidd en el afio 1975 a través del comité ad hoc del
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke, que
establecié que el AIT era una disfuncion neurolégica de una duracion inferior a 24
horas y causada por una isquemia cerebral focal o retiniana con tendencia a la
recurrencia!?, La Organizacion Mundial de la Salud adopté esta definicion en 1988!3,
En esa misma publicacion también se recoge el término déficit isquémico neurologico
reversible (RIND, en sus siglas en inglés), que englobaria una duracion de un dia a tres
semanas'?. La definicion de AIT de 1975 fue, y sigue siendo, de gran utilidad en tanto
que proporcioné a la comunidad médica de una herramienta sencilla y uniforme para
consensuar su diagnostico. Sin embargo, en el tiempo en que fue promulgada la
definicion clésica no se disponia de las herramientas de neuroimagen que avalasen la
presencia o ausencia de lesiones isquémicas cerebrales. Por otro lado, el amparo de la
marca temporal inferior a 24 horas fue arbitrario, con pocos datos clinicos objetivos!4.
Con el devenir de los estudios clinicos focalizados en el mayor conocimiento del AIT y
los avances en la neuroimagen, esencialmente la tomografia computerizada (TC) y

resonancia magnética (RM), surgio la necesidad de instaurar una nueva definicion. Con
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este fin se constituy6 un grupo de expertos en el seno del 7/4 Working Group en los
albores del afio 2000'°.

Otra critica que recae sobre la definicion tradicional de AIT es que puede subyacer un
atisbo de benignidad, a pesar que el AIT se sustenta en un compromiso arterial
principalmente de la circulacion cerebral'®. Esta ficticia sensacion de benignidad
asociada al mismo desconocimiento de esta enfermedad han condicionado que
histéricamente el AIT haya pasado desapercibido en una proporcién no desdefiable de
pacientes, como pone de relieve el hecho que aproximadamente un tercio de los
individuos no solicitan una valoracion clinica de su sintomatologia ante una AIT', o
que por ejemplo en una encuesta sobre mas de 1.800 personas se identifica mas el dolor
toracico que la hemiparesia como signo de alarma de la enfermedad cerebrovascular!'®,
De igual modo, desde la atencion sanitaria también se ha llegado a tratar el AIT de un
modo incorrecto, sin otorgarle ni la prioridad ni la importancia que los estudios

evolutivos han demostrado!®-2!

. Bajo una perspectiva actual, el AIT (isquemia que
ocasiona sintomas pero no infarto) y el ictus isquémico (infarto del tejido del sistema
nervioso central)!é, forman parte de un mismo proceso implicado en la isquemia

cerebral??

. Ambos son marcadores de un reducido flujo sanguineo cerebral y de un
mayor riesgo de discapacidad y muerte!S. Se ha estimado que entre un 12 a un 30% de
los pacientes que han sufrido un ictus isquémico refieren haber padecido previamente
un AIT, habiendo acontecido éste ultimo en las dias previos al ictus en un cuarto de
estos pacientes?*>**. Desde un punto de visto fisiopatologico, la transicion de isquemia a

infarto es compleja dado que, mas alld del factor tiempo, intervienen el grado de

isquemia, la extension de la circulacion colateral, o la demanda metabolica?’.

2.1.3. Justificacion y descripcion de la primera actualizacion de la

definicion clasica

En el afio 2002 se publicd una actualizacion de la considerada definicion tradicional,
que consideraba al AIT como “un episodio breve de disfuncidon neurologica causado por
una isquemia cerebral focal o retiniana, con unos sintomas clinicos de una duracion
tipicamente inferior a una hora, y sin evidencia de infarto agudo™?. Estas

trascendentales modificaciones se sustentaban en la consideracion que AIT implica no
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permanencia y, en consecuencia, la evidencia de infarto no puede ser sugerente de AIT
independientemente de la duracion de los sintomas!. Con la nueva definicion tisular se
pretende establecer un paralelismo con la cardiopatia isquémica, dado que se podria
equiparar el AIT con la angina (cardiopatia isquémica sin desarrollo de infarto de
miocardio) y el Icl con el infarto de miocardio. El mayor conocimiento adquirido desde
la instauracion de la descripcion clasica de 1975 ha promovido el surgimiento de una
argumentacion que abogaria por su actualizacion. El argumentario a favor de la nueva
definicion se centra basicamente en dos aspectos: la duracion y los hallazgos de los
estudios de neuroimagen.

El andlisis de los resultados de estudios que recogieron informacion sobre la duracion
del AIT hall6 que en la mayoria de las ocasiones la sintomatologia presenta una
duracion inferior a una hora. En las ocasiones en las que la duracion fue superior a una
hora, generalmente, persistieron los signos neuroldgicos'. Dyken y colaboradores
evidenciaron, sobre una muestra de 1.307 pacientes, que la duraciéon media del AIT en
el territorio de la arteria cardtida era de 14 minutos, y de 8 minutos para los de la
circulacion posterior?S. Ese mismo afio, otro grupo analizo a 50 pacientes que habian
sido diagnosticados de AIT en relacion a la afectacion de la arteria carétida. Observaron
que en la mitad de esta serie de pacientes la duracion de la sintomatologia fue igual o
inferior a 15 minutos y que en aproximadamente el 50% de éstos los episodios tuvieron
una duracion de 1 a 5 minutos?’. Otro estudio que considerd a 382 pacientes
hospitalizados constatd que el AIT se resolvid en la mitad de los casos dentro de los
primeros 30 minutos?®. Considerando solo éstos, el 24% los sintomas se solucionaron en
los cinco primeros minutos y en el 39% a los 15 minutos. Kimura y colaboradores
observaron que aproximadamente la mitad de una muestra de 81 pacientes consecutivos
diagnosticados de AIT presentaron una duracion de los sintomas inferior una hora. Para
ser mas concretos, 23 pacientes sufrieron un AIT inferior a 15 minutos®.

Por tanto, establecer como definitorio de AIT una duracion inferior a 24 horas sugiere
inexactitud y poca precision. Existe otro razonamiento que respalda la modificacion del
limite temporal de la definicion de AIT. La aprobacion del activador tisular del
plasmindgeno recombinante (rtPA) en 1998 por la estadounidense Food and Drug
Administration y en 2003 por la Agencia Europea del Medicamento cambio
diametralmente el tratamiento del ictus isquémico agudo®’. En la actualidad, estd
aceptado que el rtPA pueda infundirse en las primeras 4,5 horas tras el inicio de los

sintomas del ictus®!¥2. Por consiguiente, el criterio temporal de 24 horas del AIT podia
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generar una actitud excesivamente expectante en los Servicios de Urgencias con el
riesgo de consecuencias perniciosas para los pacientes®®. Cabe destacarse que tras una
duracion de los sintomas de 160 minutos, la probabilidad de una restitucion ad integrum
a las 24 horas es inferior al 5%%. Por otro lado, esta establecida la relacion positiva
entre la administracion temprana del rtPA y el prondstico de los enfermos®*.

La instauracién de los estudios de neuroimagen en los centros sanitarios ha puesto de
manifiesto que no es extrafio hallar lesiones compatibles con infartos cerebrales en
pacientes que han padecido una sintomatologia neuroldgica autolimitada. Estos
hallazgos ponen en entredicho el concepto preconcebido de que el AIT es un ente
transitorio y, por tanto, no causante de muerte celular irreversible o infarto!. El avance
que supuso la llegada de la TC a los centros de diagnostico por la imagen precedi6 a la
revolucion de la RM. Una de las primeras publicaciones que estudio a los pacientes que
habian sido diagnosticados de AIT mediante TC es la de Perrone y colaboradores®. Se
reclutaron a 35 pacientes que habian sufrido un AIT y se observo que en un 34% de los
casos la TC mostraba pequefias areas hipodensas compatibles con lesiones isquémicas.
Estudios mas recientes situan en el 4% el porcentaje de pacientes con AIT que
presentan lesiones compatibles en la TC®. En un intento de definir estas situaciones, se

acufio el término “infarto cerebral con déficit transitorio’’

. La instauracion de la RM y
de las distintas secuencias especificas incidid en este aspecto. Se considera que la RM
tiene una mayor sensibilidad para la identificacion de lesiones isquémicas agudas y para
la distincion de infartos en diferentes estadios temporales®®. En este punto emerge la
secuencia potenciada en difusiéon (DF) como de especial importancia. En lineas
generales, la RM pone de manifiesto imagenes compatibles con infarto agudo en
aproximadamente un tercio de los pacientes que serian diagnosticados de AIT con la
definicion de 1975%°. Avances en el conocimiento de la plasticidad cerebral han
demostrado que una pronta resoluciéon clinica de los déficits ocurre frecuentemente
debido a la rapida adaptacion del cerebro y a la reorganizacion funcional que condiciona
el dafio permanente, y no a la preservacion completa del parénquima cerebral*. La
importancia de identificar alteraciones en las secuencias de difusion de la RM también
reside en que se ha considerado como un factor de riesgo de recurrencia*!. Los avances
en el conocimiento de la fisiopatologia, en neuroimagen y en el tratamiento agudo del
ictus isquémico condenaron el concepto de RIND, que se considera anticuado en la

actualidad®.
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2.1.4. Criticas a la definicion de 2002

La actualizacion de la definicion de AIT publicada en el afio 2002 generd

controversia*?#4

, 81 bien contd con el apoyo de expertos, comités cientificos y se utilizd
en ensayos clinicos*®. En el afio 2009 un grupo de expertos, en el seno de la American
Heart Association / American Stroke Association Council (AHA/ASAC), publicaron un
documento de consenso que consideraba detenidamente los diferentes aspectos de la
definicion!®. Uno de los reproches fue la necesidad de disponer de un estudio de
neuroimagen. Segun la definicion tisular, el diagnéstico de AIT depende de la
disponibilidad de un centro que cuente con los recursos para realizar una TC o una RM
y con experiencia para la valoracion de la relevancia de una imagen compatible con
infarto, en el caso de hallarse*?. Sin embargo, en la actualidad no es cuestionable la
realizacion de un estudio de neuroimagen para la valoracion inicial de un AIT#. El
cambio de criterio basado en la no evidencia de lesion tisular en la definicion del AIT
implica inexorablemente una modificacion en cuanto al nimero de pacientes que segun
la definicion de 1975 serian diagnosticados de AIT. Los pacientes que han sufrido una
sintomatologia menor a las 24 horas y que presentan una lesion isquémica en los
estudios de neuroimagen serian excluidos. Hay autores que han afirmado que esta
modificaciéon compromete la capacidad para establecer comparaciones con estudios
realizados antafio o en regiones que no dispongan de RM. En este sentido, una
publicacion concluyd que con la adopcion de la definicion de 2002 se reduce la
incidencia anual de AIT en un 33% (con un rango de analisis de sensibilidad del 19 al
44%) y se incrementa la de ictus isquémico en un 7% (con un rango del 4 al 10%)*.
Con la finalidad de remediar esta limitacion el documento de consenso de 2009
recomienda simplemente recoger la duracion de los sintomas de los episodios'®. Los
autores de la definicion de 2002 fueron mds expeditivos y sugirieron el término AIT
clinicamente probable para aquellos estudios epidemioldgicos que engloben
localizaciones donde no se disponga de neuroimagen'®. También se ha destacado que
esta definicion puede resultar confusa para los profesionales sanitarios que se enfrenten
inicialmente a un episodio transitorio en relacion a una sospecha de isquemia cerebral.
Con el fin de solucionar la presumible duda de nomenclatura, se ha sugerido el término
sindrome neurovascular agudo hasta que no pueda completarse de un modo apropiado

el diagnostico'®. De un modo similar, Kidwell y Warach enunciaron el sindrome
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cerebrovascular isquémico agudo para incluir el AIT y el ictus isquémico*’. El cambio
de nomenclatura desperto las inquietudes respecto al uso del tratamiento fibrinolitico*.
Seglin la “Guia para el tratamiento del infarto cerebral agudo” realizada por el Comité
ad hoc del Grupo de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de
Neurologia, un ictus isquémico acaecido en los 3 meses previos es un criterio de
exclusion para la administracion de rtPA ante un nuevo ictus isquémico agudo, no
cumpliéndose esta contraindicacion en el caso del AIT*%, La duda surge ante la
evidencia de infarto en los estudios de neuroimagen practicados a pacientes que han
presentado una sintomatologia transitoria y que previamente hubieran sido
diagnosticados de AIT. Sin embargo, los mismos autores de la definicion de 2002
respondieron que el riesgo de transformacion hemorrdgica asociado al tratamiento
fibrinolitico estd mas relacionado con la extension de la lesion que con la duracion de
los sintomas!*. McKinney y colaboradores determinaron que la tasa de hemorragia
intracraneal sintomatica tras la infusion de rtPA en pacientes con ictus isquémico agudo
precedido de un AIT reciente es similar a aquellos que no habian sufrido un AIT
reciente®. Otra publicacion que incluy6 a pacientes de nuestro entorno alcanzé unas
conclusiones similares®.

La definicion de 2002 realiza, de nuevo, una mencion al factor tiempo.
Especificamente, describe “tipicamente inferior a una hora”. Sin embargo, no se ha
podido enunciar un limite temporal de los sintomas con la suficiente sensibilidad y
especificidad como para que distinga a los pacientes que vayan a sufrir un infarto a

nivel tisular de aquellos que no®!.

2.1.5. Definicion actual de AIT

Con el fin de responder a las inquietudes que plantea la interpretacion de la definicion
de AIT del afio 2002, en 2009 naci6 un documento de consenso auspiciado por la
AHA/ASAC. Se defini6 el AIT como “un episodio transitorio de disfuncion neurologica
ocasionado por una isquemia cerebral focal, medular, o retiniana, sin infarto agudo™'®.
Por tanto, continua prevaleciendo la valoracién tisular aunque sin establecer ni

limitaciones ni recomendaciones en cuanto a la duracion.
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La disertacion sobre la evolucion de la definicion de AIT puede vislumbrar que se trata
de un tema controvertido. Este hecho explica que la mayoria de estudios sobre el AIT

sigan empleando la definicion clasica™.

Mas alla de definiciones tedricas y de centrarse en diferenciar un AIT de un ictus
isquémico, se debe enfatizar que la piedra angular recae en determinar la causa con el
fin de establecer el tratamiento adecuado con la maxima celeridad posible en vistas a

reducir el riesgo a corto y largo plazo'.
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2.2. Epidemiologia del ataque isquémico
transitorio

El manejo de toda entidad patoldgica implica conocer su impacto en la poblacion. En

este apartado se revisara la informacion epidemiologica del AIT.
2.2.1. Consideraciones previas

A diferencia del ictus, el conocimiento epidemioldgico del AIT resulta complejo. En la
actualidad su diagndstico no esta sujeto a unas pruebas complementarias que indiquen
sin ningun atisbo de duda que se trata de un AIT?. Por otro lado, generalmente y a tenor
de la duracion de los sintomas, el paciente no presentara signo neurologico alguno
cuando sea valorado por el personal sanitario. Ademas, es preciso considerar la
existencia de otros cuadros patolégicos, tales como auras migrafiosas o crisis
epilépticas, que por su presentacion en forma de sintomas neuroldgicos transitorios
focales deficitarios pueden asemejarse a un AIT. También hay que incidir en el
conocimiento inadecuado de los sintomas y signos asociados al AIT tanto por parte de
los pacientes como del personal del sistema sanitario®®. Se ha recogido que un 60% de
los pacientes que eran derivados a los Servicios de Urgencias con la sospecha
diagnostica inicial de AIT, por haber padecido un episodio neurolégico transitorio focal,
acababan siendo diagnosticados de otra entidad®*; o que mas de un tercio de los
pacientes no consultaran en las primeras 24 horas!’. Se ha sugerido que la ausencia de
conocimiento del AIT es un factor de confusion para el establecimiento de su impacto y

13°. En un estudio realizado en nuestro entorno mediante el envio

extension poblaciona
de una encuesta electronica a personal médico y de enfermeria de Atencion Primaria se
constatd que el conocimiento de la actitud ante un AIT era correcto en la mayoria de los
casos. No obstante, también reflejo que era preciso mejorar el conocimiento de la
sintomatologia de los AITS. La evolucion en las definicion de AIT puede jugar un
papel en la dificultad para establecer comparaciones entre los distintos estudios. En el
afio 2003 se publico un estudio que pretendid aplicar un modelo para establecer el

impacto de la adopcion de la definicion del AIT del afio 2002. Dicha definiciéon se

basaba en la demostracion de ausencia de lesion tisular, en contraposiciéon con la
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definicion previa, que sdlo establecia una duracion de los sintomas inferior a 24 horas*®.
La publicacién constatdé que la incidencia anual de AIT en los Estados Unidos de
América (EUA) se reduciria entre el 19 y el 44%, mientras que la de ictus se
incrementaria del orden de un 4 a un 10%. Respecto a esta consideracion, un documento
de consenso de la AHA/ASAC afirmaba que la aplicacion del nuevo criterio de AIT
modificaria modestamente las tasas de incidencia y prevalencia'®. Una evidencia de la
dificultad que entrafia el diagnostico del AIT se puede hallar en la disparidad de valores
del coeficiente kappa obtenidos en distintos estudios con el fin de establecer la
concordancia interobservador, incluso entre neurdlogos expertos. Asi, se han
identificado unos coeficientes kappa de 0,11, a través de la valoracion de la historia
clinica, hasta 0,65, si se empleaba un protocolo estandarizado de diagnostico®’. Todo
ello ha redundado en una infraestimacion del AIT'®. Otra dificultad que se ha destacado
es la interferencia ocasionada por el perfil de los estudios de incidencia. Asi, desde el
grupo de investigacion britdnico de Rothwell y colaboradores se ha incidido en la
importancia de basarse en estudios guiados por una metodologia poblacional mas que
en los de base hospitalaria®®. A estos Gltimos se le ha atribuido la posibilidad de caer en
diversos sesgos, tales como cambios en los criterios de derivacion, de ingreso, el
seguimiento de los pacientes ambulatorios, o susceptibles de las inexactitudes de la
codificacion diagnoéstica. Aunque también los estudios de base poblacional cuentan con
debilidades. Entre éstas cabe mencionar el hecho que impliquen un mayor esfuerzo de
tiempo y recursos; no se van a poder incluir los pacientes que o no consultan a los
servicios médicos o han estado mal diagnosticados desde la atencion sanitaria primaria;
y que la estadisticas de mortalidad no se recogen de modo fiable®. La incidencia del AIT
en los EUA se ha cuantificado entre 200.000 y 500.000 casos por afio con una
prevalencia de aproximadamente 5.000.000 de individuos®. Se ha puesto de manifiesto
que los datos epidemiologicos de las enfermedades cerebrovasculares pueden variar en
funcion del ambito geografico®, por ello se ha pretendido realizar un especial hincapié

a los estudios nacionales.
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2.2.2. La incidencia del ataque isquémico transitorio

Resultados del estudio IBERICTUS

La tasa de incidencia concentra el nimero de casos nuevos de una enfermedad, en el
caso que nos ocupa de AIT, por unidad de tiempo por unidad de poblacion en riesgo.
Generalmente se expresa como el numero de casos nuevos por cada 1.000 6 100.000
habitantes en situacion de riesgo por afio. Tratar la incidencia del AIT en Espafia pasa
inevitablemente por destacar el trabajo del grupo de investigadores IBERICTUS del
Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de
Neurologia. El estudio IBERICTUS es un andlisis prospectivo de base poblacional cuyo
objetivo era el registro de los primeros episodios de ictus y de AIT en Espana entre los
mayores de 17 afios de edad®®. Los datos se obtuvieron a partir de los residentes
contabilizados segiin el censo del afio 2005 en 5 4reas distribuidas por la geografia
espafiola: Lugo (norte), Almeria (sur), Segovia (centro), Talavera de la Reina (centro) y
Mallorca (representacion del area mediterranea). La poblacion total del estudio ascendia
a 1.440.979 personas. La definiciéon de AIT utilizada era la de la OMS, fundamentada
en el limite temporal de 24 horas para las manifestaciones clinicas. Entre el 1 de enero y
el 31 de diciembre de 2006 se identificaron a 2.700 primeros episodios
cerebrovasculares (ictus isquémico, ictus hemorragico, AIT, indeterminados), de los que
443 fueron etiquetados de AIT. Por tanto, el 16,4% de los primeros episodios de
enfermedad cerebrovascular aguda se corresponden a AIT; mientras que el 67,3%
fueron ictus isquémicos, el 15,1% ictus hemorréagicos y el 1,1% indeterminados. La
edad media de los pacientes fue de 73,9 + 13,4 afios, localizdndose el grupo de
poblacion afecto mas envejecido en Segovia, Talavera de la Reina y Lugo en
comparacion a Mallorca y Almeria. La incidencia estandarizada a la poblacion europea
(del afio 2006) de AIT se estim6 en 29 por 100.000 habitantes/afio (IC 95%; 26-32).
Considerando las diferencias por sexos, la incidencia por 100.000 habitantes/afio fue de
30 (IC 95%; 26-34) en los varones y de 27 (IC 95%; 24-31) en las mujeres. El mismo
grupo exhibid unos resultados preliminares unos afios antes en los que describié una
tasa cruda de AIT por 1.000 habitantes/afio de 0,37 y que se reducia a 0,34 si se
estandarizaba a la poblacion europea’’. Resulta llamativa la disparidad en la

distribucion geografica de la tasa de incidencia, dado que obtuvieron unos valores que
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oscilaron desde el 20 por 100.000 habitantes por afio (IC 95%; 9-31) al 69 por 100.000
habitantes por afo de Lugo (IC 95%; 54-85). Como se ha mencionado, la incidencia
resultd mayor en el sexo masculino que en el femenino. La diferenciaciéon se mantuvo
para todos los grupos de edad, excepto para los mayores de 85 afios. Esta caracteristica
se asoci6 al menor numero de casos en varones de mas de 85 afios, debido

presumiblemente a la elevada tasa de mortalidad masculina durante la Guerra Civil

Espafiola (1936-1939)%°.

Otros estudios de incidencia nacionales

La obtencién de la incidencia real del AIT resulta una ardua tarea. Un estudio llevado a
cabo en el area de Alcoy (Alicante) destacaba que el 29% de los pacientes no habian
hecho participes de sus sintomas a los médicos de atencién primaria®!. Estudios
comunitarios han puesto de manifiesto que la incidencia de AIT en Espaiia es del orden
de 35-60 por 100.000. Sin embargo, estudios con una metodologia puerta a puerta
elevan la cifra a cerca de 300 por 100.000%2. Si se destacan articulos concretos, se puede
hallar la investigacion del afio 1994 de Matias-Guiu y colaboradores que puso de relieve
una tasa cruda de incidencia de 2,8 por 1.000 habitantes, mediante una metodologia
puerta a puerta llevada a cabo en tres poblaciones del area sanitaria de Alcoy®'. Un afio
mas tarde se publico que en un area rural de Girona la tasa de incidencia de AIT se
cifraba en 0,64 casos por 100.000 habitantes/afio®. También la provincia de Segovia ha
sido participe de estudios sobre incidencia de AIT. En el afio 1996 se identifico una tasa
cruda de incidencia de 0,35 por 1.000 habitantes (IC 95%; 0,28-0,42), tasa de incidencia
que ajustada a la poblacion estandar europea descendia a 0,21 por 1.000 habitantes (IC

95%; 0,12-0,30)%4.

Estudios de incidencia internacionales

El andlisis de distintos estudios realizados en paises occidentales ha permitido
establecer que la incidencia de AIT se halla comprendida entre 0,37 y 1,1 por 1.000
habitantes/afio®’. Se ha estimado que aproximadamente entre 200.000 y 500.000
pacientes reciben el diagndstico de AIT cada afio en los EUA. No obstante, habida
cuenta de las peculiaridades del AIT, entre 300.000 y 700.000 individuos sufren

anualmente sintomas sugestivos de AIT pero no llegan a consultar en sus centros
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sanitarios'’*°. El National study on emergency department visits for transient ichemic
attack fue un estudio que nacié con la pretension de realizar una descripcion de la
epidemiologia de los AIT atendidos en los Servicios de Urgencias de centros
hospitalarios estadounidenses. Los datos fueron obtenidos a partir de la base de datos
National Hospital Ambulatory Medical Care Survey e incluyeron un periodo de 10
afios, comprendido entre los afios 1992 y 2001. Fueron identificados un total 2.969.000
de casos de AIT (297.000 anuales) que condicionaron una tasa de incidencia 1,1 por
1.000 habitantes (IC 95%; 0,9-1,3)%>.

Otra poblaciéon ampliamente estudiada ha sido la del Reino Unido. El Oxford Vascular
Study (OXVASC) estableci6 un registro de 91.106 personas dependientes de 63
médicos de atencion primaria situados en Oxfordshire (Reino Unido). Se recogieron los
episodios cardiovasculares, cerebrovasculares y correspondientes a patologia vascular
periférica durante un periodo de 3 afios, comprendidos entre los afios 2002 y 2005.
Rothwell y colaboradores hallaron una tasa de incidencia para sufrir un primer AIT de
0,66 por 1.000 habitantes (IC 95%; 0,57-0,77). Sin embargo, si se consideraban los AIT
definidos o posibles, episodios iniciales o recurrentes, la tasa ascendia hasta 1,1 por
1.000 habitantes (IC 95%; 0,98-1,23)%. También el cambio de incidencia a lo largo del
tiempo ha recibido la atencion de la comunidad cientifica. En este sentido, el grupo de
Oxford publico una comparativa de la incidencia de AIT entre dos poblaciones
similares basandose en dos registros: el Oxford Community Stroke Project (OCSP),
comprendido entre los afios 1981-1984 y 1985-1986; y el OXVASC, entre 2002 y 2004.
Expusieron un incremento en la tasa de incidencia de AIT por 1.000 (estandarizada al
censo de poblacion de Inglaterra del afio 2011) desde 0,43 (IC 95%; 0,34-0,52) del
periodo 1981-1984 hasta el 0,58 (IC 95%; 0,46-0,69) del OXVASC; pasando por el
0,52 (IC 95%; 0,40-0,65), de los afios 1985-1986. El incremento podria deberse en parte
al cambio en la percepcion del AIT, el consenso diagnostico y a la mayor disponibilidad
de herramientas diagndsticas. Sin embargo, no en todas las franjas de edad evaluadas se
constatdo un aumento de la incidencia con el paso de los afios. Los menores de 75 afios
contaban con una tasa de 0,24 (IC 95%; 0,17-0,32) en el ultimo periodo estudiado,
respecto €l 0,27 (IC 95%; 0,20-0,34) del periodo inicial®.

En la ciudad rusa de Novosibirk también se llevo a cabo un estudio de base poblacional
con la finalidad de establecer la incidencia en dos periodos temporales distintos, de
1987-1988 y de 1996-1997. La tasa hallada por 1.000 habitantes/afio fue de 0,16 (IC
95%; 0,08-0,33) para el primer periodo y de 0,29 (IC 95%; 0,09-0,87) para el
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segundo®’. Por tanto, y en el mismo sentido que el grupo de Oxford, se podia evidenciar
un incremento en la incidencia del AIT con el paso de los anos.

El grupo de Rotterdam (Paises Bajos) aplicd otro abordaje con el fin de obtener los
datos epidemioldgicos del AIT. A partir de la informacion obtenida entre los afios 1990
y 1993 de 6.062 habitantes mayores de 54 afos y residentes del distrito de Ommoord de
la ciudad de Rotterdam, se cercioraron de los individuos que habian experimentado un
ataque neurolégico transitorio (ANT). Fueron excluidos los pacientes con contaban con
antecedentes patologicos de infarto de miocardio (IM), ictus o demencia. EI ANT fue
definido como una disfuncion neurolégica de apariciéon brusca y de una duracion
inferior a 24 horas, sin una franca evidencia de migrana, epilepsia, enfermedad de
Me¢niére, hiperventilacion, sincope cardiogénico, hipoglucemia, o hipotension
ortostatica. Asi mismo, se establecid una clasificacion en funcion de la sintomatologia
que distinguia los ANT focales (equivalentes a AIT), no focales y mixtos. Los autores
observaron una tasa de incidencia por 1.000 personas y afio de 4,7 para los ANT
focales, 3,8 en el caso de ANT no focales, y de 0,6 para los mixtos®s.

En el norte de Portugal se desarroll6 un estudio de base poblacional que registrd los
primeros episodios de ictus y de AIT de un area meramente urbana (Porto) y de otra
calificada de rural (Vila Pouca de Aguiar y Mirandela) durante 2 afios, de 1998 a 2000.
La tasa anual de incidencia por 1.000 habitantes resultdé de 0,67 (IC 95%; 0,45-1,04),
hallandose mas elevada en la zona rural, 0,96 (IC 95%; 0,43-2,33), que en la urbana,
0,61 (IC 95%; 0,38-1,01). Los datos estandarizados a la poblacion europea arrojaron
una incidencia por 1.000 habitantes de 0,67 (IC 95%; 0,45-1,04) para la region rural y
de 0,40 (IC 95%; 0,23-0,69) para la ciudad de Porto®.

Tras incidir en diferentes puntos geograficos, faltaba constatar los datos de paises
orientales. Se llevo a cabo un estudio prospectivo en Hisayama, una comunidad rural
localizada en el occidente japonés, a partir de la obtencion de datos poblacionales de los
habitantes de mas de 39 afios, desde el afio 1961 hasta el 19817°. La tasa de incidencia
anual media para sufrir un primer AIT fue de 0,56 por 1.000 residentes.

Los estudios publicados han generado un consenso en cuanto que, al igual que sucede
con el ictus, la tasa de AIT es dependiente de la edad. Concretamente, mantienen una
relacion directamente proporcional’’. La investigacion estadounidense presentada
previamente constatd que la tasa de AIT incrementaba con la edad, desde un 0,1 para
los pacientes menores de 50 afios hasta el 11,7 correspondiente a los pacientes de

mayores de 79 afios®®. Esta observacion también fue destacada en el estudio
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desarrollado en la provincia de Segovia®, que sin embargo percibi6 una tendencia a la
disminucién de la incidencia para los pacientes mayores de 85 afios. Por tanto, una
conclusioén que subyace es que es esperable un aumento de la incidencia de AIT como

resultado del envejecimiento de la poblacion’!.

Tabla 1. Incidencia del AIT (por 1.000 habitantes).

Estudio Total Hombres Mujeres
IC95%)  (C95%)  (IC 95%)
Lugo 0,72 0,64 0,74
(0,61-0,83)  (0,54-0,85)  (0,58-0,91)
Almeria 0,46 0,50 0,42
(0,36-0,55)  (0,37-0,63)  (0,30-0,54)
Segovia 0,27 0,37 0,17
IBERICTUS (0,18-0,36)  (0,22-0,51)  (0,17-0,28)
(Espafia)® Talavera de 0,19 0,20 0,16
laReina  (0,11-0,26)  (0,09-0,31)  (0,07-0,26)
Mallorea 0,265 0,26 0,27
(0,23-0,30)  (0,20-0,31)  (0,21-0,33)
Global 0,29 0,30 0,27
(0,260,32)  (0,26-0,34)  (0,24-0,31)
. - el 2,8 2,6 3,2
Alcoi (Espafia) (0,73:490)  (0-54) (0,1-6,2)
Girona (Espafia)® 0,64 0,93 0,34
. s 0,35 0,42 0,29
Segovia (Espafia) (0,28-0,42)  (0,31-0,52)  (0,20-0,37)
Rural 0,96 0,82 111
Portugal® (0,43-2,33)  (0,25-3,12)  (0,36-3,52)
Urbana 0,61 0,62 0,60
(0,38-1,01)  (0,30-1,35  (0,32-1,20)
. . e 1,1 0,89 131
Oxfordshire (Reino Unido) (0,98°1,23) (0,74-1,06) (1,13-1,52)
o 1,1 0,9 13
EUA 0,92-130)  (07-12)  (1,0-1,6)
0,16 0,17 0,15
Novosibirk 10071988 008:033)  (0,06-0,49)  (0,06-0,41)
(Rusia)®’ 0,29 0,25 0,32
19961997 0.09-0,87)  (0,05-1,31)  (0,07-1,42)
Hisayama (Jap6n)”° 0,56 0,78 0,38
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2.2.3. La prevalencia del ataque isquémico transitorio

La tasa de prevalencia identifica el nimero total de casos de una enfermedad por unidad
de poblacion en riesgo en un momento dado. Se suele expresar como porcentaje 0 como
nimero total de casos por cada 1.000 6 100.000 habitantes en riesgo. Existen pocos
estudios de prevalencia dirigidos al AIT, hecho que se puede relacionar con la misma
definicion de prevalencia. Por un lado, el célculo de la prevalencia del AIT es
metodolégicamente complejo debido a que es harto complicado confirmar su
diagnostico sin una evaluacion directa del paciente®. Por otro lado, cabe considerar que
los estudios de prevalencia permiten estimar la carga sociosanitaria que supone la
enfermedad para la sociedad; por tanto, desde el punto de vista del AIT, que en cuya
evolucion no se instala la secuela, a priori podria sugerir que no se trata de un enfoque
particularmente valioso. Sin embargo, cabe destacar que aproximadamente el 20% de
los ictus estan precedidos por un AIT?. Por consiguiente, el conocimiento de la
prevalencia del AIT puede dar paso a ilustrar el impacto potencial de la salud publica en
la prevencién de un ictus, de una elevada carga socioecondémica, tras un AIT'.
Siguiendo la estructura del apartado previo sobre incidencia, se hard mencion a los

estudios nacionales e internacionales sobre la prevalencia del AIT.

Estudios de prevalencia nacionales

El trabajo nacional que ha congregado un mayor numero de individuos es el estudio
NEDICES (Neurologic Disorders in Central Spain). Se incluy6 a un total de 5.278
individuos que contaban con una edad mayor o igual a 65 afios y que eran residentes de
tres comunidades con realidades socioecondmicas distintas: Las Margaritas, barrio
obrero de Getafe; Lista, barrio de clase profesional del centro de Madrid; y 28 aldeas de
la zona rural de Arévalo (Avila). Los autores observaron una tasa cruda de prevalencia
edad-especifica de 1,3% (IC 95%; 1,1-1,7), tasa que estandarizada a la poblacion
europea se mantiene en el 1,3% (IC 95%; 1,0-1,6). La prevalencia resulté mayor para el
sexo masculino (1,4%) que para el sexo femenino (1,3%) en la globalidad del estudio;
con una salvedad, y es que entre los 80-84 anos se obtuvo un predominio para el sexo
femenino (1,5% en comparacion con el 1,1% de la poblaciéon masculina). Esta

diferencia se explica nuevamente por la mortalidad predominantemente masculina de la
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Guerra Civil Espafiola. También es destacable el incremento de la prevalencia con la
edad. De modo que mientras que en los individuos de 65 a 69 afios se obtuvo una
prevalencia en tanto por ciento poblacional de 0,6 (IC 95%; 0,3-1,1), ésta alcanzé el
2,5% (IC 95%; 1,5-4,2) para la poblacion mayor de 84 afios. Por otro lado, se advirtio
una prevalencia de enfermedad cerebrovascular (ECV) mas elevada en el entorno
obrero y mas disminuida en el rural, pudiendo sugerir la influencia del estilo de vida’.
En otra region de la geografia espafiola, en el area de Alcoy, se presentd una tasa de
prevalencia de 13 por 1.000 habitantes, calculada en una muestra de edad mayor o
iagual a 20 anos. En el mismo sentido que la publicacion precedente, la tasa era mayor
en el sexo masculino (16,6/1.000 versus 10,3/1.000) y se incrementaba con la edad®!.
Para completar el ambito nacional, destacar un estudio llevado a cabo en un area rural
de Girona, que cuantificé una prevalencia de 679 casos por 100.000 habitantes para una
muestra de mas de 69 afios y cosechd el mayor diferencial entre el sexo masculino
(prevalencia del 1,16%) y el femenino (0,37%), con una razén mujer/hombre de 1/3,2%°.
Diaz-Guzman y colaboradores destacaron que la region central de Espafia es una zona

de prevalencia media de ECV’2,

Estudios de prevalencia internacionales

Johnston y colaboradores publicaron un estudio centrado en la evaluacion de una
muestra de la poblacion estadounidense con el proposito de indagar sobre la prevalencia
del AIT y sobre el conocimiento que tenia la poblacién sobre la misma enfermedad
sujeto de estudio. Se incluyeron a un total de 10.112 individuos de 18 afios o més que,
mediante la respuesta a una encuesta telefonica, permitieron averiguar que la
prevalencia de individuos que habian sido diagnosticados de AIT era del 2,3% (IC 95%;
2,0-2,6). Tras proyectar esta cifra a la poblacion de los EUA, se estim6 que 4,9 millones
de habitantes habian sido diagnosticados de AIT. Sin embargo, ademas de estos
individuos, se identifico a otras 323 personas del estudio (3,2%, IC 95%; 2,9-3,6%) que
reconocieron haber sufrido sintomas tipicos del AIT y no haber recurrido a la atencion
médica. Solo el 8,7% conocia la definicion de AIT y el 8,6% pudo identificar una
manifestacion tipica. El estudio constaté que habia un mayor desconocimiento del AIT
entre los jovenes adultos, aquellos con menores ingresos y nivel educativo,
afroamericanos e hispanos!’. Resulta incuestionable que esta falta de consciencia sobre

la enfermedad puede distorsionar los resultados de los estudios epidemioldgicos sobre el
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AIT. En la mismo territorio se han publicado otros estudios de prevalencia que han dado
a conocer unas cifras dispares. A principios de los afios setenta se presentaron los datos
recogidos en el Condado de Evans (Georgia, EUA) que pusieron de relevancia una
prevalencia ajustada a la edad de 13,8/1.000. Ademas, destacaron que mientras los
varones de la poblacion blanca contaban con una prevalencia ajustada a la edad de
15,9/1.000, ésta descendia al 7,9/1.000 en el caso de los de la poblacién afroamericana.
En el supuesto de las mujeres sucedia un fendmeno similar pero con unos valores
globalmente inferiores (11,5/1.000 versus 7,8/1.000). Los autores atribuyeron esta
diferencia a que la poblacioén caucdsica sufria una mayor patologia arteriosclerdtica en
los vasos extracraneales. Es probable que el acceso al sistema sanitario también pudiera
interferir en los resultados®’>’?. El Condado de Evans estd localizado en el llamado
“Cinturdn del ictus” (the Stroke Belt), que se caracteriza por una mayor incidencia de
ictus”. El Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study fue una investigacion que
incluy6 a 12.205 individuos, entre los afios 1987 a 1989. Dichos individuos eran
oriundos de 4 comunidades de los EUA: Forsyth (Carolina del Norte), Jackson
(Misisipi), suburbio de Minneapolis (Minnesota) y Condado de Washington
(Maryland). La prevalencia global obtenida fue del 0,4%. Si bien, la poblacion
estudiada fue predominantemente joven, con edades entre los 45 y los 64 afios de
edad”.

El viejo continente también ha centrado la atencion en el estudio de la prevalencia del
AIT. El grupo de Rotterdam establecid la prevalencia del AIT a partir del estudio de una
muestra de la poblaciéon mayores de 54 afios del suburbio de Ommoord de Rotterdam.
En este caso, distinguieron a los individuos que habian padecido, segun definieron los
mismos autores, un AIT tipico de los que presentaron un ANT no especifico.
Obtuvieron una prevalencia de 1,6% (IC 95%; 1,4-1,9) para el primer supuesto y un
1,6% (IC 95%; 1,3-1,9) para el segundo. Por otro lado, expusieron un franco incremento
de la prevalencia con la edad de la poblacion, pasando de una prevalencia global de
1,9% para la franja de 55 a 64 afios hasta el 5,1%, en el caso de los de 85 o mas afios.
Nuevamente, el sexo masculino alcanzé una mayor prevalencia global de AIT tipico
(1,9% versus 1,4%). Sin embargo, este hallazgo se invierte para los habitantes de 85 o
mas afos (1,9% versus 2,2%)?!.

En la region de Pisa (Italia) se objetivaron unos valores de prevalencia sensiblemente
mas elevados, destacando una prevalencia global del 5,6%. Por sexos, el estudio

sefialaba una predominancia del sexo masculino para el que otorgaba una prevalencia
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del 7,0%, en contraposicion al 4,9% del femenino. En el mismo sentido que en los
resultados del estudio holandés, se hall6 una relacion positiva entre la edad y la
prevalencia de AIT. Sin embargo, en el italiano se apostilld6 un descenso de la
prevalencia en los individuos de la ultima franja de edad considerada (mayores de 89
afios), hecho que se relacion6 con el exceso en la tasa de mortalidad y deterioro
cognitivo (el estudio sigui6é una metodologia puerta a puerta, mediante una encuesta) de
la poblacion mas anciana’®. En otra region italiana, en Florencia, se facilito un
cuestionario a una muestra de 8.626 individuos comprendidos entre los 40 y los 65
afios. Como era de esperar la prevalencia resultd menor que la de sus compatriotas
pisanos estudiados. En este caso se obtuvo una prevalencia del 0,66% (IC 95%; 4,8-
8,9)".

Con una finalidad parcialmente distinta, el Reino Unido acogid un estudio multicéntrico
de base poblacional que incluy6 a individuos de 65 o maés afios con el objetivo de
determinar la prevalencia de tres sintomas neuroldgicos transitorios comunes: debilidad
de las extremidades, afasia y alteracion de la vision. Se consideraron a 11.903
participantes, de los que el 12,8% de los varones y el 12,0% de las mujeres refirieron
haber sufrido al menos uno de los sintomas expuestos’®.

Urakami y colaboradores determinaron la prevalencia del AIT en dos ciudades
occidentales del archipiélago japonés, Daisen y Ama. La muestra considerada incluy6 a
individuos de mas de 40 afios y se cosech6 una prevalencia sobre 100 habitantes de 0,44
en Daisen y de 0,20 en Ama”.

Tras este repaso a los resultados procedentes de diferentes estudios nacionales e
internaciones cabe considerar la heterogeneidad obtenida, en cuya explicaciéon pueden
contribuir diferencias en la seleccion de los pacientes, en la prevalencia de factores de

riesgo y en los criterios de definicion de AIT prevalente!”.

Otra estadistica que ha suscitado el interés cientifico y que ha avalado la consideracion
de que el AIT debe ser estimado como una urgencia médica, a pesar de lo autolimitado
de su sintomatologia, concierne al estudio de la prevalencia de AIT en pacientes que
han padecido un ictus. Se ha identificado que entre los pacientes que han sufrido un
ictus, la prevalencia de un AIT previo se sitia en un amplio abanico comprendido entre
el 7y el 50%'®. La distinta metodologia de los estudios, asi como las diferentes
etiologias de los episodios isquémicos han participado en la obtencion de unos valores

tan dispares. El estudio de base poblacional Northern Manhattan Stroke Study puso en
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relieve que la prevalencia de AIT entre aquellos individuos que habian presentado un
ictus isqufiemico ascendia al 8,7%%°. E1 OCSP, también de base poblacional, situ6 esta
prevalencia en el 7%8'. En cambio, el Lausanne Stroke Registry a partir de los registros
del centro sanitario Centre Hospitalier Universitaire Vaudois obtuvo una prevalencia
del 40%%. Otros estudios basados en datos hospitalarios, como son el Harvard Stroke
Registry®® y el banco de datos del National Institute of Neurological Disorders
(NINDS)3* calcularon una prevalencia del 50% entre aquellos que habian padecido un

ictus de etiologia aterotrombotica.

Tabla 2. Prevalencia del AIT (por 100 habitantes).

Estudio Total Hombres Mujeres
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
NEDICES 1,3 1,4 1,3
(Espafia)’ (1,1-1,7) (1,0-2,0) (0,9-1,7)
Alcoi 1,3 1,7 1,0
(Espafia)®! (0,9-1,8) (0,9-2,4) (0,7-1,3)
Girona
(Espafia)® 0,7 1,1 0,4
Rotterdam 1,6 1,9 1,4
(Paises Bajos)*! (1,3-1,9) (1,4-2,4) (L,1-1,7)
Pisa
(Italia)’s 5,6 7,0 4,9
Florencia 0,7 0,4 0,9
(Italia)” (0,5-0,9) (0,2-0,7) (0,6-1,2)
EUAY 2,3 2,0 2,6
AFA 0,8 0,8 0,8
Condado de
Evans C 1,3 1,5 1,1
(EUA)
Global 1,1 1,3 1,0
Jackson 0,3 0,2 0,3
AFA Forsyth County 0,6 0,4 0,8
ARIC Study Forsyth County 0,4 0,3 0,6
(EUA)P C Minneapolis 0,4 0,3 0,5
Washington County 0,5 0,5 0,6
Global 0,4 0,3 0,5
Japon”™ Daisen 0,4 0,6 0,2
Ama 0,2 0,5 0

AFA: Poblacion afroamericana. C: Poblacion caucasica.

A tenor de los datos expuestos se puede concluir que estamos frente a un problema
sanitario de primer orden que justifica el desarrollo de investigaciones que permitan
esclarecer todas las ramificaciones del AIT, desde un punto de vista etiologico,

diagnéstico, de manejo, terapéutico, prondstico o preventivo.
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2.3. Factores de riesgo

A diferencia del ictus isquémico, en la bibliografia no abundan los estudios centrados en
la determinacion especifica de los factores de riesgo (FR) del AIT. La fisiopatologia del
AIT y del ictus isquémico es equivalente salvo por la duracion de los sintomas. No debe
sorprender que exista un consenso en considerar que los FR entre ambas entidades
patologicas son similares!’. Sin embargo, una de las notables singularidades del AIT es
que se comporta como uno de los FR mds destacados para sufrir un ictus isquémico. A
diferencia de los FR cronicos de la ECV (Tabla 3), el AIT tiene la peculiaridad de que
el mayor riesgo de ictus isquémico se enmarca poco tiempo después del episodio

transitorio®’.

Tabla 3. Factores de riesgo.

No modificables Modificables
Edad Genética HTA Alcohol
Sexo Ritmo circadiano DM Obesidad
Raza Causas hereditarias Procesos infecciosos Dieta
Talla Dislipemia Actividad fisica
Cardiopatias Homocisteinemia
Tabaquismo

HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus

2.3.1 Factores de riesgo no modificables

Edad

La edad es el FR de riesgo no modificable mas importante asociado a ictus isquémico®.
Los diferentes estudios epidemioldgicos destacan sin lugar a dudas la relacion positiva
existente entre la edad y el AIT®. Sin embargo, se vislumbra un leve descenso para el
grupo de mayor edad, los mayores de 85-90 afios. El exceso de mortalidad o la
subestimacion del AIT en los sujetos de mayor edad pueden estar implicados en este

cambio de tendencia®*7¢,
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Sexo

Los estudios epidemiologicos muestran que el sexo masculino concentra una mayor
incidencia no solamente de AIT®, sino también de la enfermedad cerebrovascular
(ECV)3¢, También se han expuesto diferencias de sexos en cuanto a los subtipos
etioldgicos, destacando una mayor tasa de ateromatosis de gran vaso (AGV) entre los
varones que han sufrido un ictus isquémico®’; y en la temporalidad de aparicion del
AIT. En cambio, en menores de 35 afios, como demuestra el Greater

Cincinnati/Northern Kentucky Stroke Study (GCNKSS), hay un predominio femenino®s.

Raza

Las distintas razas presentan una susceptibilidad diferente para desarrollar una ECV.
Kleindorfer y colaboradores resaltaron una predominancia de la poblacion negra sobre
la blanca en la publicacion de los resultados del GCNKSS®. Especificamente,
obtuvieron una tasa de incidencia por 1.000 habitantes de 1,07 para los varones negros
(IC 95%; 0,79-1,34) y de 1,00 para los blancos (IC 95%; 0,91-1,10); en el caso de la
poblacion femenina la tasa ascendio a 0,92 (IC 95%; 0,72-1,12) y a 0,67 (IC 95%; 0,61-
0,73), respectivamente. Esta disimilitud puede estar influenciada por una mayor
incidencia en la globalidad de la poblacion negra de hipertension y diabetes®®. También
se ha reparado en la existencia de diferencias raciales en la patologia arterial
intracraneal®®. En este sentido, destaca la poblacion asidtica, particularmente la
japonesa” y la china’!. Paralelamente, se destaca el estudio Northern Manhattan Stroke
Study (NOMASS), que gloso la incidencia de ictus isquémico en una area de la ciudad
de Nueva York (EUA). El estudio, que excluy6 a los pacientes que habian presentado
un AIT, puso de manifiesto que los negros y los hispanos contaban con una incidencia
superior de ictus isquémico respecto a la poblacion blanca: 2,23; 1,96 y 0,93 por 1.000

respectivamente?®?.

Talla

Una cohorte de mas de 10.000 varones y seguidos durante més de 20 afios permitid

observar que la altura de los individuos guarda una relacion inversamente proporcional
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con la incidencia de ictus isquémico fatal a largo plazo. Probablemente este resultado

traduzca la intervencion de diversos factores, tales como la genética o la nutricion®.

Genética

Existe la evidencia que una historia positiva para enfermedad vascular en los
progenitores es un FR independiente de ictus isquémico, mas alla de otros factores de
riesgo. Concretamente se le ha atribuido un riesgo relativo (RR) de 1,89 (p = 0,004) en
el caso de los hombres y de 1,80 (p = 0,007) para las mujeres®®. De hecho, se ha
apuntado a que el 42% de los pacientes con isquemia cerebral tienen un antecedente
familiar®®. Por otro lado, se estan realizando avances dirigidos a una mayor
comprension de las bases genéticas del ictus isquémico®. Uno de los avances que estan
llamados a liderar este conocimiento es la gendmica®®. Un meta-analisis que evaluo a
187 polimorfismos genéticos identificd a 5 genes que se asociaban a una susceptibilidad
de ictus isquémico. Estos fueron: factor V de Leiden (Arg506Gln; OR 1,31), enzima
convertidora de angiotensina (I/D; OR 1,15), metilentetrahidrofolato reductasa (C677T;
OR 1,26), protrombina (G20210A; OR1,60), inhibidor del activador del plasminogeno
(5G; OR 1,11), y glicoptroteina IIla (Leu33Pro; OR 1,24)°7. Una publicacion islandesa
reconocié a la fosfodiesterasa 4D%, hallazgo que no se ha podido replicar®®. Analisis
posteriores han intentado identificar los genes atendiendo a los subgrupos etioldgicos de
ictus isquémico. Se hall6 que los genes PITX2 y ZFHX3 se asociaban a ictus isquémico
cardioembolico, mientras que el locus 9p21 y el HDAC9 eran mas sugerentes de ictus
isquémico en relacion a aterosclerosis de gran vaso (AGV)®. La asociacion de PITX2,
ZFHX3 y HDACY fue validada en un meta-analisis posterior!®. El ictus isquémico en

relacion a la enfermedad de pequefio vaso se ha relacionado con el gen PRKCH!'!,

Ritmo circadiano

Un metaanalisis que considero los datos provenientes de 31 publicaciones concluy6 que
el ictus isquémico sigue un ritmo circadiano marcado por un mayor riesgo matutino,

entre las 6 horas de las mafiana y el mediodia!®?

. Investigaciones de corte similar en el
AIT resultan complejas puesto que un 44,4% de los pacientes consultaran a partir del

dia siguiente. No obstante, la duracion de los sintomas o la afectacion motora pueden
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condicionar que se acuda antes al centro sanitario'®. La percepcion de benignidad del

AIT motiva un leve descenso de la su incidencia los fines de semana®.

Estados protrombaoticos

Distintos estudios observacionales no han constatado una fuerte relacion entre las
trombofilias hereditarias y el ictus isquémico acontecido en la edad adulta!®®. Sin
embargo, la situacioén difiere en pacientes jovenes. Una publicacion que evaluo a 100
pacientes menores de 55 afios diagnosticados de ictus isquémico o AIT hallé6 que un
46% presentaban estados de hipercoagulabilidad!?>. Dentro de dichos estados
identificaron casos de hiperhomocisteinemia adquirida o por mutacion del gen
metiltetrahidrofolato reductasa, déficit de la proteina S, déficit de la proteina C,
mutacion del factor V de Leiden, mutaciéon G2120A del gen de la protrombina, o
sindrome antifosfolipido. En el caso de la poblacion infantil, se ha destacado el papel
que constituyen las distintas trombofilias como FR tanto de ictus isquémico como de

trombosis de los senos venosos cerebrales!°.

2.3.2. Factores de riesgo modificables

Hipertension arterial

La presion arterial (PA) normal es aquella determinada por una PA sistolica (PAS)
menor a 120 mmHg y una PA diastolica (PAD) inferior a 80 mmHg. La hipertension
arterial (HTA) esta caracterizada por unas cifras de PAS >140 mmHg o de PAD > 90
mmHg. Los valores que se hallan entre ambas situaciones (PAS entre 120-139 mmHg o
PAD entre 80-89 mmHg) sefialan el llamado estado prehipertensivo!?’.

La HTA es el principal FR modificable para sufrir un ictus isquémico. Se le atribuye un
RR ajustado a la edad de 3'®. Sin embargo, la potencia de la asociacion entre la PA y el
ictus isquémico se mitiga con el incremento de la edad. A pesar que la HTA continua
siendo un FR en la senectud, unos valores bajos de PA pueden desencadenar una
situacion de hipoperfusion cerebral que ocasione un evento cerebrovascular isquémico

en este grupo potencial de pacientes!®. En un sentido similar, el tratamiento agresivo de
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la HTA en los pacientes diagnosticados de una estenosis grave u oclusion de arteria
cardtida podria resultar perjudicial''. En un contexto general, existe el consenso que el
riesgo de ictus isquémico aumenta proporcionalmente con el incremento de la PA'%®. La
HTA también se ha relacionado con un incremento de la mortalidad de causa vascular
en general, y de ictus en particular. Se comput6 que entre los 40-69 afios de edad cada
diferencia de 20 mmHg en la PAS usual o de 10 mmHg en la PAD usual supone
duplicar la tasa de mortalidad de ictus isquémico'!!. El control adecuado de la HTA es

uno de los caballos de batalla en vistas a reducir el riesgo de ictus isquémico®.

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia constatada por la deteccion de unas cifras de glucemia > 126 mg/dL (6
7.0 mmol/L), tras un periodo sin ingesta caldrica durante al menos 8 horas. La
determinacion de una glucemia > 200 mg/dL (6 11.1 mmol/L) en el seno de una prueba
de tolerancia oral a la glucosa o de unos valores de hemoglobina glicosilada > 6.5%
también son diagndsticos'!2. Una investigacion centrada en la DM tipo 2 y que incluyo
a mas de 7.600 varones vertié un RR de ictus isquémico de 2,27 (IC 95%; 1,23-4,20).
Tras ajustar los datos a la PA, la DM continuaba doblando el riesgo de padecer un ictus
isquémico (2,07, IC 95%; 1,44-2,98)!'3. Otros estudios han obtenido una cifras
mayores. Con datos del registro GCNKSS, en el afio 2013 se public6 que la DM
implicaba un incremento del riesgo de padecer un ictus isquémico de 3 a 4 veces mayor
en comparacion a los individuos sin DM!''*, La DM se ha relacionado con una
afectacion de gran y pequefio vaso®’. Por lo que respecta a la mortalidad, la
hiperglucemia se ha asociado a un incremento de ictus isquémico catastréfico, a un peor
pronostico y a mortalidad asociada a ictus isquémico'!'*. Sin embargo, a pesar que el
tratamiento especifico contra la DM reduce el riesgo de complicaciones
microvasculares e interrumpe la progresion del grosor intima-media (GIM)!!'°, no
interviene en la incidencia de eventos macrovasculares, tales como el ictus

isquémico!!®,
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Dislipemias y aterosclerosis

El término dislipemia hace referencia a las anomalias de los lipidos sanguineos, es decir
del colesterol (CL) total, lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta
densidad (HDL), o triglicéridos (TG)®. Unos valores elevados de CL, LDL y TG se han
vinculado a la afeccion vascular y, especialmente, a la enfermedad coronaria. En

17 La tercera

contraposicion a la HDL, de la que se ha destacado su relacion inversa
revision del National Cholesterol Education Program consensud los valores ideales de
todos ellos. Indicé que los niveles 6ptimos para el CL total, LDL y TG son <200, < 100
y < 150 mg/dL, respectivamente. En el caso concreto de la HDL, se determin6 que unas
cifras < 40 mg/dL son mas bajas de lo deseable!'®. En sentido contrario, se ha apuntado
a que unos niveles disminuidos de CL se relacionan con un incremento del riesgo de
ictus hemorragicos'"”.

La hipercolesterolemia, y particularmente un valor elevado de LDL, configuran un
elemento imprescindible para el desarrollo ulterior de aterosclerosis. Se ha observado
que un LDL por encima de 100 mg/dL resulta aterogénico!'®. La expresividad de la
enfermedad aterosclérotica es amplia y se ha enlazado como una de las principales
causas de ictus isquémico y de AIT. Se estima que en el 25% de los casos estan
implicados mecanismos trombdticos o complicaciones embdlicas de la placa de ateroma
de las arterias de gran o de medio calibre'?. Una estenosis del 60 al 99% de la arteria
cardtida implica un riesgo anual de ictus isquémico del 3,2%!2!. La estenosis de carétida
sintomatica es una de los principales factores de recurrencia. Precisamente, se considera
que triplica el riesgo de una recurrencia temprana en forma de ictus isquémico. No solo
la presencia de la placa, sino las caracteristicas de la misma también suponen un mayor
riesgo de recurrencia!??. La aterosclerosis en los vasos arteriales intracraneales conlleva
igualmente un mayor riesgo de ECV de perfil isquémico, dado que acarrea un riesgo de
recurrencia de ictus isquémico de entre el 13,7% y el 15%!2>124, El riesgo de AIT seria
incluso mayor'?}. También se ha destacado el papel de la presencia de las placas
aterosclerosis de un grueso de >4 mm en el cayado aortico'?. La evaluacion mediante
ultrasonidos ha destacado el calculo del GIM como un marcador de aterosclerosis, asi

como de enfermedad cardiovascular futura!2®.
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Cardiopatias

El conjunto de cardiopatias suponen la segunda causa de la ECV?®¢. Mas
especificamente, la etiologia cardioembolica recoge el 20% de los AIT?. En este grupo
de pacientes, la mitad cuentan con una historia de fibrilacion auricular (FA), un 25% de

127

valvulopatia y un tercio de trombo mural a nivel del ventriculo izquierdo'’. Las guias

8 7

publicadas por la AHA/ASA tanto de prevencion primaria'?® como secundaria'?
destacan las principales enfermedades cardiacas relacionadas con el ictus isquémico y,
por ende, con el AIT. Se ha resaltado que los ictus isquémicos criptogénicos, aquellos
que tras un estudio exhaustivo no se ha podido evidenciar su etiologia, presentan
frecuentemente caracteristicas embolicas sugerentes de un origen cardiaco!?8.
1. Fibrilacion auricular:
El riesgo anual de ictus isquémico en pacientes con FA sin alteracion valvular
asciende al 3-5%. Aproximadamente dos tercios de los pacientes con FA que
sufren un ictus isquémico responden a una causa cardioembolica®. Explicado de
otro modo, un individuo con FA sin enfermedad valvular tiene un riesgo de 4 a 5
veces superior de padecer un ictus isquémico, riesgo que se incrementa con la
edad. La FA implica un ritmo cardiaco desordenado que conlleva la formacion
de trombos inducidos por el estasis de sangre en la auricula izquierda'?’. El
riesgo de ictus isquémico en un paciente con FA es incluso mayor si se asocia a
una de las siguientes manifestaciones: edad, insuficiencia cardiaca congestiva,
HTA, DM, tromboembolismo previo, disfunciéon del ventriculo izquierdo,
tamano de la auricula izquierda, calcificacion del anillo mitral, o el hallazgo de

un trombo en la auricula izquierda'?’

. La FA paroxistica conlleva un riesgo de
ictus isquémico similar a la FA persistente. Por otro lado, no hay evidencia que
la cardioversion reduzca ese riesgo!*C. El llamado CHADS? score es una escala
validada que ha permitido estratificar el riesgo de ictus isquémico en los
pacientes diagnosticados de FA. Esta escala puntta 1 punto por la presencia de
cada uno de los siguientes: insuficiencia cardiaca congestiva, HTA, edad > 75
afios y DM; y 2 puntos si hay antecedentes de ictus isquémico o AIT. Un
resultado en el CHADS?2 score de 0 confiere un riesgo de 0,5%, mientras que es
> 15% en el caso de una puntucion de 6'3!. A tenor del incremento de la FA con
la edad y de los riesgos que implica, se recomienda realizar un cribado de FA a

los individuos mayores de 65 afios mediante la practica de electrocardiografia!?®,
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Una publicacion que evalu6 a mas de 3.500 pacientes que habian sufrido un
ictus isquémico determind que el sexo femenino, una edad > 80 afios, tener
antecedentes de enfermedad coronaria y enfermedad vascular periférica eran
mas frecuentes en el grupo de pacientes con FA!*2,

2. Infarto agudo de miocardio:
El infarto agudo de miocardio (IAM) actia como FR de ictus isquémico habida
cuenta de que puede conducir a la formacion de trombos intracardiacos, con la
consiguiente potencialidad de cardioembolismo, o a una hipoperfusion. El
mayor riesgo de cardioembolismo se establece en las primeras 2-4 semanas
posteriores al TAM®S,

3. Cardiomiopatia:
Se ha constatado que el riesgo de ictus isquémico incrementa con el descenso de
la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, dada una mayor tendencia a la
embolia cardiaca. Aproximadamente el 10% de los pacientes con han sufrido un
ictus isquémico presentan una fraccion de eyeccion < 30%!33.

4. Valvulopatia nativa:
La estenosis de la valvula mitral es la valvulopatia mas emboligena, asociada a
la FA%. La valvulopatia mitral reumatica se caracteriza por un elevado
porcentaje de embolismos recurrentes, valor que puede alcanzar el 30-65% de
los pacientes. Cabe destacar que, en el contexto de enfermedad reumatica mitral,

127 1a consideracion del

la valvuloplastia no elimina el riesgo tromboembolico
prolapso de la valvula mitral como FR de fendmenos cardioembolicos ha
generado controversia!3*, También se ha orientado el papel de la calcificacion
del anillo mitral en la predisposicion a sufrir un ictus isquémico, aunque con
reservas. Se ha sugerido que la calcificacion del anillo mitral conlleva a
estenosis mitral o embolizaciones de material fibrocalcificado!?’.
5. Valvulopatia protésica:
Las protesis valvulares estan asociadas con fendémenos tromboembolicos y con
endocarditis. Esta situacion genera un riesgo de embolismo anual de 1-2%, a
pesar de la ingesta de anticoagulacion'?®. Las protesis de material biologico
generan una tasa menor de tromboembolismo que las de estructura metalica!3®.
6. Otras afecciones cardiacas:

Determinadas alteraciones cardiacas congénitas, como son el foramen oval

permeable (FOP), una comunicacion interauricular, o un aneurisma en el septo
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atrial, se han relacionado con ictus isquémico particularmente en individuos
jovenes!?®, Sin embargo, todavia existe cierta polémica para determinar el riesgo
de ictus isquémico que implica el FOP. Un metaanalisis reciente concluia
expresando la divergencia entre los estudios de casos - controles y los de

cohortes!?’

. Asi, mientras los primeros manifestaban una potente asociacion
entre el FOP y los ictus isquémicos criptogénicos (odds ratio -OR-: 2,94; p <
0.001), los segundos ponian en tela de juicio una asociacion estadisticamente
significativa (RR: 1,28; p = 0,119). La presencia de tumores cardiacos supone

una causa poco frecuente de eventos embolicos!3®.

Tabaquismo

El tabaquismo es un FR independiente de ictus isquémico. Se ha cuantificado que la
poblacion fumadora tiene un RR para sufrir un ictus isquémico de 1,9 (IC 95%; 1,7-
2,2), respecto a la poblacion no fumadora'®®. Su actuacion perjudicial, que sigue una
relacion dosis-respuesta, promociona el desarrollo de la aterosclerosis y promueve un

estado procoagulante!®,

Respecto a la diferencia de su influencia por sexos, el
metaanalisis publicado por Peters y colaboradores concluyd que el tabaquismo
condiciona un riesgo similar a mujeres y a hombres'#!. Esta similitud de riesgo contrasta
con la enfermedad coronaria, donde se ha expuesto que el riesgo es mayor para el sexo
femenino que para el masculino. El tabaquismo, ademas, potencia los efectos de otros
FR de ictus isquémico, tales como la PA o los anticonceptivos orales'?. Pero no
solamente el individuo que fuma estd sujeto a un mayor riesgo de padecer un ictus
isquémico, también la exhibicidbn misma a un ambiente fumador (el conocido como
“fumador pasivo”)!*2. A pesar que la mejor medida preventiva es no fumar nunca y
minimizar la exposicion ambiental al tabaco!?®, se ha observado que el riesgo de ictus
isquémico desciende significativamente a los dos afios del abandono del habito

tabaquico y que se asemeja al de los no fumadores a los 5 afios'*. Los beneficios del

cese del tabaquismo también son comparables en ambos sexos!#!.

Alcohol

Existe el consenso de que el consumo excesivo de alcohol es un FR para todos los tipos

de ictus'®. Sendas revisiones sistematicas de multiples estudios concluyen que se
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establece una relacion en forma de “J” entre el alcohol ingerido y el riesgo de sufrir un

ictus isquémico!4+!43

. De modo que mientras unos consumos mayores de 60 g de
alcohol por dia implican un incremento del RR de ictus isquémico (1,69, IC 95%; 1,34-
2,15), un consumo bajo (menor de 12 g/d) o moderado (12-24 g/d) se han asociado a
reduccién de ese RR en comparacion con la abstencion: 0,80 (IC 95%; 0,67-0,96) y
0,72 (IC 95%; 0,57-0,91), respectivamente'#4. Estos resultados se diferencian de los
obtenidos en el caso de ictus hemorragico, que se rige por una relacion dosis-respuesta
lineal'*>. M4s alla de la ingesta habitual, se ha sefialado que el llamado consumo de
“borrachera” o la toma episddica de gran cantidad de alcohol puede desencadenar un
embolismo cerebral de origen cardiaco!#S. A pesar de lo descrito, en la actualidad no se
hallan publicaciones suficientes que avalen la asociacion entre el consumo de alcohol y

el ictus isquémico recurrente!®,

Obesidad

La obesidad se estd convirtiendo en una de las condiciones mas prevalentes de las

sociedades actuales'#’.

Datos procedentes del estudio NOMASS arrojaron que la
obesidad abdominal, definida como un indice cintura/cadera elevado, es un FR de
riesgo independiente de ictus isquémico en todos los grupos raciales!*. En un mismo
sentido, Winter y colaboradores publicaron un estudio de casos-controles que puso de
manifiesto la utilidad del indice cintura/cadera, no solamente para el ictus isquémico,
sino como valor predictivo de AIT en ambos sexos, por encima de otros marcadores de
obesidad tales como el indice de masa corporal'*. Otras investigaciones han hallado
diferencias por sexos, obteniendo que el indice cintura/cadera solamente es un marcador
de riesgo para varones'>’. Se ha puntualizado, que si bien la medida de la circunferencia
abdominal es un indicador de obesidad abdominal, no es un buen predictor de ictus
isquémico!*8. El sindrome metabolico constituye una agrupacion de FR que promueven
la enfermedad aterosclerdtica y, por ende, la enfermedad cardiovascular'®' vy

cerebrovascular!'>2, En el sindrome metabolico confluyen la intolerancia a la glucosa,

resistencia a la insulina, obesidad central, hipertension y dislipemia!™3.
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Dieta

La guia més actualizada de la SEN sobre el tratamiento preventivo del ictus isquémico y
el AIT enfatiza la importancia de la dieta en el riesgo cerebrovascular!®. En este
sentido, recoge que un consumo habitual de pescado, legumbres, fibra , frutas y
vegetales se relaciona con una reduccion del riesgo de ECV; a diferencia de la ingesta
de sal y grasas. Sin embargo, también se ha sugerido que establecer una relacion entre
los elementos de una dieta y el riesgo de enfermedad vascular es dificil puesto que los
datos observacionales estan sujetos a sesgos'®'. Se ha discutido sobre el papel que
podrian tener los d4cidos grasos poliinsaturados omega-3, con resultados

inconsistentes!>*

. Por otro lado, se ha apuntado a que la ingesta de magnesio guarda una
relacion inversa con el ictus isquémico!®. Resultados similares han sido obtenidos con
el potasio!®. El estudio PREDIMED (Prevencion con Dieta Mediterranea) fue un
ensayo clinico randomizado para probar la eficacia de dos dietas mediterraneas (una
suplementada con aceite de oliva virgen extra y la otra con una mezcla de frutos secos -
nueces, avellanas y almendras-) en comparacion con una dieta control (con consejos
sobre una dieta baja en grasas) en la prevencion primaria de enfermedad cardiovascular.
Se incluyeron a mas de 7.440 pacientes que fueron seguidos durante una media de 4,8
afios. El estudio PREDIMED concluyé que los individuos asignados a la dieta
mediterrdnea (suplementada con aceite de oliva virgen extra o frutos secos) sufrieron
una menor tasa de eventos cardiovasculares mayores (infarto de miocardio, ictus y
fallecimiento de causa cardiovascular) que los que siguieron la dieta control.
Concretamente, las tasas de incidencia por 1.000 personas-afio fueron de 8,1 (IC 95%;
6,6-9,9) en el grupo de dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva virgen
extra, 8,0 (IC 95%; 6,4-9,9) en el grupo de dieta mediterranea suplementada con frutos
secos y de 11,2 (IC 95%; 9,2-13,5) en el grupo que siguio6 la dieta control. El riesgo
absoluto a los 5 afios resulté de 3,6% (IC 95%; 2,8-4,5), 4,0% (IC 95%; 3,1-5,0) y de
5,7% (IC 95%; 4,6-6,9), respectivamente!>’.

Actividad fisica

Sendos metaanalisis concluyen que mantener una moderada o elevada actividad fisica
estd asociado a una reduccion del riesgo de ictus isquémico!®8. Esta relacion estd

mediada por la reduccion de la PA, de la viscosidad de la sangre, de las concentraciones
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de fibrindgeno, de la agregabilidad plaquetaria, asi como de la obtencion de un perfil
lipidico mas optimo!>®. Se recomiendan 30 minutos de ejercicio moderadamente intenso

la mayoria de los dias de la semana'%*,

Procesos infecciosos

Los procesos infeccioso preceden hasta un tercio de los casos de ictus isquémico!'®’.
Pinol-Ripoll y colaboradores establecieron que la bronquitis crénica y el desarrollo de
una infeccion aguda durante los dos meses previos son FR para el desarrollo ulterior de
ictus isquémico. Los mecanismos que justifican esta relacion pasan por fenomenos de
trombosis, dafio de la pared arterial y aterosclerosis, alteraciones en el marco del
mecanismo de coagulacion, cambios en la tolerancia de la glucosa o en el perfil lipidico

durante la infecciéon!®!

. Una publicacion posterior también destaca la bronquitis cronica
y las enfermedades gripales como FR de ictus isquémico y de AIT. Otros estudios han
incidido en la periodontitis'®? y las infecciones cronicas por Helicobacter pylori'®,

Chlamydia pneumoniae'®* o citomegalovirus!®.

Homocisteinemia

La asociacion de la homocisteina con el ictus isquémico ha despertado la curiosidad de
la comunidad cientifica tal y como demuestra el nimero de trabajos publicados al
respecto. Un metaanalisis, realizado a partir de estudios observacionales, avald que unos
niveles elevados de homocisteina en sangre suponen un FR de ictus isquémico'®. Esta
asociacion ha motivado que se investigara sobre la eficacia de la disminucion de la
homocisteina con la administracion de suplementos de 4cido foélico o vitaminas del
grupo B, con unos resultados dispares. Los estudios clinicos Vitamin Intervention for
Stroke Prevention (VISP)!%7 o el Vitamins to Prevent Stroke'®® concluyeron que la toma
de los suplementos vitaminicos no reducen el riesgo de recurrencia de ictus isquémico.
El Norwegian Vitamin Trial observod que tampoco disminuian el riesgo de recurrencia
de enfermedad cardiovascular tras un TAM!®°. Sin embargo, una reciente publicacion
que realizd andlisis por subgrupos del ensayo VISP constaté que los suplementos
vitaminicos podrian resultar beneficiosos en la poblacion anciana!’®. Asimismo, una
revision puso de manifiesto una reduccion del 18% del riesgo de ictus isquémico con el

uso de suplementos de acido folico!”!.
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2.3.3. Otros factores de riesgo

Existen otros FR que se han sido involucrados en el ictus isquémico. La migrafia se
considera un factor de riesgo independiente de ictus isquémico'’?. Un articulo de
revision sistemadtica evidencid un incremento significativo de ictus isquémico en los
pacientes migrafiosos en comparacion con la poblacion no migrafiosa (OR de 2,04; IC
95%; 1,72-2,43)!73, También se ha indicado que presentan un mayor riesgo de AIT (RR
2.4; 1C 95%; 1,8-3,3)!"%. También, se ha discurrido sobre el riesgo del sindrome de la
apnea obstructiva del suefio, concluyendo que es un FR independiente de ictus
isquémico!”.

Desde un punto de vista socioecondmico se ha observado que el AIT es mas frecuente
entre individuos con menores ingresos econémicos y entre aquellos con han seguido

menos afios en el sistema educativo!”.

2.3.4. Factores de riesgo diferenciales entre el ictus isquémico y el

ataque isquémico transitorio

El trabajo de Whisnant y colaboradores comparo los FR de pacientes que habian sufrido
un AIT con otro grupo que habia sido diagnosticado de ictus isquémico. Observé que la
enfermedad coronaria isquémica, la FA, la HTA, la DM y el tabaquismo constituian FR
tanto de AIT como de ictus isquémico. Sin embargo, la valvulopatia mitral mostré una
asociacion negativa con el AIT (OR 0,4; IC 95%; 0,2-0,9) pero se destacé como un FR
predictivo de ictus isquémico (OR 2,2; IC 95%; 1,3-3,8)!7%. Daffertshofer y
colaboradores compararon a 1.380 pacientes que habian presentado un AIT con 3.855
que habian sufrido un ictus isquémico. El sexo, antecedentes de AIT o ictus y HTA
resultaron similares. No obstante, factores como la edad, DM, FA, deterioro del nivel de
consciencia, paresia, trastornos del lenguaje arrojaron unas diferencias estadisticamente

significativas entre los dos grupos'”’

. Arboix y colaboradores compararon el perfil de
los FR de 239 pacientes que habian sufrido un AIT y de 1.473 pacientes diagnosticados
de ictus isquémico. Observaron que los principales FR comunes en ambas entidades
fueron: la HTA, la dislipemia, la DM y la FA. No obstante, el andlisis multivariante

determind que el antecedente de ictus isquémico (OR 1,65; IC 95%; 1,07-2,56) y la FA
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(OR 1,60; IC 95%; 1,14-2,26) resultaron significativamente mas frecuentes en el ictus

isquémico que en el AIT!?,

2.3.5. El ataque isquémico transitorio como factor de riesgo

Entre los afios 1997 y 2003 se realizaron sendos estudios que cuantificaron el riesgo de
ictus isquémico o de sindrome coronario agudo entre el 12 y el 20% durante los 3
primeros meses tras un AIT o ictus isquémico menor!'7-18°, Con el fin de actualizar estos
datos surgi6 The TIAregistry.org project, con consiste en un registro internacional,
prospectivo y observacional de pacientes que han sufrido un AIT o un ictus isquémico
menor y que cuentan con un seguimiento durante 5 afios. Un primer articulo que evalu6
el riesgo al ano del suceso inicial incluyd a mas de 4.700 pacientes. Observo que, a
diferencia de los estudios historicos previos, el riesgo de suftrir una recurrencia en forma
de ictus isquémico (RI) y AIT era del 5,1% y del 7,4%, respectivamente. Acotando el
periodo de observacion, se obtuvo que las RI afectaron al 1,5% a los 2 dias del episodio
inicial, 2,1% a los 7 dias, 2,8% a los 30 dias, y al mencionado 5,1% al cabo del primer
afio. El resultado principal del estudio estaba condicionado por la variable eventos
cardiovasculares mayores, compuesta por fallecimiento de causa cardiovascular, ictus
no fatal (isquémico o hemorragico), y sindrome coronario agudo no fatal. El 6,2% de
los pacientes presentaron un evento cardiovascular mayor. La disminucion de la tasa de
recurrencia respecto los estudios previos se atribuyd a una mejor y mas rapida
implementacion de las estrategias de prevencion secundaria (antiagregacion,
anticoagulacion en el caso de FA, revascularizacion urgente en el caso de estenosis
critica de la arteria cardtida, uso de estatinas y de tratamientos antihipertensivos)'!. Dos
afios mas tarde se publico el seguimiento a los 5 afos. En este trabajo se incluyeron a
mas de 3.800 pacientes. Tras este periodo, la RI y de AIT resulté del 9,5% y del 8,3%,
respectivamente. El 6,4% de los pacientes sufrieron un evento cardiovascular mayor
entre el segundo y el quinto afio de seguimiento. Por tanto, el riesgo de recurrencia
cardiovascular se mantiene a lo largo de los primeros 5 afios!®2.

Valls y colaboradores publicaron un metaanalisis para establecer el riesgo de temprano
de RI en aquellos pacientes que habian sufrido un AIT y habian recibido un manejo

urgente. Se incluyeron 15 estudios, que entre otros también consideraron los datos
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procedentes The TIAregistry.org project, que englobaban a un total de 14.889 pacientes.
El riesgo de RI fue de 3,42% (IC 95%; 3,14-3,74) a los 90 dias, de 2,78% (IC 95%;
2,47-3,12) a los 30 dias, de 2,06% (IC 95%; 1,83-2,33) a los 7 dias y de 1,36% (IC
95%; 1,15-1,59) a los 2 dias. También se concluy6 que el riesgo de RI actual es menor

que en los estudios precedentes con un manejo del AIT mas conservador!®3.
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2.4. Fisiopatologia de la isquemia cerebral

La investigacion en el campo de los biomarcadores en el AIT obliga a hacer hincapié¢ en
los sucesos que acontecen a nivel celular cuando se produce una isquemia. Uno de las
problemas que subyace cuando se investigan determinados aspectos del AIT es la
inherente dificultad de estudiar un fenomeno que generalmente se habra resuelto antes

de que se produzca la ocasion de observarlo!8

. Sin embargo, el AIT y el ictus
isquémico comparten los mecanismos fisiopatologicos que suceden tras someter el
tejido nervioso a un proceso isquémico'®®. El AIT y el ictus isquémico representan
estaciones distintas dentro del espectro continuo que determina la afectacion

isquémica'®s.

El cerebro estd dotado de mecanismos anatdmicos y funcionales que tienen la finalidad
de protegerlo ante las deficiencias del flujo sanguineo. A este supuesto contribuyen de
un modo esencial el poligono de Willis y las anastomosis leptomeningeas de
Heubner!®’. El poligono de Willis es una estructura anatomica vascular que se localiza
en la base del craneo y que estd compuesto por las porciones terminales de ambas
arterias (a.) cardtidas internas, los segmentos Al de ambas a. cerebrales anteriores, a.
comunicante anterior, los segmentos P1 de ambas a. cerebrales posteriores, a.
comunicantes posteriores y por el extremo del tronco basilar. El heptagono vascular
resultante es el encargado de conectar la circulacion anterior y posterior. Sin embargo,
abunda una gran variabilidad anatomica que condiciona que hasta el 75% de los
individuos tengan segmentos hipoplasicos o ausentes. Las anastomosis leptomeningeas
de Heubner comunican las ramas arteriales corticales distales'®®. Por otro lado, la
dilatacion de los vasos de resistencia proporciona un mecanismo fisioldgico
compensatorio frente a la reduccion del aporte sanguineo. Por tanto, se constituye una
red vascular cuya finalidad es la de salvaguardar el aporte sanguineo. El dafio isquémico
se origina cuando se colman los elementos vasculares compensatorios. Desde un punto
de vista fisiopatologico, la isquemia cerebral se define como “la reduccion del aporte
sanguineo hasta unos niveles insuficientes para mantener el metabolismo y
funcionamiento normales de las células cerebrales”!®’. El flujo sanguineo cerebral

(FSC) medio es de aproximadamente 50 mL/100 g de tejido cerebral por minuto. Sin
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embargo, cuando el FSC se sittia entorno a 20 mL/100 g de tejido cerebral por minuto la
tasa metabolica cerebral de oxigeno comienza a caer. El resultado de esta circunstancia
es la isquemia!®’. Hay que resaltar que la isquemia no es homogénea. El 4rea isquémica
delimita dos areas: el nucleo isquémico, o infarto, y el area que rodea a este nucleo, que
recibe el nombre de penumbra isquémica. A diferencia del nucleo isquémico, la
perfusion de la penumbra isquémica se mantiene parcialmente por la dilatacion de los
vasos sanguineos y por la irrigacion que aportan las arterias colaterales'®®. Asi, mientras
el nucleo isquémico presenta unas tasas de FSC de entre 4,8 y 8,4 mL/100 g de tejido
cerebral por minuto, la penumbra isquémica registra unas tasas de FSC de entre 14,1 y
35 mL/100 g de tejido cerebral por minuto. La penumbra isquémica describe areas de
recuperacion espontanea, que determinan la oligoemia benigna, y areas que progresan a

191

infarto'”'. La importancia del area de penumbra isquémica radica en que define tejido

metabolicamente afectado y eléctricamente hipoactivo, pero estructuralmente viable!'*°.
Es decir, se trata de tejido funcionalmente alterado pero potencialmente viable, a
diferencia del nucleo isquémico. Los factores que determinan la progresion de la
penumbra al infarto son el grado de circulacion colateral, la duracion de la isquemia y el

estado funcional y metabdlico previos de la célula'®’.

Las vias celulares que participan en la isquemia no se conocen en toda su exactitud. El
dafio isquémico desencadena una compleja cascada de eventos que esta supeditada a
cuatro mecanismos celulares que se desarrollan de un modo solapado: excitotoxicidad,
despolarizacion, inflamacion y muerte neuronal'®?. Las relaciones que se establecen
entre las distintas estructuras del sistema nervioso central (SNC) involucradas en el
dafio isquémico han acufiado el concepto de “unidad neurovascular” (UN). La UN
contempla el conjunto de interacciones multidireccionales que se desenvuelven entre la
neurona, el astrocito, el endotelio cerebral, los oligodendrocitos y los compartimentos
axonales de la sustancia blanca'®?. En definitiva, la UN circunscribe los efectos de la
isquemia en la sefalizacion intercelular y entre las células y su entorno, que incluye la
barrera hematoencefalica (BHE). La BHE estd compuesta de células endoteliales
cerebrales que se caracterizan por la presencia de las denominadas uniones estrechas y
la ausencia de fenestraciones. La peculiaridad estructural de la BHE junto a sus sistemas
especificos de transporte configuran su papel restrictivo para la entrada de moléculas y
células inmunes desde la circulacion sistémica al SNC!'**, La funcion de la BHE resulta

fundamental para el mantenimiento y para la regulacion cerebrales.
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2.4.1. Excitotoxicidad y despolarizacion

El desarrollo de una isquemia aguda, es decir la ausencia de flujo sanguineo, conduce a
un déficit de oxigeno y de glucosa. Esta alteracién ocasiona a un déficit energético
celular que se ilustra por la merma de adenosina trifosfato (ATP) y, en consecuencia, de
los mecanismos celulares dependientes de la misma, como la bomba sodio
(Na")/potasio (K")-ATPasa. En las membranas celulares se va a instaurar un proceso de
despolarizacion y de alteracion de la permeabilidad de la membrana celular que
condicionara, entre otros, una incapacidad para la recaptacion de K* o para la entrada de
Na*, cloro y agua, con conducira al edema celular. Esta situacion conducira a la llamada
despolarizacion andxica que se caracteriza por la entrada de calcio (Ca™) que
incrementard su concentracion intracelular. La liberacion de neurotransmisores es otra
consecuencia de la disfuncion de las membranas celulares. Entre estos
neurotransmisores que fluyen al espacio extracelular, el glutamato es el més destacado y
estudiado. Las acciones del glutamato estdn mediadas por la activacion de varios
receptores de membrana, entre los que cabe destacar los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), AMPA (o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato) y kainato (KA).
Estos receptores de membrana conllevardn la apertura de canales transmembrana que, a
su vez, facilitaran la entrada de Ca*? o hidrogeno (H"), entre otros cationes. La acidosis
fruto de la metabolizacion de la glucosa por la via anaerdbica, como resultado de la
isquemia, también es una via alternativa del incremento de Ca'? intracelular. Por lo
descrito previamente, el Ca*? adquiere un rol principal en la isquemia puesto que es el
responsable de iniciar las reacciones que ocasionaran el dafio citoplasmatico y nuclear,
tales como la activacion de proteasas y lipasas. Entre otros neurotransmisores que
participan en el dafio isquémico cabe destacar la noradrenalina y la adenosina, que
participan en el incremento de la permeabilidad de la membrana y, con ello, contribuyen
al desarrollo de edema. El acimulo de K"y de glutamato extracelulares inducen la
despolarizacion de las neuronas proximas de manera que facilitan la propagacion de la

despolarizacion anoxica!87:192:193,

Con independencia de la etiologia del ictus isquémico o del AIT, la isquemia genera una

cascada de reacciones cuyo resultado es el incremento de la produccion de especies

reactivas del oxigeno (ROS). El estrés oxidativo define la situacion en que la célula esta
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sometida a unos niveles excesivos de radicales libres y de ROS tales que sobrepasan la
capacidad de los sistemas antioxidantes para evitar sus efectos deletéreos, situacion que
acontece tanto en la isquemia cerebral como en la reperfusion. Los sistemas
antioxidantes del organismo incluyen la superdxido dismutasa, la catalasa, el glutation
peroxidasa, el glutation, o las vitaminas E y C. El estrés oxidativo asociado a la
excesiva produccion de ROS constituye el mecanismo fundamental de lesion cerebral
asociado a la isquemia y a la reperfusion secundaria. El cerebro resulta especialmente
sensible al estrés oxidativo debido a que contiene niveles relativamente bajos de
antioxidantes protectores; elevadas concentraciones de lipidos susceptibles de
peroxidacion (lipidos con 4acidos grasos insaturados); y elevadas concentraciones de

hierro, que adquiere un efecto prooxidante en condiciones patologicas!®®.

Como se ha mencionado con anterioridad, la isquemia genera la imposibilidad de
metabolizar la glucosa por la via aerdbica. Por tanto, se propicia un contexto acidotico
por la acumulacion de acido lactico. La acidosis potencia la conversion del anion
superoxido (O77) a peroxido de hidrogeno (H20:) o hacia el radical hidroperoxil (HOz).
O2 es el principal ROS. Se han identificado distintas fuentes que potencian la
produccion de este anion: la inhibicion de la respiracion mitocondrial, la metabolizacion
del 4cido araquidonico (AA), la activacion del receptor AMPA por el glutamato y
perturbaciones a nivel de la sintesis de 6xido nitrico (ON) y en la degradacion de los
nucledtidos de adenina por las enzimas NADPH oxidada y xantina oxidasa!®’. Si bien
las ROS tienen un reconocido papel en procesos fisioldgicos (no patolégicos) puesto
que regulan la sefializacion neuronal entre los sistemas nerviosos central y periférico,
las consecuencias del exceso de ROS implican la destruccion tisular y la muerte celular.
Para ello, las ROS actian a distintos niveles: contribuyen a la rotura de la BHE, a la
peroxidacion lipidica, a modificaciones del 4cido desoxirribonucleico (ADN), a la
desnaturalizacion proteica y a efectos sobre la sefializacion celular que conducen a la
activacion de la cascada apoptotica!®>!%®, Dentro de la desnaturalizacion proteica, se ha
observado que la oxidacion del triptéfano contribuye al dafio isquémico a través del
papel agonista del &cido quinolinico y antagonista del &cido kinurénico del receptor del
glutamato!?8. Por otro lado, en este contexto de estrés oxidativo, el ADN también sufre
modificaciones oxidativas que conllevan su fragmentacion. La peroxidacion lipidica es
una de las principales consecuencias del perjuicio mediado por las ROS. En un contexto

fisiolégico, se hallan las denominadas enzimas fosfolipasas A> (PLA>), que tienen la
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funcién de liberar AA, acido docosahexaenoico (DHA) y lisofosfolipidos. Los acidos
grasos liberados que no pasan a formar parte de los fosfolipidos de membrana son
sometidos a procesos enzimaticos en los que interviene la ciclooxigenasa (COX) y la
lipoxigenasa (LOX). De tal manera que a partir de AA surgirdn los eicosanoides
mientras que de DHA, los docosanoides'®. Prostaglandinas, tromboxanos o
leucotrienos forman parte de los eicosanoides y participan en importantes acciones que
se encuadran en la sefializacion celular y en la respuesta inflamatoria. Los docosanoides
engloban el grupo de sustancias (como neuroprotectinas, resolvinas o docosatrienos)
que antogonizan los efectos de los eicosanoides y participan en la regulacion de
leucocitos y citoquinas. El factor de activacion plaquetaria (PAF) es un factor
proagregante que resulta de la acciéon de las PLA; y que también participa en la
respuesta inflamatoria. La activacion de las PLA> durante la isquemia estd aumentada.
El nexo entre la isquemia y la sobreacitivacion de PLA: es el incremento de la
concentraciones del Ca* intracelular. Este contexto ocasiona una mayor produccion de
AA y DHA. Los 4cidos grasos libres son una fuente de ROS y de radicales libres que
van a interferir en la fosforilaciéon oxidativa. Por otra parte, la peroxidacion de AA y de
DHA conduce a la formacion de 4-hidroxinonenal (4-HNE) y de 4-hidroxihexenal. 4-
HNE es un reconocido toxico para la neuronas y la sustancia blanca que puede inducir
la apoptosis?®’. Ademas, se perturbara la permeabilidad de la membrana y, con ello, de

modificara la actividad de canales i6nicos y de transportadores?!.

Ademas del papel que juegan las ROS en el dafio isquémico, es preciso incidir en las
especies reactivas de nitrogeno. EI ON es un potente compuesto que en condiciones
fisioldgicas participa en la regulacion de multiples funciones como la sefializacion
celular, en el control de la presion arterial, en la relajacion del musculo liso, o en la
respuesta inmune. Las ON sintetasas (NOS) son las responsables de la produccion de
ON en los tejidos bioldgicos a partir de L-arginina. Se distinguen tres isoenzimas de
NOS: neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS). En la isquemia se
constata un exceso de produccion de ON como consecuencia de la sobreactivacion de
las 3 isoenzimas, que responden a estimulos distintos. Asi, mientras eNOS y nNOS
dependen del aumento de la concentracion de Ca*?, la actividad de iNOS viene regulada
por mediadores de la inflamacién'®®. Diversas publicaciones han destacado que el ON
tiene un efecto dual en la isquemia en funcidn de la isoenzima productora. Asi, mientras

la produccion de ON por parte de eNOS seria beneficiosa puesto que participa en
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mecanismos vasodilatadores y antiagregantes, la sobreactividad de iNOS y nNOS
ocasiona un efecto nocivo!®’. El dafio cerebral relacionado con ON estd mediado
principalmente por peroxinitrito (ONOO")??2. E1l ONOO- es un potente agente oxidante
que esta constituido a partir de la reaccion mediada por la enzima superdxido dismutasa
entre ON y O". El ONOO" interviene en la fragmentacion del ADN, la peroxidacion
lipidica y en el menoscabo proteico. Ademds, también se le ha relacionado con la

liberacion de factores proinflamatorios!®’

. Por otro lado, se ha descrito que el ON
participa en la liberacion de neurotransmisores, como glutamato; en inhibiciones
enzimaticas a nivel de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, como la
inhibiciéon de la citocromo c oxidasa, o a nivel de antioxidantes, como la glutation
peroxidasa'®’. Todas estas acciones ilustran la lesion celular fruto de una cascada

isquémica.
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Figura 1. Cascada de los eventos tras el fracaso energético (adaptado de '%6).
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2.4.2. Inflamacion

El dafio isquémico desencadena una respuesta inflamatoria caracterizada por la
expresion de genes inflamatorios que en ultima instancia ocasionan un incremento del
dafo isquémico por la propagacion de la inflamacion mediante la liberacion de
citoquinas, quemoquinas, moléculas de adhesion y enzimas proteoliticas. La microglia

constituye las principales células que participan en la neuroinflamacidon?%3-204,

Los procesos de inflamacion se asocian a la infiltracion de leucocitos, especialmente
neutrofilos, en el parénquima cerebral. Por tanto, la isquemia desencadena alteraciones
en la expresion de las moléculas de adhesion y las citoquinas que modulan la activacion
de los leucocitos. Para ello, las ROS promueven la expresion de multiples elementos de
las células endoteliales cuya finalidad va a ser la disrupcién de la BHE y de la matriz
extracelular. La infiltracion de las células sanguineas se ha relacionado con la
obstruccién de los microvasos y el fenomeno de “no-reflujo”. Asimismo, los neutrofilos
colaboran en la rotura de BHE debido a que configuran una fuente de metaloproteasa de
matriz (MMP)-9, que es la proteasa relacionada con la degradacion de la lamina
basal?®. Las selectivas, las sialomucinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas y las
integrinas forman parte de las moléculas de adhesion implicadas en el paso de

205 Las selectinas tercian en el rodamiento de los

leucocitos a través del endotelio
leucocitos, es decir, en la interaccion inicial entre leucocitos y células endoteliales. Se
distinguen la P-selectina, la E-selectina y la L-selectina. Esta ultima facilita la
interaccion entre las células endoteliales y los leucocitos, mientras que P-selectina y E-
selectina estan mas directamente relacionadas con el reclutamiento de los leucocitos. P-
selectina se ha relacionado con el empeoramiento clinico después de un ictus isquémico
e interviene en las interacciones entre los leucocitos y las plaquetas®®. Posteriormente,
otros mediadores facilitaran el reclutamiento de los leucocitos en las paredes vasculares.

Unas de las consecuencias es la caracterizacion de un estado protrombdtico a nivel del

endotelio.
La superfamilia de inmunoglobulinas es el grupo mas numeroso de receptores de la

superficie celular y estan implicadas en la presentacion y reconocimiento del antigeno.

También, intervienen en el segundo paso de la migracion de la célula?®. Dentro de este
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grupo de moléculas implicadas en la adhesion de los leucocitos en las células
endoteliales se identifican las siguientes: molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-
1), molécula de adhesion intercelular-2 (ICAM-2), molécula de adhesion vascular-1
(VCAM-1), molécula de adhesion plaqueta-endotelio-1 (PECAM-1), y molécula de
adhesion celular mucosa-1 (MAdCAM-1). La expresion de ICAM-1 esta inducida por
la interleuquina (IL)-1 y por el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, que a su vez
aumentan por la isquemia?’®. La expresion de ICAM-1 aumenta una hora después del
inicio de la isquemia, evidenciandose un pico a las 24 horas. La concentracion de
ICAM-1 se relaciona con el nivel de infiltracion de neutr6filos®®. Paralelamente, su
expresion se ha relacionado con la presencia de una placa en la arteria cardtida interna

sintomatica frente a la asintomatica??’

. Por tanto, la expresion de ICAM-1 puede
relacionarse con la arteriosclerosis. Se postula que ICAM-2 interviene en la interaccion
entre leucocitos y células endoteliales mediante la potenciacion de la union de ICAM-1
con la integrina CD11b/CD18, que es su principal ligando. La especificidad de ICAM-2
reside en que participa en la interaccion entre leucocitos y plaquetas®®®. La expresion de
VCAM-1 también estd impulsada por IL-1 y TNF-a. La intervencion de VCAM-1 en la
isquemia cerebral es menos conocida. Se ha observado que unas concentraciones
elevadas estan relacionadas con recurrencia o con el fallecimiento de causa vascular.

VCAM-1 interviene en el rodamiento de los leucocitos en las vénulas del SNC a través

de la integrina oupi. El papel de PECAM-1 también esta poco esclarecido®®.

Las integrinas son glicoproteinas de membrana constituidas por dos cadenas que
configuran las subunidades a y . Las integrinas cohesionan las células endoteliales, los
astrocitos y la lamina basal para formar la BHE. En consecuencia, intervienen en el
mantenimiento de la integridad de la microvasculatura cerebral?®. Como se ha
destacado previamente la integrina CD11b/CD18 o MAC-1 de los leucocitos facilita su
adhesion firme al endotelio vascular mediante la interaccion con ICAM-1. La integrina
CD 41 (omP3) parece que participa en la activacion de las plaquetas y por ello

desencadena complicaciones tromboticas de la microvasculatura cerebral®®3,

El aumento de la concentracion de Ca*? intracelular y la sobreinduccion de radicales
libres desencadenan la expresion de un abanico de genes proinflamatorios que
conduciran a la produccion de los mediadores de la inflamacién!®?, que en condiciones

fisioldgicas se encuentran en bajas concentraciones. Los mediadores de la inflamacion
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son elementos indispensables en el dafio isquémico puesto que se encargan del
reclutamiento y de la activacion de las células del sistema inmunitario en el interior del
parénquima. Los mediadores inflamatorios estdn producidos tanto por las neuronas
como por los astrocitos, la microglia o los oligodendrocitos. Las citoquinas, las
quemoquinas, los metabolitos del AA, la proteina inflamatoria-1 de macrofagos a, el
ON y las ROS comprenden los mediadores inflamatorios que intervienen en el dafo

isquémico?®.

Por lo que respecta a las citoquinas, la IL-1 desarrolla un importante papel en la cascada
de inflamacién y, por consiguiente, en el dafio isquémico cerebral. La IL-1 estd
compuesta por un sistema agonista (IL-1a y IL-1p), que favorece del dafio isquémico, y
por un sistema antagonista (IL-1RA), con actividad neuroprotectora’®®. La IL-1B y el
TNF-a han sido identificados como las citoquinas que inician la respuesta inflamatoria.
Sin embargo, esta activacion es transitoria. Por ello, la IL-1B y el TNF-a también son
los responsables de inducir una respuesta inflamatoria mas duradera a través de la
intervencion de la IL-6 y de la IL-8. Estas moléculas contribuyen a la liberacion de las

moléculas de adhesion celular?®®

. La IL-1B también es activada a través de los
receptores Toll-like (TLR), que se comentan brevemente en los siguientes parrafos. El
TNF-a ejerce funciones opuestas dado que, por un lado, fomenta la difusién de la
respuesta inflamatoria y se ha asociado a una mayor gravedad del dafio isquémico; vy,
por otro lado, efectiia funciones neuroprotectoras mediante acciones antiinflamatorias y
antiapoptoticas. La dualidad en la respuesta de TNF-a ha sido atribuida a la existencia
de distintas vias de sefializacion y de receptores®®®. La IL-18 interviene en la respuesta
inflamatoria més retardada mediante la regulacién de otras citoquinas proinflamatorias.
El neuropéptido Y atesora un papel relevante en la distribucion de las células
inmunitarias®®. Otras citoquinas han mostrado poseer unos efectos contrapuestos a la
respuesta inflamatoria. Este es el caso de la IL-10, que es una citoquina antiinflamatoria

que promueve la inhibicion de la IL-1 y el TNF-a. El factor de transformacién de

crecimiento (TGF)-B1 también parece reducir la respuesta inflamatoria®!°.

Las quemoquinas participan en la sefializacion celular en vistas a mediar en la
inflamacion. La proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) es una quemoquina
cuya sintesis estd estimulada por citoquinas y favorece la permeabilidad de la BHE en la

isquemia cerebral. Por otra parte, se ha relacionado la MCP-1 con procesos de
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migracion de células derivadas de la médula 6sea con fines de recuperacion del area

203. Un modelo animal basado en infligir una isquemia cerebral focal

lesionada
transitoria a ratones puso de manifiesto que la expresion de MCP-1 estd influenciada
por el estrés oxidativo secundario a los procesos de isquemia y reperfusion. Asi, la
sobreexpresion de la enzima superdxido dismutasa disminuye MCP-1. En la misma
publicacion se evidencid que los niveles de la proteina inflamatoria-1 de macrofagos o

(MIP-1a), relacionada con la diferenciacion neuronal, también mermaban?'!.

Como se ha mencionado previamente, en una situacion de isquemia se desencadena la
activacion de PLA> que conduciré al incremento de AA. El AA sometido a la enzima
COX sintetizard las prostaglandinas, otros mediadores de la inflamacion. Sin embargo,
el AA metabolizado mediante la enzima LOX produce 5-hidroxieicosatetranoico que
cuenta con leucotrieno A4 (LTA4) entre sus derivados. Se ha relacionado el LTA4 con

la disfuncion de la BHE y con los fendmenos de muerte celular?®.

Las MMP engloban una familia de enzimas proteoliticas que degradan las proteinas de
la matriz extracelular, como coldgeno, proteoglicanos, elastina o fibronectina. La
activacion de las MMP se desencadena como respuesta a la isquemia cerebral. La
MMP-2 y la MMP-9 constituyen las gelatinasas y se corresponden con las proteasas
mas implicadas en el dafio isquémico puesto que condicionan la alteracion de la
permeabilidad de la BHE e intervienen en la formacion de edema vasogénico. Las
gelatinasas estan implicadas en la mediacion de la cascada inflamatoria. La IL-1P o el
TNF-a son algunos de los mediadores inflamatorios que son activados por las
gelatinasas. Fruto de su accion nociva, las gelatinasas favorecen el paso de los

leucocitos al endotelio?!2.

La penumbra isquémica va a sufrir despolarizaciones, como la descritas previamente, en
el caso de no restaurar la perfusion cerebral. Asi, puede acabar sufriendo los
mecanismos que conducen a la muerte y al incremento del area del ntcleo isquémico
con el consiguiente detrimento del area de penumbra!®®. Como se resefia mas adelante,
mientras el nicleo isquémico sufre procesos de necrosis, el area de penumbra isquémica

caracteristicamente esta sometida a procesos apoptoticos.
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La influencia de los fendmenos inflamatorios abarca a los mecanismos etioldgicos que
determinan el desarrollo de un ictus isquémico. En la actualidad, se considera que la
arteriosclerosis es una enfermedad inflamatoria porque precisamente los mecanismos
inflamatorios resultan indispensables en la patogénesis y progresion de la

194213 Ep este sentido,

arteriosclerosis, ruptura de la placa, trombosis e ictus isquémico
la proteina C reactiva (PCR) es un indicador de inflamacion sistémica que se emplea
como marcador plasmatico de la enfermedad arteriosclerética. Esta establecido que la

PCR regula procesos inflamatorios que contribuyen a la instauracion de un estado

protrombotico?®s.
Oclusién microvascular
Citoquinas Citoquinas Integrinas
(IL-1B, TNF-a) (IL-6, IL-8) Selectinas

S

Fiebre
PCR
Fibrinégeno

v

Disrupcién de la BHE
Edema vasogénico,

Figura 2. Marcadores moleculares de la inflamacién durante la fase aguda de isquemia (adaptado de
208y 1L, interleuquina; TNF-o, factor de necrosis tumoral-o; ICAM-1, molécula de adhesion intercelular-
1; VCAM-1, molécula de adhesion vascular-1; MMPs, metaloproteasa de matriz; PCR, proteina C
reactiva; BHE, barrera hematoencefalica.

El edema cerebral implica la acumulacion de liquido y constituye una via de dafio
isquémico. El edema secundario a una lesion isquémica puede ser citotoxico y
vasogénico. El edema citotoxico acontece de forma temprana, en los primeros minutos
tras el inicio del ictus isquémico. Este tipo de edema es secundario al fracaso del
transporte de iones dependiente del ATP, que conduce a la entrada de agua del

intersticio al interior de la célula por razones osmdticas. El edema vasogénico es mas
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tardio puesto que se inicia a las horas del inicio de la lesion isquémica. El edema
vasogénico estd relacionado con el fracaso de la BHE que conlleva la entrada de

elementos plasmaticos al espacio extracelular?®,

2.4.3. Senalizacion intracelular

La isquemia cerebral es uno de los mayores estimulos para la induccion génica cerebral.
Estos genes van a estar relacionados con excitotoxicidad, inflamacion y apoptosis. No
obstante, el suceso isquémico condiciona la activacion de vias de sefalizacion que
conllevan también un efecto neuroprotector. El mecanismo de activaciéon de los
mecanismos de transcripcion responde, a grandes rasgos, a la activacion de los
receptores NMDA y AMPA por la liberaciéon masiva de glutamato. Los actimulos

intracelulares de Ca*? y Na* tienen una participacion fundamental®'#,

Las quinasas de proteinas activadas por mitégenos (MAPKSs) conforman un grupo de
mensajeros que se encargan de transmitir las sefales extracelulares al nucleo. Las
quinasas reguladas por sefal extracelular (ERK), quinasas de proteinas activadas por
estrés (SAPK), p38 MAPK y la quinasa c-Jun N-terminal (SAPK/JNK) forman parte de
la familia de MAPKs?!®>. SAPK, p38 MAPK y SAPK/JNK estan involucradas en la

supervivencia celular y en la produccion de citoquinas inflamatorias y apoptosis'®’.

JAK (quinasa Janus) / STAT (transductor de sefial y activador de la transcripcion)
establecen una importante via de sefalizacion que media en la respuesta intracelular de
las citoquinas. Se ha descrito que INF-y conlleva la activacion de STATI, que
promueve la muerte celular. Caso contrario es el rol de la IL-10, puesto que induce la
activacion de STAT 3, relacionado con supervivencia celular. La via de sefalizacion

JAK/STAT esta relacionada con la respuesta inmune?!®,
TNF-a propicia el inicia de la respuesta inflamatoria mediante la induccién de los genes

que codifican para la proteina-1 activadora (AP-1) y para el factor de transcripcion

nuclear kB (NF-kB)?'4. NF-«B se libera por mecanismos de fosforilacion que permitiran
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su translocacion al ntcleo para unirse a secuencias especificas del ADN implicadas en

la transcripcion de genes relacionados con el proceso inflamatorio?!”.

La muerte celular programada o apoptosis que sigue a la isquemia cerebral estd
determinada por genes de la familia Bcl-2 y regulada por una familia de proteasas
llamada caspasas. El factor p53, cuya activacion esta relacionada tras el desarrollo de
una lesion del ADN, puede desencadenar la sefial apoptdtica. En modelos animales se
ha puesto de manifiesto que la sobreexpresion de TNF-qa, IL-1B y IL-6 conduce a la
apoptosis neuronal mediante la activacion de la via p38 MAPK. TNF-a interviene en la
formacion del complejo de senal de induccion de muerte a través del reclutamiento de
proteinas FADD (fas-associated death domain). La produccion de iNOS o la MMP-9

también estan involucrada en la activacion de la cascada apoptotica®!?,

Las proteinas de shock térmico (HSP) son unas chaperonas moleculares que intervienen
en la constitucion de las proteinas y, por consiguiente, participan en el mantenimiento
celular y en la sefializacion, diferenciacion y migracion neuronal. La expresion de las
HSP-70 estd inducida masivamente en la isquemia y se le confiere un efecto inhibidor

de la cascada apoptotica®!s.

2.4.4. Inmunomodulacion en la isquemia cerebral

La inmunomodulacion hace referencia a la implicacion del sistema inmune en la
respuesta tras una isquemia cerebral. En condiciones fisioldgicas, la respuesta
inmunologica del SNC esta compartimentalizada y varia en funcioén de sus estructuras
anatomicas. Las meninges, los plexos coroideos, los ventriculos y los espacios
periventriculares presentan una respuesta inmunologica similar a la observada en otros
tejidos del organismo. Sin embargo, el parénquima cerebral ofrece constitutivamente
una respuesta menor a los estimulos inmunes. La finalidad de este privilegio
inmunologico es limitar el dano inflamatorio. El ictus isquémico desencadena una
cascada de reacciones proinflamatorias y antiinflamatorias que modifican las respuestas

inmunologicas del SNC?!%.
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A diferencia de la inmunidad adquirida, la inmunidad innata no precisa de la exposicion
previa a antigenos. Los tipos celulares que participan en la inmunidad innata son los
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas y células natural killer. Las células del
sistema inmune innato estdn adaptadas para reconocer determinados patrones
moleculares asociados a los patdégenos. En el reconocimiento de estas estructuras
intervienen determinados receptores, como los TLR. Los TLR tienen la capacidad de
identificar componentes especificos de los microorganismos y ligandos enddgenos. Por
ello, pueden identificar la presencia de productos de degradacion, productos de cascadas
proteoliticas o de procesos inflamatorios. Las distintas poblaciones celulares del SNC
contienen distintos tipos de TLR. La promocién de la ruta de los TLR conllevard la
activacion de NF-kB que, a su vez, promocionara la transcripcion de mediadores de la
inflamacion, como IL-1, IL-6, TNF-0, o moléculas de adhesioén, que iniciaran la
respuesta inflamatoria. La activacion de TLR también puede estar implicada en
procesos de neurorreparacion tras una isquemia cerebral mediante la potenciacion de

células progenitoras y de factores de crecimiento®®.

La inmunidad adquirida precisa de la accion previa de la inmunidad innata en vistas a
difundir los linfocitos B y T especificos. Tras la lesion isquémica se desencadenan
cambios a nivel del endotelio que propician la infiltracion de células T, que se
diferencian en distintas poblaciones celulares cuyos efectos pueden llegar a ser
opuestos. Las células T helper (h) 1 estan implicadas en la inflamaciéon mediante la
promocion de la produccion de IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a. Las células Th2 actiian
como contrapunto con su relacion con la liberacion de citoquinas antiinflamatorias,

como IL-4, IL-10 e IL-132%,

2.4.5. Muerte neuronal

La muerte neuronal es una manifestacion final del dafo isquémico. Se consideran dos
procesos distintos: necrosis y apoptosis. La necrosis afecta a un gran nimero de células
localizadas en el llamado ntcleo del infarto. La necrosis es el resultado del proceso de
excitotoxicidad en el que participan la activacion de receptores ionotropicos, como

NMDA, tras la liberacion de glutamato. La pérdida de la homeostasis celular,
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desencadenada por la anoxia, condicionara los hinchamientos del nticleo y la célula y la
pérdida de la integridad de la membrana celular desde las etapas tempranas. La
liberacion del contenido citoplasmatico al espacio extracelular participa en la
propagacion de la respuesta inflamatoria. Se trata de un mecanismo rapido de muerte

celular circunscrito por un mecanismo pasivo?!“.

La apoptosis define un proceso de muerte celular programada regulado por la
produccidn y activacion de unas proteinas especificas, llamadas caspasas. Las caspasas
son una familia de proteasas responsables de la protedlisis selectiva de proteinas
indispensables para la supervivencia. La caspasa-3 es el miembro de esta familia de
proteasas que mas se ha relacionado con la apoptosis isquémica. Asi, a diferencia de la
necrosis, la apoptosis describe un mecanismo activo de muerte neuronal. Las neuronas
delimitadas en el area de la penumbra isquémica, dado que conservan una minima
actividad metabdlica, son las susceptibles de conducir a la cascada apoptotica que puede
iniciarse dias o semanas después del inicio de la isquemia. La apoptosis implica una
muerte neuronal retardada. Como se ha mencionado previamente, el dafio isquémico
propicia la activacion de la via de sefnalizacion INKs/SAPKs que favorece la expresion
de CD95L y TNF-a que intervienen en la sefializacion apoptotica. En la apoptosis, la
célula mantiene la membrana isquémica hasta las etapas finales, que traducird una

menor respuesta inflamatoria y un menor vertido de material genético?!#220,

2.4.6. Inmunosupresion en relacion con ictus isquémico

Se ha postulado que la infeccion es una complicacion frecuente del ictus isquémico??!.
El SNC modula la actividad del sistema inmune a través de una compleja regulacion
que incluye el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, el nervio vago y el sistema nervioso
simpatico. Se ha descrito que citoquinas de perfil proinflamatorio, a través de una
compleja via de regulacion, estdn implicadas en la secrecion de la hormona
adrenocorticotropina, que induce la secrecion de glucocorticoides. A su vez, estos
glucocorticoides tienen la capacidad de suprimir la produccion de mediadores
proinflamatorios (IL-1B, IL-11, IL-12, INF-y, IL-8, prostaglandinas y ON). Por otro

lado, los glucocorticoides potencian la liberacion de mediadores antiinflamatorios (IL-
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4, IL-10, factor de transformacion de crecimiento-f). El sistema nervioso simpatico esta
implicado en la inhibicidn de la accion proinflamatoria de las células Th 1, dando lugar
un predominio de la respuesta antiinflamatoria de las células Th 2. En este contexto
también son liberadas catecolaminas que regulan la produccion de mediadores
inflamatorios. Los mecanismos de inmunosupresion relacionados con el ictus isquémico
pueden actuar como un mecanismo neuroprotector en aras de contrarrestar el proceso

inflamatorio y evitar la respuesta autoinmune tras la disrupcion de la BHE?%.

2.4.7. Angiogénesis tras la isquemia cerebral

Tras un proceso isquémico se establecen diversos mecanismos encaminados a la
neurorreparacion: la angiogénesis, la neurogénesis y la plasticidad cerebral??’. La
angiogénesis implica la formacion de nuevos vasos sanguineos. Asi, tras la isquemia
cerebral acontece la expresion de multiples genes relacionados con la angiogénesis que
conduciran a la proliferacion de las células endoteliales que rodean el area del infarto
con el objetivo de incrementar los vasos sanguineos en los primeros dias tras la

isquemia.

Uno de los factores esenciales que participan en la angiogénesis es el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Precisamente, la union de VEGF a su
receptor desencadena multitud de sefiales que conllevan la angiogénesis. Por otro lado,
el VEGF también estd relacionado con sefiales antiapoptdticas a través de la via
PI3k/Akt. Ademas de este factor de crecimiento, también se ha constatado el papel de
otros factores. El factor de crecimiento derivado de plaquetas-f induce la formacion de
nuevos capilares. El1 TGF-, cuya expresion se activa tras la isquemia cerebral, modula
la angiogénesis y estimula el crecimiento de las células endoteliales. El factor de

crecimiento de fibroblastos también parece tener un papel destacado en este proceso®?.

Las células progenitoras endoteliales (EPC) constituyen otro elemento fundamental en
el desarrollo de la angiogénesis. Las EPC son células madre que se generan en la
médula 6sea y se movilizan en base a determinados estimulos mediante una modulacion

proporcionada por diferentes quimocinas o citoquinas. Las EPC podrian desempenar
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una funcion indispensable en el restablecimiento de la integridad endotelial tras la
ruptura de la BHE en la fase aguda del ictus. VEGF estd comprometido con la

proliferacion, migracion y reclutamiento de la EPC?%4,

2.4.8. Neurogénesis tras la isquemia cerebral

La neurogénesis se define como el proceso de generacion de nuevas neuronas a partir de
sus progenitoras. La neurogénesis se desencadena basicamente durante las etapas del
desarrollo del cerebro. Sin embargo, en la actualidad estd establecido que en el cerebro
adulto se hallan células madre que pueden producir nuevas neuronas y glia y, por tanto,
desencadenarse procesos de neurogénesis’?*. No obstante, en el cerebro adulto la
generacion de nuevas neuronas acontece fundamentalmente en dos éreas: la zona
subgranular del giro dentado hipocampal y la zona subventricular del cerebro anterior.
La neurogénesis estd regulada por factores genéticos, factores de crecimiento,
neurotransmisores, hormonas (estrégenos) y la edad. Entre los factores de crecimiento
cabe destacar el VEGF, el factor neurotréfico de origen cerebral, el factor de
crecimiento fibroblastico basico y el factor de crecimiento epidérmico. La isquemia
cerebral es un potente inductor de estos factores??’. La mayoria de las nuevas neuronas
mueren prematuramente. Se ha indicado que esta situacion puede responder a un
ambiente adverso para las nuevas neuronas ante la ausencia de factores troficos, de
conexiones, o de un ambiente angiogénico propicio. Como sugiere la participacion de
VEGF, la angiogénesis y la neurogénesis estan intimamente relacionadas. Es necesaria
la generacion de nuevos vasos sanguineos para asegurar el aporte de nutrientes y, de

224 Los vasos sanguineos resultantes

este modo, la supervivencia de las nuevas neuronas
de la angiogénesis liberan quemoquinas y factores de crecimiento que estimulan la
migracion de las neuronas inmaduras hacia las areas adyacentes del nucleo isquémico.
El ictus isquémico también estimula la division y la diferenciacion parcial de las células
progenitoras de oligodendrocitos en las zonas contiguas a la lesion. Estas células tienen

la capacidad de diferenciarse en oligodendrocitos maduros y mediar en la reparacion

neuronal®?,
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2.4.9. Plasticidad cerebral

La plasticidad cerebral (PC) esta determinada por aquellos sucesos que regulan la
capacidad de modificacion del SNC como respuesta a una lesion o a cambios
fisiologicos. Durante la recuperacion limitada que acontece tras el ictus isquémico, el
cerebro tiene la capacidad de activar programas de supervivencia neuronal que estan
involucrados en el establecimiento de nuevas conexiones que son sensibles a la
actividad conductual y a las estrategias de neurorrehabilitacion??. Los mecanismos
relacionados con la PC son: activacion de vias paralelas que ejecutan funciones
similares a las de vias dafiadas, revelacion de vias funcionales silentes, y la formacion
de nuevos brotes a partir de neuronas supervivientes con la formacion de nuevas
sinapsis??%. La activacion de los receptores de TGF-B induce la formacion de nuevos
brotes axonales y estd involucrada en los procesos de recuperacion motora tras un ictus
isquémico??. En los fenomenos de PC intervienen diferentes mecanismos en funcion
del perfil temporal. A corto plazo se ha descrito la potenciacion funcional de circuitos
neuronales existentes a través del revelamiento de sinapsis silentes reguladas por
mecanismos GABA¢érgicos. En cambio, la regeneracion axonal, con la formacion de
nuevos brotes y espinas dendriticas y las variaciones de las sinapsis, forma parte de las

modificaciones a largo plazo??. AMPA participa en la mediacion de la actividad

sinaptica?®. El entrenamiento interviene en la PC a través de cambios en las sinapsis??®.

2.4.10. Precondicionamiento isquémico y tolerancia isquémica

El precondicionamiento isquémico (PI) define la situacion en la que un corto periodo de
isquemia cerebral confiere una resistencia cerebral a episodios ulteriores de isquemia
mas prolongada. La tolerancia isquémica (TI) contempla dos fases: una tolerancia
rapida o temprana, que se desencadena en los primeros minutos hasta las primeras
horas; y una tolerancia retardada que est4 asociada a la sintesis de novo de proteinas y
que se desarrolla durante los primeros dias. A nivel cerebral, se cree que es

precisamente la tolerancia retardada la que ejerce un papel predominante!®4,
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La respuesta que confiere el PI conlleva cambios en la expresion de los genes para
conferir citoproteccion y supervivencia a las células. La expresion génica estd regulada

por factores de transcripcion y sometida a mecanismos epigenéticos??’

. Se ha postulado
que los micro-acido ribonucleicos pueden estar involucrados en la reprogramacion de la
respuesta a la isquemia y en la adquisicion de un fenotipo de tolerancia a la isquemia!®*,
Uno de los reguladores clave de la respuesta gendmica tras el PI es el factor inducible
por hipoxia (HIF). En condiciones de hipoxia, esta proteina participa en la regulacion de
genes encargados de codificar proteinas relacionadas con transporte de oxigeno
(eritropoyetina), angiogénesis (VEGF y angiopoyetina-2), control vasomotor
(adrenomedulina y receptores [-adrenérgicos), supervivencia celular (VEGF vy
eritropoyetina), regulacion del pH (anhidrasas carbonicas), y metabolismo energético
(transportadores de glucosa y enzimas glicoliticos)??’. La activacion de NF-kB también
se ha relacionado como uno de los mecanismos que intervienen en el fendémeno de
TI?%. La TI interviene en la regulacion de los distintos procesos que conllevan el dafio
isquémico. El fenomeno de TI estd asociado al mantenimiento de la perfusion
microvascular durante el ictus isquémico. El PI potencia la angiogénesis de la penumbra
isquémica durante la dos primeras semanas tras el ictus isquémico. VEGF vy
eritropoyetina inducen mecanismos antiapoptdticos mediante la activacion de la via de
la quinasa PI3-Akt. Se ha constatado que el PI interviene en la regulacion de genes
relacionados con una menor demanda energética a través de la preservacion de la
funcion y de la integridad de la membrana mitocondrial. Por otro lado, el PI establece
una inhibicion de la excitotoxicidad asociada a glutamato o a la sobreactivacion de los
receptores NMDA y AMPA. Otra via por la que el PI confiere una proteccion frente al
dafio isquémico es por su implicacion en la expresion de varios factores de crecimiento,
como factor de crecimiento insulinico tipo 1, factor de crecimiento de fibroblastos-2,
TGF-B1, factor de crecimiento epidérmico, factor neurotréfico derivado del cerebro,
eritropoyetina, VEGF, factor de crecimiento derivado de la glia, y factor de
creciemiento derivado de las plaquetas-A. La inmunidad innata colabora en el proceso
de tolerancia isquémica a través de ligandos especificos de los TLR, como el

lipopolisacarido??’

. El sistema endocanabinoide, a través de la produccion de 2-
araquidonilglicerol 'y N-araquidonoiletanolamina anandamida, media efectos
neuroprotectores a través de los receptores canabinoides CB1?2%. En el proceso de

tolerancia isquémica también se ha sefialado una sobreproduccion de TNF-02%.
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Considerando que el AIT implica un déficit neuroldgico funcional sin lesion estructural,
se ha descrito al AIT como un episodio clinico de TI??®. Se han publicado numerosos
estudios con la finalidad de investigar si los pacientes con antecedentes de AIT tienen
un mejor prondstico tras sufrir un ictus isquémico en comparacion con aquellos sin
antecedentes de AIT?30-2%, A pesar que se ha sugerido que el prondstico de un ictus
isquémico puede resultar mejor en pacientes que hayan sufrido un ictus isquémico de
perfil no lacunar y cuenten con antecedentes de AIT en la semana previa, no todos los
estudios han puesto de manifiesto una asociacion entre AIT previo y pronostico tras un
ictus isquémico??®. Se ha indicado que factores como la heterogeneidad del ictus
isquémico, la edad de los pacientes, la duracion o los dias previos de ocurrencia del AIT

pueden interferir en la disparidad de conclusiones®?7-228,
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2.5. Biomarcadores relacionados con la isquemia
cerebral

Una valoracién adecuada de los pacientes que consultan por una sospecha de AIT
resulta esencial en la practica clinica diaria. Cabe considerar que de ello van a depender
las decisiones clinicas y, en consecuencia, la estrategia diagndstica y terapéutica.
Decisiones fundamentales que van a intervenir en el prondstico del paciente y que van a
revertir en los balances de coste-efectividad de cualquier sistema sanitario?®’. En este
contexto, los biomarcadores estan llamados a adquirir una importancia capital, maxime
en el AIT cuyo diagndstico resulta complejo. El hecho de que los sintomas y signos
mayoritariamente se hayan resuelto antes de que el paciente reciba la valoracion médica
o que el AIT tenga una presentacion inespecifica condicionan que el diagnostico
diferencial pueda ser amplio en funcién de los casos. Por otro lado, la neuroimagen no
siempre va a confirmar la isquemia. Multiples estudios han identificado una elevada
variabilidad en el diagnostico de AIT entre el personal médico, incluyendo neur6logos
versados en la atencion de la ECV?3, La identificacion de biomarcadores que participen
en las tareas diagndsticas y pronosticas ayudaria a dar respuesta a estas vicisitudes®.
Por otro lado, es preciso mejorar la capacidad prondstica de las escalas clinicas de AIT
para identificar los pacientes que sufrirdn una potencial recurrencia??’. Desde un punto
de vista genérico, los biomarcadores se definen como aquellos pardmetros bioldgicos,
bioquimicos, o biofisicos procedentes de procesos bioldgicos, patogénicos o de
intervencion terapéutica, y que pueden ser monitorizados de un modo objetivo**!-243, De
ello subyace que proporcionan informaciéon de los procesos fisiopatologicos que
acontecen. La isquemia cerebral esta caracterizada por diversas alteraciones celulares y
moleculares (como excitotoxicidad, estrés oxidativo, inflamacion, muerte celular, o
apoptosis) que se acompafian de cambios bioquimicos en la sangre periférica’**. El
candidato a biomarcador en la ECV debe poseer unas cualidades adicionales. Debe
poder ser medido rapidamente y mediante un método accesible a distintos entornos
clinicos. Ademads, debe ser reproducible, fiable, preciso, facil de interpretar y coste-
efectivo?®. El estudio de los biomarcadores se ha desarrollado en las distintas etapas del
manejo de la ECV: diagnostico, prondstico y terapéutico. En la actualidad, en la

literatura se identifica un predominio de estudios centrados en el ictus isquémico en
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comparacion con el AIT. No obstante, el concepto de sindrome cerebrovascular agudo
establece que tanto el AIT agudo como el ictus isquémico agudo puedan ser
considerados como dos entidades que forman parte del mismo espectro?#¢. Sin embargo,
no parece baladi tener en consideracion las especificidades de ambos cuadros, como por
ejemplo en el diagndstico. La utilidad de un biomarcador en el diagndstico de AIT viene
configurada por su capacidad de identificar la isquemia cerebral transitoria y de
permanecer detectable varios dias?*. La fuente de obtencion de los biomarcadores
resulta igualmente de interés. Cabe considerar que la obtencion de biomarcadores
procedentes de tejido cerebral humano no es planteable; como tampoco la obtencion
rutinaria de liquido cefalorraquideo en estos pacientes, que estan sometidos a
tratamiento antiagregante o anticoagulante. Por otro lado, en pacientes que realmente
hayan sufrido un cuadro imitador de ictus, la realizacion de pruebas no puede suponer
un riesgo adicional de complicaciones médicas. En condiciones normales, los
biomarcadores derivados del SNC no son detectables en grandes cantidades en el
torrente circulatorio debido a la integridad de la BHE. Sin embargo, tras un episodio
isquémico se desarrollan disrupciones de la BHE que pueden conducir a la liberacion en
la circulacién de estos biomarcadores, favoreciendo una mayor accesibilidad para su
estudio®*’. No obstante, la lenta liberacion de proteinas neuronales y gliales a través de

la BHE es una dificultad en si mismaZ?*®.

Asimismo, se han hallado diversos
biomarcadores potenciales de isquemia cerebral en cuadros imitadores de ictus, como
por ejemplo infarto de miocardio o infeccion cerebral?®®. La mayoria de los estudios
sobre biomarcadores de isquemia cerebral se han centrado en la evaluacion de proteinas
seleccionadas por su conocida relacion con la fisiopatologia del ictus isquémico,
incluyendo a marcadores de dafio tisular cerebral, inflamacion, endoteliales, o de
coagulacion/trombosis?*’. La complejidad y la diversidad tanto de los distintos tipos de
tejido cerebral como de la fisiopatologia de la isquemia contribuyen a la carencia actual
de biomarcadores especificos de ictus?*’. Una de las mayores limitaciones en la
identificacion de biomarcadores con utilidad clinica en el campo del ictus isquémico y
del AIT es la falta de un modelo de validacion preciso®>!.

En este capitulo se ha optado por presentar una clasificacion de los biomarcadores desde

un punto de vista clinico®?.
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2.5.1. Biomarcadores relacionados con el diagnostico

Elementos traza en el suero

Se ha descrito que la patogenia del ictus isquémico ocasiona una alteracion de la

homeostasis de los elementos traza o oligoelementos®>?

. Un estudio que incluy6 a 20
pacientes que habian sufrido un AIT y 20 sujetos sanos identificd un descenso de hierro
y un incremento de vanadio y boro séricos mediante técnicas de espectrometria de
masas (EM) en la poblacion de estudio. También puso de manifiesto diferencias en el
perfil de oligoelementos en funcion del sexo de los individuos. Asi, mientras que la
poblacion femenina que habia sufrido un AIT contaba con un descenso de la

concentracion de cobre, la poblacién masculina estaba caracterizada por una elevacion

de yodo, litio, manganeso, selenio, zinc, arsenio, plomo, niquel y estroncio??.

Copeptina

Un grupo de estudio aleman realizé un ensayo para evaluar el uso de copeptina para
diferenciar ictus isquémico, AIT o cuadro imitador de ictus entre aquellos pacientes que
consultaban por sospecha de ictus en las primeras 4,5 horas desde el inicio de los
sintomas. La copeptina, péptido compuesto por 39 aminoacidos que se correlaciona con
la secrecion de vasopresina, se incrementa de forma temprana tras una situacion que
condicione un estrés hemodindmico agudo. Se ha constatado que la copeptina también
estd aumentada en pacientes que sufren sepsis, enfermedad respiratoria aguda, o infarto
de miocardio agudo. En el estudio, 20 pacientes fueron diagnosticados de ictus
isquémico, 9 de AIT, y 7 de un cuadro imitador de ictus. Los niveles de copeptina
tendian a ser mas elevados en los pacientes con ictus isquémico [19,1 pmol/L (11,2-
48,5)] en comparacién con los que habian sufrido un AIT [9,4 (5,4-13,8)]. Sin embargo,
los niveles mas elevados de copeptina fueron recogidos en la poblacion que habia
presentado un imitador de ictus, con un amplio rango de valores [33,3 (7,57-255,7)] que
penalizd la especificidad de la copeptina. La precision de la copeptina para el
diagnéstico de ictus isquémico fue del 63% con una sensibilidad del 80% y un valor

predictivo positivo del 64%%4.
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Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina

La fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-PLA2) es una lipasa serina independiente
de calcio cuya funcién es la hidrolisis de fosfolipidos oxidados para liberar el
proinflamatorio lisofosfatidilcolina y acidos grasos oxidados. Lp-PLA2 circula unida a
LDL*8, Lp-PLA2 es sintetizada por monocitos y por macrofagos tisulares. Los niveles
elevados de Lp-PLA2 se han relacionado con un aumento del riesgo de eventos
vasculares y con el diagndstico de estenosis sintomaticas entre los pacientes con AIT.
En la actualidad existen mecanismos que permiten medir tanto su masa como su
actividad. En 2004 se public6 un estudio con resultados negativos que pretendia valorar
la capacidad diagnostica de Lp-PLA2 en un grupo de 100 pacientes que habian

consultado por sintomas neurologicos transitorios de presumible causa isquémica?>.

IL-6

La glicoproteina IL-6 es una citoquina inflamatoria que se libera tras episodios
isquémicos cerebrales y actla como molécula mensajera entre leucocitos, endotelio
vascular y parénquima. La concentracion de IL-6 en sangre se ha correlacionado con la
gravedad de ictus y como marcador de peor pronostico. La IL-6 se ha sehalado como

como biomarcador de dafio cerebral agudo®¥’

. Un estudio que compar6 45 sujetos con
AIT y 36 sujetos sanos evidencié que los sujetos com AIT presentan un aumento
significativo de la concentracion de IL-6, concretamente 6,76 pg/mL (2,72-18,3) en

comparacion con el valor de 2,46 pg/mL (1,5-4,61) de la poblacion control?6.

Molécula de adhesion intercelular-1

La molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) constituye otro mediador de la
inflamacion cuyas concentraciones estan elevadas en el AIT. Concretamente, el estudio
previo previa también evalu6 los niveles de ICAM-1. Identifico que el grupo AIT
contaba con unas concentraciones de [CAM-1 de 371,6 ng/mL +- 161,8 en comparacion

con unos valores de 301,9 ng/mL +- 91.6 de la poblacion control?>°,
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Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) es uno de los marcadores inflamatorios mas investigados.
El estudio previo también identifico una elevacion estadisticamente significativa de la
PCR entre los pacientes que habian sufrido un AIT (8,5 mg/L [6,7-14,9]) en

comparacion con el grupo de control (4,5 [2,8-5,8])>°.

Fosfatidilinositol-3,4, 5-trifosfato 5-fosfatasa 1

La fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 5-fosfatasa 1 (SHIP-1) es un mediador codificado
por el gen INPP5D que se expresa predominantemente por los componentes celulares
del compartimentos hematopoyético. Se considera que SHIP-1 actua como un regulador
negativo de vias de sefializacion relacionadas con citoquinas, inmunoreceptores y de
factores de crecimiento en diferentes tipos celulares. Una publicacion centrada en la
evaluaciéon de una poblacion china que consultaba por un episodio isquémico agudo
identifico, mediante técnicas de espectrometria de masas (MS), que SHIP-1 resultaba un
marcador de diagndstico de ictus. Concretamente, establecieron un aumento de riesgo
de evento isquémico agudo ante unos niveles de SHIP-1 > 1,550 pg/ml (OR 4,48; IC
95%; 1,97-8,96). El punto de corte de 1,550 pg/ml arroj6 una sensibilidad de 77,5% y
una especificidad de 88,3%. La relacion entre SHIP-1 y la patogenia de ictus se
estableci6 a través de la regulacion negativa de SHIP-1 sobre la via fosfatidilinositol-3
quinasa (PI3K), relacionada con la respuesta inflamatoria, el factor neurotrofico
derivado del cerebro. La via PI3K estd implicada en la permeabilidad de la BHE tras

una isquemia cerebral focal®’.

Gamma-glutamiltransferasa

La gamma-glutamiltransferasa (GGT) es una de las enzimas hepaticas que se utilizan de
forma rutinaria en los estudios de enfermedad hepatica. Un grupo alemén hallé una
asociacion entre la actividad GGT y el AIT. Se razonaba que las placas de las arterias
carotidas estan relacionadas con un aumento de la actividad de GGT y que, de hecho, la

GGT esta involucrada en los fenémenos de progresion de placa®.
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Anticuerpos NR2

El receptor NMDA es uno de los principales reguladores de la transduccion de sefiales
eléctricas neuronales y participa en los fenomenos de excitoxicidad. Los receptores
NMDA se localizan en las superficies pre y postsindpticas de las neuronas y en las
superficie epitelial de la microvasculatura cerebral. De este modo, juegan un papel en la
funcion de la BHE y en el control de la funcidon de la microvasculatura. Se ha detallado
que en las fases tempranas de isquemia se estimulan las serina proteasas activadas por
trombina que liberan fragmentos, los denominados péptidos NR2, del receptor NMDA.
Los anticuerpos NR2 surgen como respuesta a los fragmentos péptidos NR2 y pueden
ser medidos en sangre. Se ha observado que los pacientes que sufren un ictus isquémico
tienen unos niveles en sangre mas elevados de anticuerpos NR2, comparado con
individuos sanos. Los autoanticuerpos del receptor NMDA reflejan el antecedente de
isquemia, incluso en las situaciones de isquemia transitoria reversible. También se ha
evidenciado que los niveles de anticuerpos NR2 estan significativamente mas elevados
en pacientes que han sufrido multiples eventos vasculares recientes en contraposicion

con los que han experimentado un fenémeno aislado®*.

Glicoproteina plaquetaria V

Las plaquetas adquieren un rol fundamental en el episodio isquémico cerebral. Otro
grupo de estudio alemén dictamind que los pacientes que presentan un AIT o un ictus
isquémico muestran una mayor expresion de la glicoproteina plaquetaria VI en
comparacion con pacientes sin enfermedad isquémica. No se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de los pacientes con AIT e ictus

isquémico?®’.

Productos de degradacion de fibrinogeno por elastasa

En el ictus isquémico acontece la acumulacion y activacion de leucocitos que liberan
diversas enzimas proteoliticas, entre las que se incluyen la elastasa. La elastasa puede
degradar componentes de la matriz extracelular y de las proteinas plasmaticas. Una de
las proteinas que pueden ser degradadas por elastasa es el fibrinégeno, dando lugar a los

productos de degradacion. A tenor de esta premisa, un grupo holandés describi6 que el
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grupo de pacientes con ictus isquémico mostraban unos niveles significativamente mas
elevados de productos de degradacion de fribrindgeno por elastasa que el grupo

control?¢!,

Dimetilarginina asimétrica

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un derivado del catabolismo de las proteinas
que contienen residuos de arginina metilada. Este producto es un inhibidor competitivo
de la NOS. De modo que la elevacion plasmatica de ADMA juega un papel en la
reduccion de la biodisponibildad de ON asociada a la aterosclerosis. Por otro lado, se
han relacionado los niveles de ADMA con el GIM de la arteria cardtida y con

enfermedad coronariaZ®?

. Un grupo sueco llevd a cabo un estudio en una poblacion de
363 pacientes que habian sufrido un ictus. De ellos, un 86% fueron etiquetados de ictus
isquémico, un 8% de AIT y el 6% restante de ictus hemorragico. Mientras los pacientes
con ictus isquémico se dividieron en cardioembolicos y en no cardioembolicos, los
pacientes con AIT se mantuvieron como grupo unico independientemente de su
etiologia. El andlisis de los datos mediante una regresion logistica multiple identificd

que el incremento de la concentracion de ADMA estaba fuerte e independientemente

asociada a AIT y a ictus isquémico de caracteristicas cardioembolicas?s?.

Metaloproteasas de matriz-9

Las metaloproteasas de matriz-9 (MMP-9) constituyen una familia de endopeptidasas
encargadas de la renovacion y degradacion de las proteinas de la matriz extracelular. En
condiciones normales, la expresion en el tejido cerebral de MMP-9 es minima o
indetectable. No obstante, como resultado de una accion lesiva acontece un incremento
de sus niveles que ha llevado a sugerir su importante papel en la patogenia del ictus a
través de la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular, que resultan
esenciales para el mantenimiento de la homeostasis. Tras el inicio del ictus, se
desarrolla un marcado aumento de la expresion de MMP-9 que conduce a disrupciones
de la BHE y a muerte celular a través de mecanismos proteoliticos. Los niveles de

MMP-9 se incrementan tanto en la ECV isquémica como hemorragica?*.
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Proteina S100 p

La proteina S100 B es una proteina glial que participa en la regulacion del Ca®™
intracelular. Esta proteina tiene un perfil dual puesto que resulta protectora y trofica a
concentraciones bajas, pero adquiere un papel toxico y proapoptotico a elevadas
concentraciones**’. Cabe destacar que se ha planteado que la proteina S100 B resulta
mas un marcador de disfunciéon de la BHE mas que de dafio glial especifico por su
amplia localizacion en varios tipos celulares. El aumento de los niveles de S100 3 no es
especifico del infarto cerebral, también sucede en las lesiones traumaticas cerebrales y

en patologia tumoral maligna extracraneal®*s,

Proteina acidica fibrilar glial

La proteina acidica fibrilar glial (GFAP) es una proteina especifica de los astrocitos
cerebrales. Un estudio que incluyé a 135 pacientes concluyd que la GFAP permitia
distinguir entre aquellos pacientes que presentaban un ictus hemorragico de los que
habian sufrido un ictus isquémico en las primeras 6 horas desde el inicio de los
sintomas. Concretamente, se observé que las concentraciones de GFAP era mas
elevadas en los casos de ictus hemorragico: 111,6 ng/L. en comparacion de 0,4 ng/L. de
los ictus isquémicos (p<0.001). Estos resultados arrojaban una sensibilidad del 79% y

una especificidad del 98%%4.

Proteina PARK7

PARK?7 es una proteina relacionada con acciones reparadoras en el marco del dafio
neurologico por estrés oxidativo. Se ha determinado que los pacientes que experimentan
un ictus tienen aumentadas las concentraciones plasmaticas de PARK?7. Si bien, dichos
incrementos no diferencian entre ictus isquémico, AIT o ictus hemorragico**®,

Nucleosido difosfato quinasa A

La enzima nucledsido difosfato quinasa A (NDKA) cataliza el intercambio de fosfato

entre varios nucledsidos. NDKA se ha involucrado en la cascada isquémica del ictus y
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se han recogido aumentos de su concentracion de forma temprana tras un ictus

isquémico?*s.

Paneles de biomarcadores

En la bibliografia no solamente se han investigado biomarcadores individuales, también
se ha ensayado con los llamados paneles de biomarcadores. El desarrollo de los paneles
de biomarcadores responde a la necesidad de mejorar la sensibilidad y la especificidad

de los biomarcadores individuales?*’

. A tenor de la heterogeneidad del ictus isquémico,
un biomarcador individual puede no ser suficiente para reflejar su complejidad®®.
Sendas revisiones de la materia han identificado distintas publicaciones que se han
centrado en el estudio de paneles de biomarcadores en la ECV isquémica?47-248:230;

- Reynolds y colaboradores identificaron una sensibilidad del 92% y una especificidad
del 93% para el diagnostico de ictus isquémico en las primeras 6 horas desde el inicio
de los sintomas mediante la determinaciéon de S100 [, factor de crecimiento
neurotrofico tipo B, factor von Willebrand (FvW), MMP-9 y proteina quimiotactica de
monocitos-129. El FvW es una glicoproteina que se sintetiza en las células endoteliales
y en los magacariocitos y participa en la formacion del trombo arterial en el cerebro y
en el corazon®®,

- Lynch y colaboradores evaluaron la combinaciéon de S100 f, MMP-9, molécula de
adhesion celular vascular y FvW. En este caso, la sensibilidad y la especificidad fueron
del 90%2°7.

- Laskowitz y colaboradores, que aplicaron un panel que incluia PCR, dimero D (DD),
péptido natriurético cerebral (BNP), MMP-9 y S100 B, obtuvieron una sensibilidad del
81% y una especificidad del 70%2%8.

- Laskowitz y colaboradores examinaron MMP-9, BNP, S100 B y DD. El modelo
multivariante mostrd un area bajo la curva caracteristica operativa del receptor (ROC)
de 0,76 para el ictus hemorragico y de 0,69 para todos los ictus (p<0.001). Ademas, se
obtuvo una sensibilidad del 86% y una especificidad del 37% para diferenciar entre
ictus y cuadro imitador de ictus, incluyendo el ictus hemorragico®°.

- Kim y colaboradores concluyeron que un panel compuesto por BNP, DD, MMP-9 y

S100 B no podia discriminar entre ictus isquémico agudo e ictus hemorragico®”°.
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- Whiteley y colaboradores comprobaron que el activador tisular del plasmindgeno
(tPA) y NT-proBNP estaban asociados positiva y significativamente con el diagnostico
de ictus o AIT. No obstante, solo mejoran el prondstico de un modo marginal®’!.

- Bustamente y colaboradores realizaron un estudio mediante la evaluacidon de un panel
de 21 biomarcadores (IL-6, IL-17A, IL-2RG, proteina de union al factor de crecimiento
similar a la insulina-3, TNF-R1, oncogen relacionado con el crecimiento-a, FasL, factor
de crecimiento nervioso-f, Hsc70, NT-proBNP, DD, caspasa-3, fibronectina celular,
FvW, endostatina, S100B, proteina de adhesion vascular-1, apolipoproteina CIII, NSE,
y molécula de adhesion de células neuronales) sobre mas de 1,300 pacientes que
consultaron por sospecha de ictus en las 6 primeras horas tras el inicio de los sintomas.
El objetivo del estudio era, por un lado, diferenciar a los pacientes que habian sufrido un
ictus real de aquellos que presentaron un cuadro imitador de ictus y, por otro lado,
distinguir a los pacientes con ictus isquémico de los que sufrieron un ictus hemorragico.
Las conclusiones del estudio fueron que los biomarcadores estudiados no ofrecieron la

las tasas de precision adecuadas para su aplicacion en un entorno clinico?’2,

Aplicacion de la proteomica en el diagnostico

El conocimiento del conjunto de proteinas de la célula o del organismo est4 considerado
como unos de los pasos mas cercanos para obtener el fenotipo clinico definitivo. La
expresion génica puede no reflejar de un modo preciso la expresion de proteinas durante
la isquemia focal, que representa el elemento que condiciona el prondstico funcional®’.

Un grupo estadounidense aplicé técnicas de protedmica mediante MS con la finalidad
de identificar bionarcadores de AIT. En 2 cohortes de pacientes se identifico a la
proteina basica de plaquetas (PBP) como potencial biomarcador de AIT. PBP, miembro
de la familia de quimioquinas de las plaquetas humanas, es una proteina derivada de los
granulocitos implicada en el reclutamiento de neutrofilos en la cascada inflamatoria.
PBP se libera como consecuencia a la desgranulacion plaquetaria que sucede en
respuesta a una lesion. Esta proteina se ha relacionado con la arteriosclerosis®*®.

Zhang y colaboradores identificaron a 13 biomarcadores potenciales que arrojaban una
sensibilidad del 84,4% y una especificidad del 95% para el diagnostico de ictus

isquémico?’.
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La cadenas a y B de la hemoglobina se expresan de modo diferente en los pacientes que
han sufrido un ictus isquémico respecto a la poblacion control, orientando a su uso

como potencial biomarcador segin un grupo taiwanés>”>,

Genes

Una reciente revision sobre biomarcadores sanguineos de AIT senalaba el papel del
subhaplogrupo K de ADN mitocondrial y de la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa®’®,

En la bibliografia se ha descrito el interés en aplicar paneles de genes con el fin de
distinguir a los pacientes con ictus isquémico. Cabe destacar el trabajo de Stamova y
colaboradores en el que validaron una bateria de 18 genes (ARGI1, BCL6, CAA4,
CKAP4, ETS-2, HIST2H2AA, HOXI.11, F5, FPR1, LY96, MMP9, NPL, PYGL,
RNASE2, S100A9, S100A12, S100P, SLC16A6) para diferenciar ictus isquémico de

sujetos sanos con una sensibilidad del 92,9% y una especificidad del 94,7%2.

A pesar de la descripcion detallada sobre los estudios que han pretendido identificar
biomarcadores que faciliten el diagndstico de la ECV isquémica, una revision
sistematica concluia que estos trabajos contenian debilidades en su metodologia que
podian explicar las elevadas cifras de sensibilidad y especificidad halladas. Los
principales problemas identificados de estos estudios eran, entre otros, el pequefio
tamafio muestral, la eleccion de los controles, o la falta de validacion®*°. También se ha
sefalado a la heterogeneidad de esta compleja patologia como una de las razones de la
dificultad para identificar biomarcadores®*>. Por tanto, no se podia recomendar ninguno
de los biomarcadores en la practica clinica habitual. Es necesaria la valoracion de los

biomarcadores en cohortes de pacientes no seleccionados con sospecha de ictus#.
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2.5.2. Biomarcadores relacionados con los subtipos etiologicos

En el ano 1993 se publico en la revista Stroke la clasificacion de los subtipos etiologicos
del ictus isquémico, que mantiene una amplia repercusion y una profunda aceptacion®”’.
La clasificacion TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) contempla los
siguientes subtipos: AGV, cardioembdlico, enfermedad de pequefio vaso, ictus de otra
etiologia determinada, y de etiologia indeterminada. En este Ultimo supuesto quedan
englobadas las posibilidades que no se haya alcanzado una etiologia por identificarse
dos o mas causas, que los estudios no hayan identificado ninguna causa, o bien, que el
estudio haya sido incompleto. Es conocido que no se lograra identificar una etiologia

278 La identificacion de

del episodio isquémico en el 20-30% de los pacientes
biomaracdores que faciliten el diagndstico etiologico ha despertado el interés de
diversos grupos de estudio, sobretodo en vistas a evitar recurrencias en aquellos
pacientes a los no se ha podido identificar una causa a pesar de haber realizado los
estudios complementarios. Entre los pacientes con una etiologia indeterminada, cabe

destacar que una proporcion importante de ellos tendra una FA paroxistica®”.

Biomarcadores relacionados con etiologia cardioembdlica

a) Péptido natriurético cerebral

El BNP es un factor diurético con actividad vasodilatadora que se libera principalmente
del miocardio ventricular. BNP se ha considerado como un marcador de insuficiencia
cardiaca congestiva. Sin embargo, se ha analizado que sus niveles elevados en plasma
se relacionan con aquellos pacientes que sufren un ictus isquémico de etiologia
cardioembolica?®’, Okada y colaboradores determinaron que unos niveles de BNP
superiores a 85,0 pg/ml (OR 7,20; IC 95%; 1,71-30,43, p=0,007) constituian un factor
predictivo positivo de FA de nuevo diagndstico en un grupo de pacientes que habian
ingresado por ictus isquémico o AIT?!. También se ha descrito que unos valores de
BNP > 140 pg/mL pueden resultar marcadores de trombo en la auricula izquierda en los

pacientes con FA que han sufrido un ictus isquémico o un AIT?%2,
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b) Dimero D

El DD es un producto de la degradacién de fibrina por plasmina. Tras un ictus
isquémico acontece una potenciacion del sistema de coagulacion que conduce a la
formacion de trombos y a la oclusion de vasos. El DD es un indicador de la activacion
de la coagulacion sanguinea. Niveles elevados de DD se consideran como un elemento
predictor independiente de ictus cardioembdlico. Concretamente, Montaner y
colaboradores obtuvieron una OR de 2,2 [1,4-3,7, p=0,001) con unos niveles de DD >
0.96 png/mL?*. Se han realizado estudios con la finalidad de adjudicar al DD un valor

prondstico, pero sin éxito?*3,

c¢) Propéptido natriurético cerebral N-terminal

El propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP) surge de la escision que
sufre el precursor pro-BNP, proceso que da lugar a la liberacion de BNP y NT-proBNP
en cantidades equimolares. Pro-BNP se libera de los miocitos cardiacos como respuesta
a un aumento de la tension de la pared, sobrecargas de presion/volumen y en situaciones

de estrés hemodinamico?®*

. Purroy y colaboradores llevaron a cabo un estudio en una
poblacion de pacientes que habian sufrido un AIT y concluyeron que unos niveles
elevados de NT-proBNP recogidos durante los 3 primeros meses tras el episodio
isquémico estaban asociados a FA. Se obtuvieron distintos valores de corte en funcion
de la evolucién temporal: 313 pg/mL en el inicio (sensibilidad del 89,7% 'y
especificidad del 74,5%), 181 pg/mL a los 7 dias (sensibilidad del 88% y especificidad
del 74,5%), y 174 pg/mL a los 90 dias (sensibilidad del 83,3% y especificidad del
71,9%)?%. Debido a que NT-proBNP tiene una mayor vida media y permanece con una
concentracion mas estable en sangre, se considera que tiene una mejores aptitudes que

286

BNP como biomarcador-*®. Un reciente meta-analisis apunta a que los péptidos

natriuréticos, BNP/NT-proBNP, muestran una elevada sensibilidad y especificidad para

catalogar de causa cardioembolica un ictus isquémico®®*

. La misma publicacion destaca
que la relacion entre pro-BNP y la dilatacion auricular explica la asociacion entre la
elevacion de los niveles de BNP/NT-proBNP con la presencia de FA e ictus

cardioembdlico?®.
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d) Troponina-I

La troponina-I (Tnl) es un marcador especifico de dafio miocardico en el contexto de
los sindromes agudos coronarios. Sin embargo, la Tnl también se ha relacionado con la
FA sin isquemia aguda coronaria. Ward y colaboradores observaron que unos niveles
elevados de Tnl en el inicio de un AIT o de un ictus isquémico agudo esta asociado a un
diagnostico ulterior de FA. Aquellos pacientes que contaban con antecedentes de FA

también tenian unos valores de Tnl mas elevados®”°.

¢) Expresion génica

Un grupo de EUA identifico un panel de 40 genes que permitia distinguir ictus de
etiologia cardioembolica de los relacionados con AGV con una sensibilidad y
especificidad superiores al 95%. En la misma publicacion se destacaba el hallazgo de un
perfil de 37 genes que diferenciaban a los pacientes que habian sufrido un ictus
isquémico cardioembolico debido a una FA de otras causas cardioembdlicas. En este
caso también se alcanzaban una elevadas cotas de sensibilidad y especificidad, que eran
mayores del 90%. Estos resultados sugieren que se desencadenan respuestas inmunes

especificas para cada uno de los supuestos sefialados®®’.

Biomarcadores relacionados con la arteriosclerosis de gran vaso

a) Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina

Como se ha senalado previamente, Lp-PLA2 es un marcador involucrado en la
enfermedad arteriosclerdtica. Delgado y colaboradores hallaron que la actividad de Lp-
PLA2 se encuentra aumentada en los pacientes que han sufrido un AIT en relacion a
AGV como mecanismo etioldgico. Concretamente, identificaron una mediana de 207
ng/mL/min (166-245) en comparacion con 184 ng/mL/min (148-218) de los pacientes
sin AGV (p=0,044)2%8. Massot y colaboradores observaron que una actividad elevada de
Lp-PLA2 identifica a los pacientes que han sufrido un ictus isquémico o un AIT en

relacion a enfermedad arteriosclerdtica intracraneal®®®.
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b) Protedmica

Mediante técnicas de MS, un grupo de Bethesda (EUA) analiz6 el suero de pacientes
que habian sido sometidos a una endarterectomia de las arterias carotidas. Lograron
identificar a 4 proteinas cuya expresion diferenciaba a los pacientes con enfermedad
arteriosclerotica de las arterias carétidas sintomatica de aquellos en que la afectacion de
las carotidas habia sido asintomatica. Dichas proteinas eran haptoglobina, ol-
antitripsina, proteina de union a la vitamina D, y precursor de a2-glicoproteina rico en

leucina®°,

Biomarcadores relacionados con la enfermedad de pequerio vaso

Los biomarcadores relacionados con la enfermedad de pequefio vaso han sido menos
estudiados. Una revision sobre los biomarcadores de ictus isquémico recoge que los
ictus de perfil lacunar han mostrado tener unos niveles mas elevados de

trombomodulina, ICAM-1, factor tisular y homocisteina comparados con controles®*°.

2.5.3. Biomarcadores como factor prondstico

Copeptina

El Grupo de Neurociencias Clinicas del IRBLIeida publicé un estudio que considerd a
237 pacientes que habian sufrido un AIT y habian sido atendidos consecutivamente. Un
5% de estos pacientes experimentaron una RI. Observaron que unos niveles elevados de
copeptina se asociaban a RI en los 7 primeros dias tras el episodio inicial, no asi en las
RI durante los primeros 90 dias. Se ha teorizado que la copeptina pudiera ser un
marcador de placas inestables que amenacen la homeostasis o, directamente, represente
un marcador de isquemia cerebral real. Resulta interesante la afirmacion que aquellos
pacientes que han sufrido un AIT que cuenten con un estudio vascular negativo y unos
niveles de copeptina inferiores a 13,8 pmol/l podrian ser susceptibles de un manejo
ambulatorio, a tenor de su elevado valor predictivo negativo (97,4%)*!. En un contexto

de ictus isquémico, los niveles en sangre de copeptina, determinados en las primeras 72
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horas desde el inicio, traducen un prondstico funcional y de mortalidad durante los
primeros 90 dias**?. De Marchis y colaboradores también evaluaron la capacidad
prondstica de la copeptina en una poblacion de pacientes que habian sufrido un AIT.
Concluyeron que la copeptina mejoraba el valor prondstico de la escala ABCD? para la
prediccidn de ictus isquémico en los tres primeros meses tras el AIT. Se observo que la
copeptina era 4 veces mas elevada en los pacientes que habian sufrido una RI (24,3

pmol/l; RIQ, 8,7-63,8 en comparacién con 5,8 pmol/l; RIQ, 2,8-13,7; p=0,02)>*>.

Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina

El grupo de Cucchiara y colaboradores llevd a cabo un estudio a pacientes que habian
consultado en su Servicio de Urgencias por AIT. Describieron que la actividad Lp-
PLA2 tiene un papel predictivo estadisticamente significativo de RI o fallecimiento en
los primeros 90 dias tras el AIT inicial. Los resultados del estudio refuerzan el concepto
que Lp-PLA2 es un biomarcador de placa aterosclerotica inestable. Ademas, observaron
que tanto la masa como la actividad de Lp-PLA2 estan asociadas significativamente a
estenosis de gran vaso sintomadticas superiores al 50%, pero no en el caso de mecanismo
cardioembolico®®. Delgado y colaboradores obtuvieron unas conclusiones similares?®,
Otra publicacion se percatd que el riesgo de recurrencia aumentaba un 7% por cada 30

nmol/min/mL de incremento de la actividad de Lp-PLA2%%4,

Ligando soluble CD40

El ligando soluble CD40 (sCD40L) participa en la inestabilidad de la placa
aterosclerotica y se libera mediante la activacion plaquetaria. Se ha contemplado que
sCD40L establece un RI en pacientes con AIT o ictus isquémico menor?®>,

Proteina C-reactiva

La PCR es un marcador de inflamacién sistémica. Una publicacion, que incluy6d a mas
de 130 pacientes que habian sido atendidos por un AIT y que tuvieron un seguimiento

durante 12 meses, constatd que unos niveles > 4,1 mg/mL de PCR de alta sensibilidad

constituyen un predictor independiente de sufrir una recurrencia vascular®®®. En la
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misma publicacion se incide en su papel de mediador en la formacion de la placa y
disregulacion endotelial. Corso y colaboradores alcanzaron unas conclusiones similares
por lo que a la RI respecta mediante la determinacion de unos niveles > 3 mg/L de
PCR*»7, También se ha determinado que la PCR de alta sensibilidad predice mas
recurrencias en pacientes con enfermedad oclusiva de gran vaso intracraneal®®. Otro
trabajo a destacar se centrd en el estudio de pacientes sometidos a endarterectomia de la
arteria cardtida identifico que los pacientes con estenosis sintomaticas tenian unos
valores de PCR de alta sensibilidad mas elevados que los asintomaticos?*’. El estudio de
Framingham también observo que, con independencia de otros FR vasculares, unos
niveles plasmaticos elevados de PCR establecen un incremento del riesgo de sufrir ictus

isquémico y AIT en el futuro®®.

IL-6

A la IL-6, resefiada previamente en los biomarcadores diagnosticos, también se le
atribuye una capacidad pronostica. Un grupo israeli determin6 que los valores iniciales
de IL-6 en pacientes que han sufrido un ictus isquémico o un AIT se correlacionan con
la supervivencia a lo largo del primer afio de seguimiento®®!. Establecieron un valor de
corte de la IL-6 de 6,47 pg/mL. En una revision sobre la funcion de la IL-6 como
biomarcador pronostico de los pacientes con ictus isquémico se describe que la IL-6
estd asociada a un peor prondstico funcional, valorado con la aplicacion de la escala de
Rankin modificada (mRS). Sin embargo, en comparaciéon con otros modelos pronostios
de ictus validados como la clasificacion OCSP o la puntuacion de la National Institutes
of Health Stroke Scale (NIHSS), no se considera que la determinacion de IL-6 aporte
una mayor potencia predictiva que haga recomendable su aplicacion en la practica

clinica diaria3°2.

IL-16

La IL-16 es una quimioquina que se expresa en diferentes grupos celulares, como
células T CD8+, macrofagos o células endoteliales. Se cree que la IL-16 inhibe el
receptor de la célula T. Un grupo de Lund (Suecia) determiné la expresion de RNAm y
los niveles proteicos de IL-16 en placas de arterias cardtidas procedentes de

endarterectomias. Los resultados permitieron concluir que los niveles elevados de IL-16
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estaban asociados a placas asintomdaticas y a un menor riesgo de eventos

cardiovasculares tras la cirugia. Por tanto, otorgan un papel protector a la IL-163%.

Neuropéptido proencefalina A

El neuropéptido proencefalina A (PENK-A) es un marcador de la integridad de la BHE.
Se ha constatado que la concentracion de PENK-A aumenta en paralelo a la gravedad
clinica del ictus isquémico (r=0,225; p=0,002) y al tamafio de la lesion isquémica

(r=0,325; p<0,001)>.

Marcadores inmunes para la prediccion de infecciones tras un ictus isquémico

Las infecciones que acontecen tras un ictus isquémico son una de las principales
complicaciones del ictus agudo, alcanzando unas frecuencias de entre el 21 y el 65%.
Mas alld de las limitaciones funcionales que pueden conllevar un mayor riesgo de
broncoaspiraciones, cabe considerar que tras el ictus isquémico se desencadena una
regulacion negativa del sistema inmune. En este sentido, se ha observado una
disminucién de la expresion monocitica de HLA-DR o unos recuentos bajos de las
células T CD4+. Ambas situaciones son factores predictivos para el desarrollo de
infecciones postictales**?. Las complicaciones infecciosas también estan relacionadas
con la activacion de la via adrenomedular simpdtica, situacion representada por la

elevacion de las catecolaminas plasmaticas®®>.

Anticuerpos antifosfatidilserina-protrombina

Los anticuerpos antifosfatidilserina-protrombina (aPS/PT) forman parte de las
denominadas nuevas subclases de anticuerpos antifosfolipidos. Estos anticuerpos estan
relacionados con los fendmenos trombdticos del sindrome anticuerpo antifosfolipido
pero también con la arteriosclerosis en pacientes sin el sindrome anticuerpo
antifosfolipido. Mullen y colaboradores realizaron una determinacion de anticuerpos
antifosfolipido (anticuerpos anticardiolipina, B-2-glicoproteina-I, contra los dominios 1
y 4/5 de la B-2-glicoproteina-1 y aPS/PT) a una poblacion de méas de 160 pacientes que
habian sufrido un AIT. El estudio identific6 los anticuerpos Ig G contra el complejo

fosfatidilserina-protrombina estaban asociados a RI o muerte en los primeros 90 dias
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tras el evento inicial. Los autores no identificaron ninguna relacion entre los otros
anticuerpos estudiados y las variables pronosticas. Por otro lado, ninguno de los

anticuerpos evaluados pudo ser relacionado con arteriosclerosis®®.

Urato

El urato, la forma soluble del acido trico, tiene una potencial accion dual puesto que,
por un lado, es un potente antioxidante y, por otro lado, a niveles elevados podria

247 En probable relacion

exhibir un efecto de potenciacion de los fendomenos oxidativos
a esta dualidad, la bibliografia recoge resultados aparentemente contradictorios por lo
que respecta al urato en la ECV. Koton y colaboradores determinaron que unos niveles
elevados de urato representan un factor predictivo independiente de riesgo a largo plazo
de enfermedad coronaria aguda en mujeres que han sufrido un AIT o un ictus
isquémico. No obtuvieron la misma conclusion en la poblacién masculina®?’. El estudio
de Rotterdam sefial6 que unos valores elevados de 4cido Urico sérico guardaban relacion
con el riesgo de infarto de miocardio y de ictus**®. En contraposicion, el grupo de
Chamorro y colaboradores detalld que los pacientes con un ictus isquémico agudo

cuentan con un incremento del 12% de posibilidades de buen pronoéstico clinico por

cada miligramo por decilitro de aumento de acido trico sérico®®.

Apolipoproteinas

La apolipoproteina apo Al se localiza principalmente en las HDL y la apo B en las
LDL. La determinacion de las apo Al y de las apo B aportan una informacion mas
especifica sobre las particulas aterogénicas (apo B) y antiaterogénicas (apo Al). Un
grupo del Reino Unido desarroll6 un estudio prospectivo a un grupo de 261 pacientes
con AIT que fueron seguidos durante 10 afios, antes que se extendiera el uso de
estatinas. Se determinaron los niveles de colesterol total, LDL, HDL, apo Al y apo B.
Los datos obtenidos les permitieron concluir que las apo B y el cociente apoB/apo Al
representan importantes marcadores prondsticos de RI. Resulta destacable que las apo B
tuvieron un mayor valor predictivo que el colesterol total, las LDL o las HDL. Es mas,

las LDL mostraron tener un débil valor predictivo de RI*!°.
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Acidos grasos omega 3 de cadena larga

Los é4cidos grasos omega 3 de cadena largo son un grupo de dacidos grasos
poliinsaturados que incluyen los acidos eicosapentaenoico y DHA. Los pescados grasos
de agua fria y el aceite de pescado componen sus fuentes alimenticias mas comunes. Un
meta-analisis concluyd que estudios observacionales demuestran una asociacion
moderada e inversa entre el consumo de pescado y acidos grasos omega 3 de cadena
larga con el riesgo de ECV. Sin embargo, no se evidencié una asociacion semejante en
el caso de medir los 4cidos grasos omega 3 de cadena larga como biomarcadores
circulantes. Por consiguiente, el efecto beneficioso del consumo de pescado puede estar
mediado a través de una compleja interaccion entre una amplia gama de nutrientes®!!.
Se lograron unas conclusiones similares con el estudio del acido a-linolénico, acido

graso omega 3 de origen vegetal®!2.

Fragmento de protrombina F 1.2

Las concentraciones elevadas de fragmentos de protrombina F 1.2 se han relacionado
con estenosis de las arterias cardtidas mas severas y con RI en pacientes que habian
sufrido un AIT o presentan un soplo cervical asintomatico. Estos hallazgos sugieren la
importancia de la actuacion de la trombina en la fisiopatologia de RI, como también la

inestabilidad de la placa y en la formacion de trombos?!3.

Metaloproteasas de matriz-9

La expresion de MMP-9 se incrementa en las primeras horas tras una isquemia cerebral
focal y permanece aumentada varios dias. Como se ha mencionado previamente, las
MMP-9 guardan relacion con la pérdida de la integridad de la BHE y estan relacionadas
con la formacion de edema vasogénico y con la transformacién hemorragica. Se ha
descrito que los niveles de MMP-9 suelen disminuir a las 72 horas del inicio del ictus
isquémico, con la excepcion de los pacientes que sufran una progresion del ictus e

infartos de gran tamafio en la fase subaguda®'®.
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Factor 15 de diferenciacion de crecimiento

El factor 15 de diferenciacion de crecimiento (GDF-15) forma parte de la superfamilia
de citoquinas transformadoras del factor de crecimiento . La expresiéon de GDF-15 se
desencadena como respuesta a situaciones de estrés, tales como procesos de inflamacion
o de lesion tisular. En un grupo de pacientes que habian sufrido un ictus isquémico o un
AIT se observé que los niveles elevados circulantes de GDF-15 se correlacionan con un
peor pronodstico funcional en los pacientes con ictus isquémico. En el mismo trabajo se
determind que los niveles de GDF-15 estdn vinculados a biomarcadores de dafio

cerebral (S100 ), de inflamacion (IL-6) y con el GIM de la arteria carotida®!>.

Paneles de BM

Como en el caso de los BM diagnésticos de la ECV, el uso de paneles de BM con una

finalidad prondstica también ha centrado el interés de distintos grupos de estudio.

- Campbell y colaboradores evaluaron VCAM-1 soluble, NT-proBNP, PCR,
homocisteina, renina, y lipidos. Pues bien, tanto los niveles de VCAM-1 soluble
como de NT-proBNP surgieron como biomarcadores prondsticos de RI mas alla de

los FR tradicionales’'®.

- Welsh y colaboradores obtuvieron los niveles de IL-6, IL-18, TNF-a, PCR y
fibrindgeno con el fin de estudiar las RI. Por lo que respecta a las citoquinas
proinflamatorias, con la salvedad de la IL-18, tanto la IL-6 como el TNF-a se
erigieron como factores de riesgo significativos de RI. Los reactantes de fase aguda,
PCR y fibrin6geno, también mostraron una relacion con RI. No hallaron ninguna
relacion entre los marcadores inflamatorios estudiados y las recurrencias en forma de

ictus hemorragico3!”.

- Whiteley y colaboradores aplicaron un amplio panel de biomarcadores compuesto
por marcadores de inflamacion (adiponectina, PCR, ICAM-1, IL-6, IL-10, MMP-9,
TNF-a, FvW, y recuento de gloébulos blancos); de trombosis (DD, fibrindgeno y
tPA); de tension cardiaca (NT-proBNP y troponina T); y de dafio glial y neural (tau,
S100 B, creatinina y glucosa) a una poblacion de mas de 240 pacientes que habian
consultado por ictus isquémico o AIT. Solamente IL-6 y NT-proBNP pudieron

asociarse significativamente como marcadores de mal prondstico funcional (medido
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a través de la mRS) a los 3 meses del episodio inicial. Aunque, interesantemente, los
autores concluian que la determinacion de IL-6 y de NT-proBNP no resultaba de
mayor utilidad que el uso de la NIHSS o la edad para predecir el prondstico funcional

a corto plazo de los pacientes que han sufrido un ictus isquémico®'®,

- Hermus y colaboradores valoraron la aplicacion de 4 BM para discernir entre
estenosis de la arteria cardtida sintomaticas y asintomaticas. Por tanto, biomarcadores
que faciliten la identificacion de pacientes con elevado riesgo de padecer una ECV en
el seno de placas en las arterias cardtidas inestables. Determinaron los niveles en el
suero de neopterina, pentraxina 3, CD163 soluble y receptor inductor expresado en
células mieloides-1 soluble (STREM-1) a un grupo de pacientes que fueron
sometidos a endarterectomia. Estos biomarcadores estan relacionados con procesos
de arteriosclerosis o de progresion de la placa arteriosclerotica. Los autores
concluyeron que neopterina y sTREM-1 pueden estar relacionados con
arteriosclerosis, pero no con la vulnerabilidad de la placa. Ninguno de los
biomarcadores analizados podria utilizarse para distinguir entre enfermedad de la

arteria cardtida asintomatica y sintomatica®!’.

- Bajo la hipotesis que los marcadores inflamatorios estdn asociados con un
incremento de recurrencias vasculares tempranas tras un AIT o un ictus isquémico
menor, Selvarajah y colaboradores analizaron las concentraciones plasmaticas de
PCR, IL-6, antagonista del receptor de IL-1, fibrindgeno, recuento leucocitario, y
velocidad de sedimentacion globular a una muestra de mas 700 pacientes que habian
sufrido un AIT o un ictus isquémico minor. Disefiaron un estudio de casos y
controles. Asimismo, los autores examinaron las frecuencias alélicas de genes
inflamatorios. Es este estudio se evaluaron los polimorfismos de los genes de CD14,
PCR, cadena a de fibrindgeno, cadena B de fibrindgeno, granulina, ICAM-1, IL-1a,
IL-1P, antagonista del receptor de IL-1, IL-6, integrina 2, linfotoxina a, selectina E,
selectina P, TNF, VCAM-1, factor de crecimiento transformador f1. Los resultados
mostraron que los marcadores inflamatorios circulantes estudiados no guardaban
relacién con recurrencias de eventos vasculares. Por lo que al estudio de los genes
refiere, los alelos G y C de la IL-6 y polimorfismos de fibrindgeno a se relacionaron
como marcadores prondsticos. No obstante, los mismos autores razonan que es

preciso replicar los resultados®?°.
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- Segal y colaboradores publicaron un estudio que resulta destacable por el gran
nombres de pacientes incluidos. Concretamente, 1.292 pacientes que habian sufrido
un ictus isquémico o un AIT procedentes del estudio poblacional OXVASC. Estos
pacientes fueron sometidos al andlisis de 14 biomarcadores relacionados con
inflamacion (IL-6, PCR, lipocalina asociada a neutréfilo gelatinasa -NGAL-, y
receptor-1 de TNF -TNFR-1); trombosis (trombomodulina, fibrindgeno, selectina P,
DD, FvW, y proteina Z); aterogénesis (anticuerpo antiaterogénico antifosforilcolina);
y dafio cardiaco o neuronal (proteina cardiaca transportadora de &4cidos grasos -
hFABP-, enolasa especifica de neuronas -NSE-, y factor neurotrofico derivado del
cerebro -BDNF-). Los autores identificaron que solamente IL-6 y PCR resultaron
predictivos de RI, aunque mediante una débil asociacion. La conclusion es que
ninguno de los biomarcadores estudiados presenta utilidad clinica en la practica

habitual3?!,

- Greisenegger y colaboradores investigaron la asociacion entre un panel de
biomarcadores y mortalidad en una cohorte de mas de 900 pacientes con AIT o ictus
isquémico menor. La importancia radica en que los fallecimientos prematuros tras un
AIT o un ictus isquémico suelen ocurrir como consecuencia de enfermedad cardiaca
o cancer mas que del propio ictus. El panel de biomarcadores estaba compuesto por
marcadores de inflamacion (IL-6, PCR, NGAL, y TNFR-1 soluble); trombosis
(trombomodulina, fibrindgeno, selectina P, DD, FvW, y proteina Z); aterogénesis
(antifosforilcolina); funciéon cardiaca (NT-proBNP); dafio cardiaco o neuronal (NSE
y hFABP); y regeneracion neural (BDNF). Unos niveles elevados de TNFR-1
soluble, IL-6, PCR, NGAL, FvW, NT-proBNP y hFABP resultados elementos
predictivos de fallecimiento temprano, independiente de factores demograficos o FR
clinicos. NT-proBNP puede reflejar una mayor prevalencia de enfermedad cardiaca
en estadio subclinico o deterioro de la funcién renal. Elevadas concentraciones de
hFABP se han asociado a mortalidad tras un sindrome agudo coronario. Por otro
lado, hFABP puede participar en la cancerogénesis. Por ello, hFABP puede resultar

de interés para identificar un cancer oculto en pacientes con AIT o ictus menor*?2,
Whiteley y colaboradores realizaron una revision sistematica sobre las publicaciones de

biomarcadores en sangre en relacion al pronodstico del ictus isquémico. En su articulo

concluyeron que la mayoria de trabajos no habian establecido si estos marcadores
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afladian informacidén a variables clinicas establecidas, tales como edad o severidad de
ictus, o lograban aumentar el poder predictivo en el caso de anadirse a escalas
pronosticas clinicas. Por ello, la mayoria de biomarcadores poseen un significado

323, Esta conclusion esté en la linea del resultado del estudio de Segal y

clinico incierto
coloboradores*!. En relacion a la potencial aplicabilidad de los biomarcadores, es
preciso sefialar que su relevancia clinica debe ser validada mediante ensayos clinicos

que contengan un disefio y un analisis especificos a responder cuestiones clinicas®?*.

A la vista de las tenues conclusiones de la revision de los biomarcadores relacionados
con el AIT y con el ictus isquémico, el abordaje que proporcionan las ciencias “6émicas”
para el estudio de biomarcadores puede potenciar el conocimiento de las vias
fisiopatologicas que intervienen en la ECV?*. De aqui subyace el interés de la

aplicacion de la metabolomica, una de las ramas de las ciencias “Omicas”.
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Tabla 4. Biomarcadores relacionados con la isquemia cerebral.

. Valor diagnéstico Valor etiologico Valor pronéstico
Biomarcadores
AIT Icl AIT Icl AIT Icl
ADMA?263 X
AG omega 3°!! X
Anticuerpos NR2%* X X
Apolipoproteinas®'° X
aPS/PT3¢ X
BNP28 1,282 X X
Copeptina’?254291.292 X X < <
DD283 X
Elastasa®! X
Elementos traza®** X
Factor tisular*’ X
GDF-1535 X
GFAP*** X
GGT>*® X
GPV>° X X
Homocisteina®’ X
ICAM-1%¢ X X
IL_6256,301 X X X
IL-16°% X X
Lp_PLA2255,288,289,293,294 X X X X X
Marcadores de infeccién®*? X
MMP-9*48 X X
NDKA?® X
NT-proBN P42 X X
S100B/NGF-B/FvW/MMP-
9/MCP-12 x
S100B/MMP-9/VCAM/FvW?*’ X
PCR/DD/BNP/MMP-
v 9/S100B>* x
5 MMP-9/BNP/S100B/DD** x
-?3 BNP/DD/MMP-9/S100B2" X
5 tPA/NT-proBNP?"! X X
£ VCAM-I/NT-proBNP='S X x
S TIL-6/TNF-
° o/PCR/Fibrinégeno™'’ X X
- NT-ProBNP/Alelos G y C/ IL-
g 6/Fibrinogeno®2 * *
= IL-6/PCR*?! X X
TNFR-1/IL-
6/PCR/NGAL/FVW/NT- X X
proBNP/hFABP*#
NT-proBNP/Endostatina®" X
Paneles de genes®**” X X
PARK7* X X
PCR256,296-300 X X X
PENK-A3* X
Cadenas a y B de Hb*” X
8 Haptoglobina/
g al-antitripsina/ M M
51 P
2 prot. unioén vit.D/
& a2-glicoprot.*”°
PBP?*# X
Protrombina F 1.23"3 X X
S100B** X
sCD40L>* X X
SHIP-1%%7 X
TnI*” X X
Trombomodulina®*° X
Urato®""3% X X

Icl, ictus isquémico; ADMA, dimetilarginina asimétrica; AG, acidos grasos; aPS/PT, anticuerpos antifosfatidilserina-protrombina;
BNP, péptido natriurético cerebral; DD, dimero D; GDF, factor de diferenciacion del crecimiento; GFAP, proteina acidica fibrilar
glial; GGT, gamma-glutamiltransferasa; GPV, glicoproteina plaquetaria V; ICAM, molécula de adhesion intercelular; IL,
interleuquina; Lp-PLA2, fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina; MMP, metaloproteasas de matriz; NDKA, nucledsido difosfato
quinasa A; NT-proBNP, propéptido natriurético cerebral N-terminal; NGF, factor de crecimiento neurotréfico; FvW, factor de von
Willebrand; MCP, proteina quimiotactica de monocitos; VCAM, molécula de adhesion vascular; PCR, proteina C reactiva; tPA,
activador tisular del plasmindgeno; TNF, factor de necrosis tumoral; TNFR, receptor de TNF; NGAL, lipocalina asociada a
gelatinasa de neutrofilos; hFABP, proteina cardiaca transportadora de acidos grasos; PENK, neuropéptido proencefalina; PBP,
proteina basica de plaquetas; Hb, hemoglobina; Prot, proteina; sCD40L, ligando soluble CD40; SHIP, fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato S5-fosfatasa; Tnl, troponina-I. * No se ha anotado la totalidad de los biomarcadores del panel.
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El estudio de los biomarcadores estd adquiriendo una importancia capital en vistas a
identificar los elementos que intervienen en los mecanismos fisiopatoldgicos del ictus y
que puedan posibilitar su diagnostico precoz y el riesgo de recurrencia®?’. Los
biomarcadores estan llamados a ser unos componentes indispensables en el campo del
AIT. Como se ha destacado con anterioridad, su diagnostico resulta complejo porque
sus sintomas y signos generalmente se resuelven antes de que el paciente pueda ser
valorado por el personal médico. Sin embargo, hasta la fecha no existe ningun
biomarcador con utilidad clinica validado®?¢. Se ha sefialado que frente a enfermedades
caracterizadas por una fisiopatologia variable, tales como la ECV, sea mas factible la
aplicacion de una combinacion de biomarcadores que un tnico biomarcador?®, Fruto de
lo resefiado, el estudio de los llamados sistemas bioldgicos esta adquiriendo una mayor
relevancia en la actualidad. Los sistemas bioldgicos ofrecen un abordaje integrador para
valorar la respuesta biologica ante un escenario de enfermedad®?’. Los sistemas
biologicos estan regidos por las relaciones jerarquicas que se establecen entre las
distintas ciencias “Omicas”: gendmica, transcriptomica, protedmica y metabolomica?®,
La metabolomica estd protagonizando un rol emergente en el estudio de diversas
enfermedades neurologicas®?. Las relaciones estadisticas entre la expresion génica y los
niveles de proteinas pueden resultar débiles e inconsistentes y ser mas indicativos de un

potencial fisiopatologico que de un determinado fenotipo®?’

. De modo, que en la
mayoria de las enfermedades, ni la protedmica ni la genémica proporcionan resultados
tangibles que permitan la identificacion de biomarcadores®*°. Por otro lado, el namero
relativamente pequefio de metabolitos humanos (aproximadamente 74.000), en
comparacion con el nimero estimado de genes (25.000), transcripciones (100.000) y
proteinas (1.000.000) condiciona que la metaboloémica pueda tener un mejor abordaje

respecto el resto de disciplinas “6micas™328-331,
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2.6.1. Concepto de metabolomica

Las funciones de cada célula asi como las interacciones que acontecen entre las
diferentes células estan bajo un estricto control molecular y componen un programa de
regulacion metabdlica que participa en la homeostasis general. El metabolismo celular
estd constituido por la red de secuencias interconectadas que interconvierten los
metabolitos celulares®32.

La metabonomica se define como la medida cuantitativa de la respuesta dindmica
metabolica de los sistemas vivos ante estimulos fisiopatologicos o modificaciones
genéticas. Por otro lado, la metabolomica constituye el andlisis comprensivo y
cuantitativo de todos los metabolitos de un sistema vivo®*3. Asi, mientras las
metabolomica se centra en el andlisis intra y extracelular de sistemas bioldgicos
simples, la metabondémica determina el estudio de la respuesta metabdlica ante

estimulos fisiopatologicos o modificaciones genéticas®3433.

Sin embargo, ambas
ciencias han devenido en disciplinas convergentes dificiles de distinguir. Por ello, los
términos metabondmica y metabolémica se utilizan indistintamente**. Por
consiguiente, la metabolomica se encarga de la identificacion, cuantificacion y
caracterizacion de los metabolitos, es decir, de las moléculas de pequefio tamaio
(generalmente < 1 kDa) derivadas del metabolismo celular y que actan de
intermediarios. El conjunto de metabolitos determina el metaboloma3*® y comprende un
rango amplio de distintas entidades quimicas: sales, acidos, bases, lipidos, etcétera®’’. El
estudio metabolomico se puede llevar a cabo a partir de distintas muestras bioldgicas,
tales como fluidos bioldgicos (orina, sangre, saliva, liquido cefalorraquideo), tejidos, o
de la exhalacion®?®. Por tanto, la metabolomica permite la monitorizacion de las
variaciones de metabolitos que acontecen a nivel celular ante estados patolégicos o
fisiologicos®3®. La importancia de los metabolitos radica en que son el resultado de la
interaccion del genoma y el epigenoma con el entorno del individuo. Més alla de
representar el producto final de la expresion génica, conforman parte de los medios
reguladores siendo parte esencial de la integracion entre los distintos sistemas
bioldgicos**®. El conocimiento de los metabolitos proporciona una estimacion a tiempo
real de la respuesta metabdlica a la enfermedad?*’. Ademas de la misma naturaleza
quimica del compuesto, la determinacion de los metabolitos depende, entre otros, de las

diferencias en la dieta y el estilo de vida, del origen de la muestra, del sistema elegido
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para la deteccion del metabolito, o de los mismos cambios dindmicos en el metabolismo

celular y tisular?.

2.6.2. Aproximacion metodologica para la obtencion de los perfiles

metabolomicos

El desarrollo de la metabolomica estd intimamente relacionado con los avances en la
capacidad de andlisis matematicos y estadisticos que permitan la determinacion y
comparacion de miles de entidades quimicas®**!. El analisis de todo el espectro del
metaboloma no es posible mediante un unico instrumento. En el momento actual, es
preciso la aplicacion de un enfoque multiplataforma3*¢. Se distinguen dos tipos de
abordajes metaboldmicos: el analisis metabolomico dirigido y el no dirigido. El analisis
dirigido se define por la medicion cuantitativa o semicuantitava de un grupo definido de
metabolitos involucrados en una via bioquimica o reaccion metabolémica. Por tanto,
requiere que el investigador conozca previamente aquellos metabolitos que deben
centrar el interés del patron metabolomico. El andlisis dirigido proporciona una mayor
selectividad y sensibilidad que el andlisis no dirigido, pero no estd exento de
limitaciones. Este abordaje precisa de una mayor preparacion de la muestra. Ademas, la
valoracion de grandes cantidades de metabolitos, las fluctuaciones metabolomicas o la
evaluacion de productos nuevos del metabolismo limitan su aplicacion®36-342343 E|
analisis no dirigido determina el andlisis o la identificacion de una gran cantidad de
metabolitos con la finalidad de establecer diferencias entre los perfiles metabolomicos
de varias situaciones clinicas®?®. El principal objetivo de la preparacion de la muestra de
este abordaje es mantenerla intacta, en la medida de las posibilidades, para evitar
fraccionamientos o pérdidas. El analisis no dirigido genera una gran complejidad por la
elevada cantidad de datos obtenidos***.

El procedimiento es complejo técnicamente. Se trata de establecer los cambios
existentes en miles de moléculas de modo comparable, cuando la diferencia en su
concentracion puede alcanzar diversos ordenes de magnitud. La obtencion de un perfil
metabolomico implica aislar metabolitos, realizar su determinacion y analizar los datos
obtenidos mediante herramientas bioinformaticas con el objetivo de establecer

diferentes relaciones que definan sistemas biologicos**’. Predominantemente, se
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consideran dos técnicas analiticas para llevar a cabo los estudios metaboldémicos: los
métodos basados en espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y los
métodos basados en espectrometria de masas (MS)*#¢. La NMR se fundamenta en que la
estructura quimica molecular condiciona la distribucion de electrones alrededor del
nacleo, que determinan un campo magnético. La nube de electrones que rodean los
nicleos genera que no todos los nilicleos de un mismo isétopo resuenen a la misma
frecuencia®*?. La NMR puede emplearse para identificar y cuantificar metabolitos
procedentes de mezclas complejas. Es una técnica que permite mantener intactos los
metabolitos analizados, no precisa de preparaciones de la muestra complejas, y ofrece
tiempos de ejecucion analiticos relativamente cortos que producen resultados altamente
reproducibles. El estudio mediante '"H NMR permite el anélisis directo de células ex
vivo de tejido intacto, sin requerir de pretratamiento de la muestra. La principal
limitacion de la NMR es la baja sensibilidad y su bajo rendimiento en el andlisis de
lipidos**¢. La MS separa los iones en funcion de la relacion masa-carga. La MS precisa
de una manipulacioén especifica en vistas a derivar un metabolito determinado a formas
i6nicas. En comparacion con la NMR, la MS ofrece una elevada sensibilidad y unos
limites de deteccion bajos; de modo que es una técnica que permite la deteccion de
cambios metabodlicos sutiles que pasarian desapercibidos para la NMR. La MS puede
tener problemas de reproducibilidad en cuanto a que la presencia de contaminantes en la
muestra puede modificar la eficiencia de la ionizacion de los metabolitos**!. La MS se
combina con técnicas de separacion para mejorar su resolucion, como la cromatografia
de gases (GC), la cromatografia liquida (LC), y la electroforesis capilar (CE). La CE-
MS es una técnica de separacion de alta resolucion que permite el analisis de sustancias
que pueden ser suspendidas o disueltas en un liquido conductivo. La GC-MS combina
una elevada eficiencia en la separacion con una elevada sensibilidad para la deteccion
de masas. Esta técnica precisa de la modificacion quimica de los compuestos porque la
GC-MS solo trabaja con metabolitos volatiles. La combinacién de LC-MS es el método
de andlisis metabolomico mas adecuado porque permite la separacion y la identificacion
de una abanico mas amplio de especias quimicas que la GC-MS?3¢, La aplicacion de la
técnica LC-MS requiere de una preparacion de la muestra. Se suelen aplicar disolventes
organicos como acetonitrilo, metanol, isopropanol, cloroformo, o su mezcla. Existen
diferentes protocolos para el anélisis de los metabolitos polares, lipidos, y otros tipos de
metabolitos utilizando distintos sistemas solventes de extraccion. Se distinguen distintos

tipos de columnas de LC que resultan apropiadas para los estudios metaboloémicos. La
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ultrahigh performance LC (UHPLC) es una de mas comunes puesto que proporciona un

alto rendimiento en el andlisis de metabolitos’*’

. Las muestras retenidas en el proceso
de LC pasaran al espectrometro ionizadas mediante un electrospray. Puesto que hay
metabolitos que ionizardn mejor en modo positivo y otros en negativo, el estudio
metabolomico debe incluir el anélisis por ambos métodos de ionizacion®3?. El uso de
tandems de MS proporciona una mejor identificacion de los metabolitos. El tandem de
MS combina diferentes analizadores de masa para ejecutar multiples pasos de MS
separados en el tiempo o en el espacio con la finalidad de asegurar una elevada
sensibilidad y precision®®. En este sentido, time of flight (TOF) MS es el instrumento
mas comunmente usado para la obtencion de los perfiles metabolémicos de muestras
clinicas. Esta metodologia ofrece una resolucion, sensibilidad y velocidad elevadas®*’.
Los espectrometros TOF miden el tiempo que precisa un ion para trasladarse desde la
fuente de iones al detector. Dado que todos los iones recibiran la misma energia cinética
durante la aceleracion, las diferentes velocidades corresponden a diferentes valores de la
relaciébn masa/carga (m/z) -masa del ion dividido por el nimero de cargas-. Los
espectrometros de cuadrupolo (Q) utilizan campos eléctricos oscilantes para estabilizar
o desestabilizar de modo selectivo los iones que pasan a través de un campo
cuadrupolar de radiofrecuencia creado por cuatro placas paralelas. De este modo, solo
se permite el paso en un tiempo preciso a los iones con un determinado valor de m/z.
Uno de los tdndems mas comunes es, precisamente, Q-TOF que permite el paso de
iones con valor m/z determinado (Q), con el analisis de los fragmentos del ion
determinado (TOF)**3. Los metabolitos que cuentan con una dificultad para ser
ionizados son dificiles de ser medidos mediante técnicas de LC-MS, sin embargo se
pueden aplicar técnicas de transformacion quimica (derivatizacidén) para mejorar la
ionizacion de los metabolitos®*’.

Alcanzado este punto del andlisis metabolémico, el primer objetivo es extraer la
informacion del metabolito a partir del perfil de la MS. La informacion obtenida de los
metabolitos aislados sera el tiempo de retencion y la m/z. La interpretacion de los datos
es compleja. Es preciso la aplicacion de andlisis estadisticos de multivarianza que
permitan el procesamiento de los datos obtenidos que, originariamente, van a ser en
forma de picos espectrales que identifiquen unas coordenadas indicativas de la actividad
metabolica. Los andlisis multivarianza se dividen en dos categorias: métodos
supervisados y no supervisados. El rasgo caracteristico de los métodos supervisados es

que a partir de los datos de un grupo conocido se construye un modelo predictivo que
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permite identificar potenciales biomarcadores. Una de sus las principales técnicas es el
analisis de minimos cuadrados parciales (del inglés partial least squares, PLS)**. El
analisis por PLS se caracteriza por ser un método que distingue una matriz de
observables X y una matriz de valores cualitativos Y que se relacionan a través de un
modelo lineal multivariante®*. Los métodos no supervisados tienen la finalidad de
hallar y ordenar los elementos quimicos que permiten diferenciar las muestras
bioldgicas, por ejemplo entre casos y controles. El andlisis de componentes principales
(PCA) es su técnica mas comun®*. El PCA es un analisis estadistico multivariante que
tiene por finalidad reducir un gran numero de variables y, de esta manera, evitar la
redundancia y facilitar su estudio. Se termina obteniendo un nuevo conjunto de
variables (componentes principales) a partir del conjunto de variables iniciales. Las
variables de los componentes principales estan relacionadas entre si. Ademas, se pueden
detectar rasgos caracteristicos de los datos, tales como grupos de muestras, valores
andmales u otras variables més relacionadas con un tipo determinado de muestra. El
PCA determina la realizacion de una transformacién lineal a partir de los datos
originales, generando un nuevo sistema de coordenadas. Las nuevas variables son
combinaciones lineales de las originales. Los componentes principales resultan los ejes
del nuevo sistema de coordenadas. La varianza cobra una especial importancia puesto
que determina el orden de los componentes principales. El primer componente principal
es aquel que representa la mayor varianza del conjunto de datos. La segunda varianza
mas grande conforma el segundo eje, que sera ortogonal al primero; y asi
sucesivamente®*®. La obtencion de los patrones de discriminacion dara el paso a la
aplicacion de las pruebas paramétricas (ANOVA, prueba ¢ de Student) y no
paramétricas (prueba de Krustal-Wallis) con la finalidad de destacar a los metabolitos
mas estadisticamente condicionados por el factor sujeto de estudio®**. La identificacion
de los metabolitos se lleva a cabo a partir de bases de datos existentes como METLIN,
the Kioto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) o the Human Metabolome
Database, entre otras’?83%0-332 Al contrario de lo que sucede con la gendmica, la
protedmica y la transcriptomica, no existe ninguna regla para indicar qué metabolitos
pueden esperarse para una determinada constitucion génica. Este hecho dificulta
considerablemente la identificacion de los metabolitos y, por tanto, la interpretacion de
los resultados®>. Por otro lado, también existen herramientas de software que integran

los metabolitos identificados en vias metabolicas procedentes de bases de datos*!.
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Como se ha mencionado previamente, los perfiles metabolomicos se pueden obtener de
distintas muestras biologicas. Sin embargo, si se contextualiza en el estudio de la ECV,
la orina, la sangre o el liquido cefalorraquideo (LCR) representan las precedencias
muestrales mas significativas. A pesar que el LCR es una fuente de biomarcadores de
patologias del SNC, muchos metabolitos del LCR no han sido identificados y, por otro
lado, la obtencion de perfiles metabolémicos resulta dificil debido a la baja
concentracion de metabolitos en comparacion con las muestras sanguineas®>*. En la
bibliografia existen sendos estudios que han utilizado muestras sanguineas®>® y
urinarias**® para el estudio metabolomico de pacientes que han sufrido un ictus
isquémico. La facilidad de la obtencion de muestras de sangre justifica que la mayoria
de publicaciones se centren en su estudio para la busqueda de biomarcadores®”’. La
sangre es la encargada de mantener una homeostasis fisiologica a través de los
mecanismos reguladores. Por tanto, la determinacion de perfiles metabolémicos
procedentes del plasma o del suero van a ilustrar el estado metabdlico de ese
momento>*®, La importancia de la obtencion de perfiles metabolémicos en orina puede
ser mas significativa para aquellos metabolitos que se eliminen con mayor celeridad del
torrente circulatorio®®. Sin embargo, los perfiles procedentes de las muestras de orina

podrian ser mas dependientes de los cambios dietéticos®>.

La metabolomica presenta una serie de limitaciones. La obtencion de perfiles
metabolomicos es un proceso no exento de dificultades a pesar de los avances en las
herramientas de andlisis. Por otro lado, a pesar que se trabaja en la identificacion del
metaboloma humano3®’, es preciso establecer el rol que desempefian los metabolitos en
las multiples vias metabdlicas que rigen las respuestas celulares a los estimulos, como
puede representar un ictus isquémico o un AIT. Es preciso destacar que el perfil
metabolomico estd condicionado por numerosos factores, tales como dieta, edad, grupo
étnico, farmacos, estilo de vida, o microflora intestinal**®. Los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa y los betabloquantes han sido descritos como farmacos que pueden
interferir en los estudios metabolomicos®$!*%2, Si bien, por lo descrito previamente,
cualquier farmaco o agente que modifique la actividad celular conducira a cambios mas

o menos marcados del metabolismo y, por consiguiente, del perfil metabolomico.
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Muestras bioldgicas
(orina, sangre, saliva, etc.)

Preparacion de la muestra

Técnicas de separacion

Espectroscopia de
resonancia magnética
nuclear

Espectrometria de masas

Procesamiento de los datos
(identificacion de los metabolitos)

Analisis estadistico multivariante

Obtencion de biomarcadores potenciales

Figura 3. Representaciéon esquematica de la metodologia de la metabolomica®?.
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2.6.3. Aplicacion de la metabolomica en la isquemia cerebral

Los mecanismos metabdlicos y moleculares de la hipoxia aguda (infarto de miomardio
o ictus) suelen diferir de la hipoxia de instauracion cronica (enfermedad pulmonar o
cancer)*®. En los tltimos afios ha ido en aumento el nimero de publicaciones referentes
a los cambios metabolicos relacionados con el ictus isquémico tanto en modelos
animales como en pacientes. Con el objetivo de mejorar el conocimiento de los cambios
neuroquimicos que se producen en el ictus, se destaca un estudio en el que se aplico la
técnica de NMR a un grupo de ratas de la cepa Sprague-Dawley a las que se habia
provocado una oclusion de la arteria cerebral media. Los resultados se compararon con
los obtenidos de un grupo de ratas que no fueron sometidas a la oclusion arterial. Se
obtuvo un perfil metabolémico que permitié identificar a las ratas con la oclusion de la
arteria cerebral media. Estas ratas sufrieron alteraciones en el ciclo de Krebs, la
derivacion del GABA y en el metabolismo de la colina y de los acidos nucleicos, que
los diferenciaron del grupo control’**. Mediante la formacion de iméagenes a través de la
NMR de muestras procedentes de ratas de la cepa Sprague-Dawley sacrificadas a las 24
horas de la oclusion intencionada de la arteria cerebral media izquierda, Koizumi y
colaboradores constataron un proceso de conversion dindmica de fosfatidilcolina a
lisofosfatidilcolina (LPC) en las areas cerebrales con lesiones isquémicas. Este hallazgo
fundamenta la hipdtesis que la LPC, cuya produccion estd inducida a nivel del ntcleo
isquémico y del 4rea de penumbra, participa en la progresion del daino isquémico. Los
estudios de metabolomica en modelos animales de ictus han demostrado que, en un
contexto de isquemia, se desencadena una alteracion de los metabolitos que resulta
biologicamente plausible*®>. Cambray y colaboradores desarrollaron un modelo animal
basado en la oclusion distal de la arteria cerebral media de ratones para simular AIT e
ictus isquémico. Se realizaron andalisis metabolomicos a las 6, 12, 24 y 48 horas tras la
isquemia y los resultados se validaron en una segunda cohorte. Concluyeron que el
analisis metabolomico identifico los patrones temporales y, mediante la aplicacion del
modelo estadistico PLS-DA, se logroé distinguir los grupos que habian sufrido AIT, ictus

isquémico o la simulacion del procedimiento®.

Los estudios metabolomicos realizados en humanos estan mas sujetos a la variacion

genética y a factores intercurrentes, como los tratamientos, la dieta o las
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comorbilidades®*®. Existen pocos estudios que se hayan centrado en la ECV. Se trata de
trabajos que, por otro lado, han incluido a un ntimero relativamente pequeiio de sujetos
(Tabla 5). Jung y colaboradores obtuvieron los perfiles metabolomicos plasmaticos y
urinarios de pacientes que habian sufrido un ictus isquémico secundario a la afectacion
de pequeno vaso. Dichos perfiles se compararon con los perfiles procedentes de una
poblacion de individuos sana. Mediante la aplicacion de un abordaje que asocio técnicas
de 'H-NMR y anélisis estadistico multivariante, establecieron diferencias significativas
en los perfiles metabolomicos de ambos grupos. Los pacientes que habian padecido un
ictus estaban caracterizados por presentar a nivel plasmatico unos niveles elevados de
lactato, glicolato, piruvato y formiato; y una disminucion de valina, metanol y
glutamina. En cambio, al analisis de las muestras urinarias evidencié que el grupo de
pacientes presentaba un decremento en la excrecion de citrato, dimetilamina, creatinina,
glicina e hipurato. La diferencia hallada en los niveles de metabolitos de los dos grupos
se contextualiza por el rol que podrian tener la glicolisis anaerdbica, la deficiencia de
acido folato y la hiperhomocisteinemia en el desarrollo del ictus isquémico?*¢. Kimberly
y colaboradores estudiaron los perfiles metabolémicos obtenidos de una muestra
plasmatica de un grupo de 52 pacientes que habian sufrido un ictus isquémico de
etiologia cardioembolica. Los resultados se compararon a los obtenidos de un grupo de
32 pacientes que consultaron por sintomas neuroldgicos de presentacion aguda y que
acabaron siendo diagnosticados de AIT o sin diagnostico de ictus. La importancia de los
resultados recayd sobre los animodcidos de cadena ramificada (valina, leucina,
isoleucina) puesto que este grupo puso de manifiesto que la magnitud de reduccion en
los niveles plasmaticos de dichos aminoécidos se correlacionaban con el tamano de la
lesion isquémica y con la severidad clinica. Ademas, los andlisis estadisticos
multivariantes verificaron que los aminodcido de cadena ramificada permitian

discriminar entre los dos grupos del estudio®®’

. Otra publicacién compar6 los datos de
las muestras séricas de un grupo de 67 pacientes con ictus isquémicos con un grupo
control compuesto por 62 individuos. Las muestras se analizaron mediante UHPLC en
asociacion con el sistema TOF. Tras el andlisis estadistico multivariante se identificaron
a 12 metabolitos que presentaban unas diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos. Concretamente, hallaron un aumento en las concentraciones de cisteina,
S-adenosil-homocisteina, glutation oxidado, 4cido hidroxieicosatetraenoico, acido

hidroxioctadecadienoico. Asimismo, identificaron wuna disminucion en las

concentraciones de acido folico, tetrahidrofolato, adenosina, aldosterona,
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deoxocatasterona, sacarosa 6-fosfato y betaina. Estos metabolitos pertenecen a distintas
vias metabolicas del organismo. Sin embargo, es preciso destacar a los participantes del
ciclo del atomo del carbono (como acido félico, cisteina, S-adenosil-homocisteina). El
hallazgo del glutation oxidado establece la importancia de las especies reactivas de
oxigeno en la patogenia del ictus isquémico®>®. Lee y colaboradores disefiaron un
estudio retrospectivo entre dos grupos de sujetos en funcion de si habian padecido un
ictus isquémico. Se compararon los perfiles metabolomicos de 348 sujetos controles y
de 62 pacientes que habian sufrido un ictus isquémico. El estudio aplico técnicas de LC-
MS y determin6 que el grupo que habia sufrido un ictus isquémico estaba determinado
por un descenso en los niveles de N°-acetil-L-lisina, 5-aminopentanoato, cadaverina, 2-
oxoglutarato, nicotinamida, L-valina, S-(2-metilpropionil)-dihidrolipoamida-E, y
ubiquinona. Dicho grupo también contaba con un ascenso del 4cido sulfinico de la
homocisteina. El estudio concluia que la reduccion en las concentraciones de los
catabolitos de lisina estaba asociada con el desarrollo de ictus isquémico. La
potencicacion del proceso de catabolismo de la lisina puede aumentar la produccion y
proceder a la activacion del glutamato, neurotransmisor excitatorio, en las membranas
postsinapticas de las neuronas del SNC. La elevacion del &cido sulfinico de la
homocisteina se engloba en los procesos de estrés oxidativo que acontecen en el
ictus*®8. Un grupo chino obtuvo el perfil metabolémico mediante técnicas de GC-MS y
de LC-MS a un grupo de 40 pacientes que habian sufrido un ictus del territorio de la
arteria cerebral media y que no contaban ni con antecedentes de diabetes ni de patologia
cardiovascular. Los resultados se compararon a los perfiles obtenidos de un grupo e 40
individuos sanos. Identificaron a un panel de 5 metabolitos -serina, isoleucina, betaina,
fosfatidilcolina (5:0/5:0) y lisofosfatidiletanolamina (18:2)- que permitian identificar a
las muestras de los pacientes que habian sufrido un ictus isquémico. Los autores
destacan el papel de la isoleucina, destacada en estudios mencionados previamente,
como unos de los aminoédcidos de cadena ramificada que interviene en la produccion
energética y en la sintesis de distintos neurotransmisores. Los hallazgos que apuntan al
papel de fosfatidilcolina y de lisofosfatidiletanolamina se relacionan con el aumento de
la actividad de la enzima PLA», que hidroliza las membranas fosfolipidicas*®”.

El abordaje dirigido, descrito previamente, ha permitido la cuantificacion de moléculas
concretas y también ha centrado el interés de los grupos de investigacion. Mediante la
aplicacion de UHPLC a muestras plasmaticas, se observo que los niveles de taurina eran

significativamente mayores en pacientes que habian sufrido un ictus isquémico
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(136.9+£8.2 mmol/L). Este resultado se asoci6 a la lesion de tejido cerebral secundaria a
la isquemia’’®, La taurina es un aminoéacido inhibidor que se ha relacionado con
mecanismos de neuromodulacion y neuroproteccion®’!. Naccarato y colaborades se
centraron en la determinacion de anadamida (AEA) y palmitoiletanolamida (PEA)
procedentes de muestras plasmaticas recogidas en un grupo de pacientes que habian
sufrido un ictus y en otro grupo de individuos controles. Las determinaciones se
realizaron en el momento del ingreso, a las 6 y a las 18 horas. Los niveles de AEA de la
muestra inicial estaban incrementados en el grupo de ictus isquémico y sus niveles
tenian una corrrelacién positiva con el deterioro neurolégico y con el volumen de la
lesion isquémica, determinada mediante la TC. No se obtuvieron diferencias
significativas ni en cuanto a los niveles de PEA ni en cuanto a los niveles de AEA de las
muestras posteriores. La AEA y la PEA son lipidos del sistema endocanabinoide, que

372, Otro grupo concluy6

forma parte de la respuesta mediadora frente al dafio isquémico
que los niveles plasmaticos de los F2-isoprostanos estabn incrementados en un grupo de
52 pacientes que habian ingresado consecutivamente por ictus isquémico, en
comparacion a las muestras obtenidas de 27 sujetos sanos. Los F2-isoprostanos,
surgidos de la peroxidacion del acido araquidonico, son marcadores del estrés oxidativo
inducido por la peroxidacion lipidica®”®. Por otro lado, se ha descrito que unos niveles
disminuidos de homoarginina, relacionado con el metabolismo del ON, podrian
asociarse a un mal prondstico’”4.

Los ictus criptogénicos, es decir aquellos sin una causa definida a pesar de realizar un
estudio etioldgico completo, suponen el 30-40% de todos los ictus’’>. Por tanto, la
identificacion de biomarcadores que faciliten de la investigacion etioldgica de los ictus
isquémicos, en aras de recomendar el tratamiento de prevencion secundaria mas 6ptimo
y de racionalizar los estudios complementarios, resultan de especial importancia. En
este sentido, Mayr y colaboradores describieron que incrementos de beta-
hidroxibutirato lograban identificar a un grupo de pacientes con fibrilacion auricular®’®.
Por lo que respecta a la arteriosclerosis, resefiar que el acido graso palmitato podria
ejercer como biomarcador fenotipico de la arteriosclerosis®’’. Un grupo espafiol adoptd
un abordaje no dirigido para el anélisis plasmatico de 9 individuos con arteriosclerosis
de carotida y de 10 individuos sanos. Mediante técnicas de GC-MS y de 'H-NMR,
obtuvieron que los individuos con arterisoclerosis de cardtida presentaban un perfil

metabolémico implicado con la resistencia a la insulina y, por extension, con el

sindrome metabdlico’’8.
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La importancia del presente trabajo de investigacion pasa por llevar a cabo una
investigacion centrada en la identificacion de biomarcador en el AIT mediante el
abordaje que ofrece la metabolomica. En el momento actual, no se tiene constancia de

que se haya llevado a cabo una investigacion similar en el AIT.
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Tabla 5. Metabolitos relacionados con el ictus isquémico.

2.6. Metabolomica

Grupo de
estudio

Poblacion
(Pacientes con
ictus /
controles)

Muestra

Alteracion

Metabolitos

Kelly, 200837

52/27

Plasma

Elevacion

F2-isoprostanos

Naccarato,
201072

10/8

Plasma

Elevacion

Anandamida

Ghandforoush-
Sattari, 201137!

60 /54

Plasma

Elevacion

Taurina

Jiang, 20113%

67/62

Suero

Elevacion

Cisteina, S-Adenosil-
homocisteina, glutation
oxidado, acido
hidroxieicosatetraenoico,
acido
hidroxioctadecadienoico

Disminucion

Acido félico,
tetrahidrofolato,
adenosina, aldosterona,
deoxocatasterona,
sacarosa 6-fosfato,
betanina

Jung, 20113%

54 /47

Plasma

Elevacion

Lactato, glicolato,
piruvato, formiato

Disminucion

Valina, metanol,
glutamina

28/30

Orina

Disminucion

Creatinina, glicina,
hipurato

Pilz, 201137

61 pacientes con
ictus fatales /
3,244 pacientes®

Suero

Disminucion

Homoarginina

Kimberly,
2013%7

52°/32¢

Plasma

Disminucion

Valina, leucina,
isoleucina

Lee, 2017368

62 /348

Suero

Elevacion

Acido sulfinico de la
homocisteina

Disminucion

Né-acetil-L-lisina, 5-
aminopentanoato,
cadaverina, 2-
oxoglutarato,
nicotinamida, L-valina, S-
(2-metilpropionil)-
dihidrolipoamida-E,
ubiquinona

Liu, 201736

40/ 40

Suero

Elevacion

Lisofosfatidiletanolamina,
betaina

Disminucion

Alanina, glicina, serina,
isoleucina, treonina,
aspartato, prolina,
ornitina, lisina, acido
fosfatidico,
fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina

2 El estudio fue realizado en una muestra de 3,305 individuos que fueron sometidos a una angiografia
coronaria. ® 52 pacientes que habian sufrido un ictus isquémico cardioembdlico. ¢ Grupo control formado

por pacientes diagnosticos de AIT o sin evidencia de ictus.
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2.6.4. La metabolomica como generadora de biomarcadores

En el campo de la neurologia, mas alla del ictus, otras patologias han centrado el interés
de la metaboloémica. Jové y colaboradores publicaron una revision sobre la aplicacion de
la metaboléomica en enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica®*?. La esclerosis
multiple también ha sido evaluada desde este punto de vista®”.

La obtencion de perfiles metabolomicos de trastornos neuropsiquiatricos ha despertado
el interés de diversos grupos de estudio que han evaluado el trastorno bipolar, la
esquizofrenia, el trastorno depresivo mayor, y el trastorno adictivo®°,

Son multiples los estudios de metabolomica cuyo objetivo ha sido la obtencion de
marcadores en el ambito de las enfermedades cardiovasculares, que guardan cierto
paralelismo con el tema que nos ocupa. En una revision sistematica se destacaba que los
siguientes metabolitos, o bien individualmente o bien en grupo, estaban asociados a la
enfermedad  cardiovascular:  acilcarnitinas,  dicarboxilacilcarnitinas, = N-6xido
trimetilamida, distintos aminoacidos como fenilalanina, glutamato, aminoacidos de
cadena ramificada, ceramidas, y diversas clases de lipidos. Es preciso destacar que las
dicarboxilcarnitinas y acilcarnitinas, los aminodcidos de cadena ramificada y
aromaticos, fenilalanina, a-hidrobutirato, y ceramidas se han relacionado con factores
de riesgo vascular como la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus®!.

384

La enfermedad renal cronica’®?, el cancer de pancreas®®3, el cancer de prostata®®*, cancer
b

387 0 el dafio cerebral

de vejiga®®, el cancer de mama’®S, las neoplasias hematologicas
b b
traumatico®® son algunas de las disciplinas que han centrado el interés en la aplicacion

de la metabolomica.
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2.7. El papel de la resonancia magnética en el
ataque isquémico transitorio y en las escalas
pronodsticas

2.7.1 La resonancia magnética en el ataque isquémico transitorio

Los estudios de neuroimagen suponen el pilar sobre el que se sustenta el apoyo
diagnostico en las patologias del SNC. El AIT no es una excepcion. Dadas sus
peculiaridades clinicas, el primer objetivo consiste en distinguir el AIT de cuadros
clinicos simuladores. La técnica de imagen mas ampliamente disponible es la TC de
craneo sin contraste. Sin embargo, la deteccion de una lesion isquémica aguda es baja.
Concretamente, se ha sefialado que en menos de un 4% de los pacientes con AIT se

logra identificar una lesion isquémica con la TC3%,

Las imagenes potenciadas en difusion (DF) suponen la secuencia de la RM de eleccion
para la deteccion de isquemia aguda debido a su mayor sensibilidad y especificidad*’.
Concretamente se ha identificado una sensibilidad del 81-100% y una especificidad del
86-100% para la deteccion de isquemia aguda en las primeras 12 horas tras el inicio de
los sintomas®’!. No obstante, la DF no esta exenta de resultados falsamente negativos.
En una publicacion se concluyd que un 17% de los casos los resultados podian ser

393

falsos negativos®*?, mientras que otras publicaciones lo sitian en un 5%%3. Los infartos

leves o de pequefo tamafio, estudios tempranos, o lesiones en el tronco cerebral

392 Entre el

constituyen las principales situaciones que se han relacionado con esta tasa
21 y el 68% de los pacientes que han sufrido un AIT presentan una lesion isquémica
que se visualiza mediante la secuencia de DF*%°. Brazelli y colaboradores llevaron a
cabo un metaanalisis que incluyd a 9.078 pacientes diagnosticados de AIT que les
permitié concluir que en el 34,3% (IC 95%; 30,5-38,4) de los casos se identifican

lesiones isquémicas agudas en la DF*.
La visualizacion de las lesiones isquémicas en las secuencias de DF se justifica porque

la isquemia induce la quiebra del metabolismo de la adenosina trifosfato; de modo que

se acaba generando un edema citotéxico resultado de la entrada pasiva de agua desde el

109



2.7. El papel de la resonancia magnética en el ataque

2. Introduccion . , . . . .
isquémico transitorio y en las escalas pronésticas

compartimento extracelular, donde la difusiébn del agua se da relativamente sin
restricciones, hacia el espacio intracelular, donde la difusion del agua esta relativamente

restringida®®*

. La valoracion de las imagenes obtenidas en la DF se debe complementar
con el mapa del coeficiente de difusion aparente (ADC). La restriccion en la difusion
del agua conlleva un descenso en el ADC, que supone una medida fisiologica de la tasa
de movimiento del agua a través del parénquima cerebral®*2. Las lesiones isquémicas
agudas con una difusion restringida se visualizan hiperintensas la secuencia DF e
hipointensas en el ADC. Tras el descenso inicial del ADC, se produce un incremento
gradual en los valores del ADC secundario a la lisis celular y al aumento del edema
vasogénico hasta alcanzar una llamada pseudonormalizacion, que supone el resultado
de que el ADC del tejido isquémico inviable es similar al del tejido cerebral normal. El
nadir en los mapas de ADC sucede entre el primer y el cuarto dia con un retorno a la
situacion basal entre una y dos semanas tras el inicio de los sintomas®*!. Por tanto, las

secuencias en DF tiene la habilidad de diferenciar entre las lesiones isquémicas agudas

y las cronicas?.

La principal caracteristica de las lesiones en DF relacionadas con el AIT es su pequefio
tamafio que ha llevado al acufamiento del concepto de ‘“huellas de isquemia
transitoria”. Este concepto describe a las lesiones punteadas de la DF que permanecen
tras la resolucion de los sintomas del AIT*°. El AIT puede condicionar la aparicion de
lesiones isquémicas tan pequefias como de 0,07 ml**. Los casos de AIT con mayor
duraciéon de los sintomas (especialmente mas de 60 minutos), déficit motor, afasia y
oclusién de gran vaso son los que principalmente se han asociado a estudios de DF
positivos. No obstante, es preciso considerar que existen patologias sin naturaleza
isquémica que pueden simular un AIT tanto desde el punto de vista clinico como de la
RM. En la hipoglucemia, la amnesia global transitoria, el déficit postcomicial, o en la
migrafia pueden identificarse hiperintensidades focales en las secuencias de DF. Por
otro lado, y como se ha indicado previamente, aproximadamente dos tercios de los
pacientes diagnosticados de AIT no obtienen un resultado positivo en la DF**°. En
algunas publicaciones se describe que las lesiones en DF de los pacientes
diagnosticados de AIT representan infartos establecidos; sin embargo, otros estudios
han demostrado que estas lesiones pueden ser transitorias en el AIT%°, Las lesiones
isquémicas visualizadas en las secuencias de DF son dindmicas’®?. Siguiendo este

concepto, estudios mediante la obtencion de RM seriadas han mostrado que algunas de
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las lesiones isquémicas pueden desvanecerse a las 48 horas del inicio del AIT,
sugiriendo que una realizacion tardia de la RM reduce su potencial diagnostico®*®. Se ha
apuntado a que en algunas situaciones de isquemia transitoria se puede desencadenar
una disminucion en el flujo sanguineo cerebral insuficiente para desencadenar un fallo
bioenergético irreversible. Una trombolisis endégena Optima o un aporte de flujo
sanguineo por colateralidad pueden jugar un papel en la reperfusion temprana que evite
la lesion citotoxica permanente®®. La fisiopatologia del AIT no incluye solamente
lesion tisular, sino un componente de recuperacion condicionado por la interrelacion de
distintos factores como el tamafio de la lesion isquémica, la robustez del circuito

neuronal afectado, o el sustrato neurovascular subyacente?*.

Las lesiones visualizadas en la DF pueden ayudar a identificar la etiologia del episodio
isquémico cerebral. Las lesiones Unicas cortico-subcorticales, las lesiones multiples en
distintos territorios vasculares estdn asociadas a cardioembolismo. Sin embargo, el
hallazgo de multiples lesiones unilaterales en la circulacién anterior o la obtencion de
un patréon de pequeiias lesiones dispersas en un territorio vascular estan mas

relacionadas con arteriosclerosis de gran vaso923%7,

Los estudios de neuroimagen y, especialmente, la RM con las secuencias de DF han
ofrecido una perspectiva novedosa en cuanto a la fisiopatologia del AIT*°. En el afio
2009 la AHA/ASAC acuii6 una nueva definicion de AIT, describiéndolo como “un
episodio transitorio de disfuncidon neurologica ocasionado por una isquemia cerebral
focal, medular, o retiniana, sin infarto agudo”!®. Por tanto, adquiere una importancia
capital la valoracion tisular y subyace que, por un lado, los pacientes con sintomas
neurologicos transitorios pueden tener un infarto cerebral agudo; y, por otro lado, la
necesidad de realizar estudios de neuroimagen a los pacientes con sintomas
neuroldgicos transitorios®*®. En este sentido, se ha establecido la recomendacion de
realizar una prueba de neuroimagen urgente en las primeras 24 horas desde el inicio de
los sintomas en los pacientes con sospecha de AIT. La realizacion de una RM de
craneo, con secuencias de DF, constituye la recomendacion preferente. Sin embargo, en

los casos en los que no encuentre disponible, debe realizarse una TC de craneo'®.

La neuroimagen también tiene un papel pronostico. Los pacientes diagnosticados de

AIT que presentan una lesion isquémica aguda en la DF tienen un mayor riesgo de
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sufrir un ictus. Un estudio multicéntrico que avalué a mas de 4.500 pacientes observod
que los pacientes con lesion en DF presentaban una tasa de recurrencia en forma de
ictus del 7%. En cambio, la tasa disminuia al 0,4% en los pacientes con DF negativa
(p<0,0001)*8, Purroy y colaboradores identificaron que la asociacion de una duracion
de los sintomas superior a 1 hora con la presencia de lesiones en la DF constituye un
predictor independiente de recurrencia de isquemia cerebral u otro evento vascular
(cociente de riesgo 5,33)*. Los patrones de las lesiones obtenidas en la DF también
tiene una vinculacion prondstica. Se observd que las lesiones agudas de patron

subcortical estaban asociadas con episodios recurrentes®®’.

2.7.2. La resonancia magnética en las escalas pronodsticas del ataque

isquémico transitorio

Con el objetivo de predecir la recurrencia temprana tras un AIT, se han desarrollado
distintas escalas que, a grandes rasgos, se pueden distinguir entre las meramente clinicas
y las que incluyen estudios diagnosticos (escalas clinicas-plus)®*. Respecto a las
primeras cabe destacar California Risk Score, que considera cinco factores prondsticos:
edad igual o mayor a 60 anos, diabetes mellitus, debilidad unilateral, alteracion del
habla, y duracién de los sintomas mas de 10 minutos (puntuaciéon maxima de 5 puntos).
El riesgo de ictus se incrementaba un 34% con la puntuacion maxima!”. ABCD es un
sistema basado en la edad (Age), presion arterial (Blood pressure), caracteristicas
clinicas (Clinical features) y duracion de los sintomas (Duration). En funcion de estas
variables se asigna la puntuacion: edad mayor de 60 afios, 1 punto; PAS mayor de 140
mmHg o diastélica mayor o igual a 90 mmHg, 1 punto; debilidad unilateral son 2
puntos, mientras que alteracion del habla es 1 punto. Por lo que respecta a la duracion,
60 o més minutos equivalen a 2 puntos y de 10 a 59 minutos 1 punto. La puntuacion
maxima es de 6 puntos, que ha llevado a establecer un riesgo de ictus a los 7 dias de
35,5%3%. Se llevo a cabo una validacion en una cohorte del OXVASC que mostrd que
el 95% de los ictus ocurrian en pacientes con una puntuacion superior a 5. En los
pacientes con una puntuacion inferior a 5, el riesgo de recurrencia temprana fue del
0,4%, con 5 puntos del 12,1% y con 6 del 31,4% [Area bajo la curva -AUC- 0,91 (0,86-
0,95)]. Por otro lado, la escala ABCD obtuvo un mejor perfil en el andlisis ROC en
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comparacion con la California Risk Score*®. ABCD? supuso la adicion de la variable
diabetes, cuya presencia sumaba un punto adicional. Por tanto, establecia una escala con
7 puntos maximos*!. Se identificé una clasificacion de grupos de riesgo en funcion de
su sumatorio. De modo que menos de 4 se consideraba de bajo riesgo; 4-5, riesgo
moderado; y mas de 5, riesgo elevado. En los estudios iniciales de ABCD’ se estim6 el
riesgo de ictus a los 2, 7, y 90 dias tras un AIT. El riesgo de ictus a los 2 dias del AIT
fue del 0% para puntuaciones 0-1, 1-2% para puntuaciones de 2, 0-3% para
puntuaciones de 3, 2-5% para puntuaciones de 4, 3-7% para puntuaciones de 5, 4-14%

7400 Los pacientes con

para puntuaciones de 6; y 0-50% para puntuaciones de
puntuaciones superiores a 5 tuvieron un riesgo de ictus del 11,7% a los 7 dias y del
17,8% a los 90 dias. La aplicacion de la escala ABCD? mejoraba la capacidad predictora
de su antecesora, la ABCD [estadistico ¢ de ABCD? 0,62-0,83 en comparacion con 0,60-
0,81]%!. E1 AUC para la escala ABCD? en la prediccion de recurrencia en forma de ictus
a los 7 dias es 0,66 (IC 95%; 0,53-0,78)%*. A pesar de estos datos, un metaanalisis
posterior destaco las limitaciones de la escala ABCD?, de modo que un 41% de los
pacientes que contaban con mas de 4 puntos resultaron ser cuadros imitadores de AIT y
un 21% de los pacientes con una puntuacion baja presentaban una etiologia de elevado
riesgo de recurrencia como fibrilacion auricular o estenosis de las arterias cardtidas*®2.
El estudio PROMAPA incluyo el analisis de 1.137 pacientes que habian sufrido un AIT
procedentes de 30 hospitales espafioles. Su analisis concluyd que las escalas que no
tenian en consideracion los estudios de imagen vascular o el antecedente de ictus no
demostraron ser utiles como predictoras de riesgo al ser aplicadas por neurdlogos*®3.
Otro estudio que evalud la California Risk Score, ABCD y ABCD? con la presencia de
lesiones en las secuencias de DF de pacientes con AIT concluyd que estas escales de

riesgo clinico no estaban asociadas con una DF positiva**

. A la vista de estos datos,
resulta de interés la aplicacion de las llamadas escalas clinicas-plus, que proporcionan
una mayor precision para estimar el riesgo de recurrencia en forma de ictus**®. ABCD’I
afiadia 3 puntos si de identificaba una lesion isquémica en la secuencia de DF o en la
TC de craneo (independiente de los sintomas de presentacion). De este modo se logrd
mejorar la prediccion del riesgo de ictus respecto a la previa (AUC 0,78 vs 0,66 a los 7
dias; 0,80 vs 0,68 a los 90 dias)**®. Clinical and Imaging-based Predictive Score (CIP)
estipula que los pacientes con un riesgo elevado de recurrencia son aquellos que

presentan mas de 4 puntos en la escala ABCD? y lesion en DF o una RM de craneo

positiva para isquemia*. El modelo CIP proporciona un rendimiento predictivo
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superior en comparacion con la ABCD? (AUC 0,81 vs 0,66). Tanto la CIP como la
ABCD’I no entran en considerar el mecanismo etiologico de AIT, informaciéon cuya
valoracion resulta importante en vistas a establecer el riesgo de recurrencia®*, ABCD? es
una escala desarrollada, nuevamente, a partir de la ABCD’. En este caso, se suma 2
puntos en el caso de haber sufrido un AIT en la semana previa. Sin embargo, la muestra
de validacion obtuvo un valor predictivo similar entre ambas escalas*®. A partir de la
escala ABCD?, el estudio PROMAPA desarrollé la escala ABCD?V, que sumaba dos
puntos adicionales si se identificaba una estenosis sintomatica mayor o igual al 50% de
la arteria carétida o a nivel intracraneal. Los autores mejoraron los resultados que
proporcionaba la ABCD? [AUC 0,69 (0,57-8,81) a los 7 dias y 0,63 (0,51-0,69) a los 90
dias en comparacion con un AUC de 0,66 (0,54-0,77) y 0,61 (0,52-0,70) a los 7 y 90
dias, respectivamente]**®. 4ABCD’[ resulta de la adicion de la informacion de los
estudios vasculares y de neuroimagen a la escala ABCD?. De modo que asigna 2 puntos
en el caso de deteccion de una estenosis de la arteria cardtida mayor del 50% y 2 puntos
si se detecta lesion en DF. Por consiguiente, esta escala puntiia un maximo de 13 puntos
y divide 3 grupos de riesgo: bajo (de 0 a 3 puntos), intermedio (de 4 a 7 puntos) y alto
(de 8 a 13 puntos). La ABCDI ha mostrado una mejor capacidad de discriminacion de
los pacientes con un mayor riesgo de recurrencia temprana [AUC a los 7 dias de 0,71
(0,63-0,78) vs 0,63 (0,56-0,59) con la escala ABCD?]*"7. En este sentido se ha sugerido
que deberia considerarse el manejo de los pacientes con AIT segun la escala ABCD’I y
mediante la valoracion por un especialista en ictus, la realizacion de una RM de craneo
urgente y estudio vascular®®®. Otra publicacion coincide en sefialar que la ABCD’
(estadistico ¢ 0,61) y la ABCD?I (estadistico ¢ 0,66) mejoran la prediccion de ictus a los
7 dias respecto la ABCD? (estadistico ¢ 0,54)*°. ASPIRE Approach surgié como
respuesta a tratar de mejorar la informacion clinica de la escala ABCD? en aquellos
casos en los que no estuvieran disponibles los criterios de imagen. En este caso, los
pacientes con una puntuaciéon 4BCD? mayor o igual a 4, o sintomas motores o del
lenguaje de mas de 5 minutos de duracidn, o con fibrilacion auricular eran considerados
de alto riesgo. Sin embargo, con este abordaje el 78% de los pacientes eran catalogados

de alto riesgo y, en consecuencia, su utilidad practica resultaba limitada*!°.
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Tabla 6. Escalas de prediccion del riesgo en forma de ictus isquémico tras un AIT.

Parametros R;‘Cs‘;clgg’:?” ABCD*®  ABCD*  ABCD’I'®  ABCD’*”  ABCD’V'®  ABCD’I'”  ABCDE+"
Edad > 60 afos 1 1 1 1 1 1 1 1
PA > 140/90
mmHe - 1 1 1 1 1 1 1
Paresia 1 2 2 2 2 2 2 2
unilateral
Trastorno del b b b b b b b
habla 1 1 1 1 1 1 1 1

<10' - 0 0 0 0 0 0 0

T 10-59' 1° 1 1 1 1 1 1 1

> 60" 1° 2 2 2 2 2 2 2
Diabetes 1 - 1 1 1 1 1 1
LI por _ _ _ 3¢ _ _ d 3d
neuroimagen
ES en ACI - - - - - - 2 -
ESen ACl o IC - - - - - 2 - -
o [ dias - - - - 2 2 2 -
& 'S previos
< 2 30dias i i i i i i i i
previos
AGV - - - - - - - 3

s CE - - - - - - - 1

& EPV - - - - - - - 0

-L% Otros - - - - - - - 0

Indet - - - - - - - 1
Total posible*”® 5 6 7 10 9 11 13 13
Bajo <3 <4 <3 <3 <6
R Inter - -3 4-5 - 4-5 - 4-7 -
Alto > 5 6-9 8-13 >6
T, duracion; ' minutos; LI, lesion isquémica; ES, estenosis sintomatica; ACI, arteria carétida interna; IC, intracraneal; AGV,

arteriosclerosis de gran vaso; CE, cardioembolica; EPV, enfermedad de pequeio vaso; Indet, indeterminado; R, riesgo; Inter,
intermedio. * Considera 1 punto si la duracién es > 10 minutos. ® Trastorno del habla sin paresia. ¢ en la DF o en la TC de craneo. ¢
Lesion en DF.

La escala RRE (Recurrence Risk Estimator) fue desarrollada para proporcionar una
prediccion del riesgo de recurrencia en aquellos pacientes con hallazgos de lesion
isquémica en la neuroimagen. Se trata de una escala sobre 7 puntos que tiene en
consideracion el mecanismo etioldgico, la presencia de multiples infartos agudos, la
visualizacion de infartos simultaneos en distintos territorios vasculares, si multiples
infartos en diferentes estadios evolutivos, la presencia de infartos corticales aislados, y
el antecedente de AIT o ictus isquémico en el mes previo al episodio indice. Se ha
publicado que la escala RRE proporcioné un AUC de 0,85 para el riesgo de ictus
isquémico a los 7 dias**. ABCDE+ también surgio a partir de la escala ABCD’ con el fin
de anadir informacion respecto la etiologia y la positividad de la DF. De esta manera,
afiade 3 puntos si se pone de manifiesto patologia de gran vaso; 1 punto si
cardioembolismo; 1 punto si etiologia desconocida; o 3 puntos si la DF resulta positiva.
La obtencion de mas de 6 puntos se identifico con alto de riesgo de recurrencia*!'!. El

analisis ROC mostré un rendimiento superior de la escala ABCDE+ [AUC 0,67 (0,55-

115



2.7. El papel de la resonancia magnética en el ataque

2. Introduccion . , . . . .
isquémico transitorio y en las escalas pronésticas

0,75)] en comparacion con la ABCD [AUC 0,48 (0,37-0,58)] y con la ABCD’ [AUC
0,48 (0,37-0,58)]. Si bien, mientras la diferencia entre ABCDE+ y ABCD? resulto
significativa (p=0,04); en el caso de ABCDE+ y ABCD se identificd una tendencia
(p=0,07)%".

A pesar de lo resefiado, en el momento actual no se ha hallado la escala pronostica
perfecta. Algunos autores han sefialado que la adicion de la neuroimagen en la
estratificacion del riesgo puede carecer de sentido puesto que representa la realizacion

del propio trabajo clinico.
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3. Objetivos

La metabolémica permite el estudio de la respuesta del metabolismo celular frente a
situaciones patologicas. De esta manera, conlleva una mayor entendiemiento de la

fisiopatologia con el objetivo de identificar biomarcadores.

La finalidad del presente proyecto de tesis doctoral es la aplicacion del abordaje
metabolomico al AIT, entidad en la que los biomarcadores deberian adquirir una

especial relevancia debido a sus connotaciones clinicas.

Para ello, se plantea la obtencion de los perfiles metabolomicos a pacientes
diagnosticados de AIT con el fin de identificar biomarcadores vinculados a dos

contextos concretos de los que emanan unos objetivos especificos:

1. En relacion al contexto clinico de los pacientes diagnosticados de AIT:

1.1. Identificar biomarcadores relacionados con la recurrencia en forma de ictus
isquémico.
1.2. Identificar biomarcadores vinculados a patrones temporales de recurrencia.

1.3. Identificar biomarcadores de arteriosclerosis de gran vaso.

2. En relacion a los hallazgos de la secuencia de difusion de la RM de craneo de los

pacientes diagnosticados de AIT:

2.1. Identificar biomarcadores asociados a la presencia de lesiones en la secuencia de
difusion.

2.2. Identificar biomarcadores relacionados con el volumen de la lesiéon isquémica
aguda visualizada en la secuencia de difusion.

2.3. Identificar biomarcadores vinculados a patrones de lesion especificos de la

secuencia de difusion.
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4. Material y métodos 4.1. Sujetos a estudio

4.1. Sujetos a estudio

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitari Arnau de
Vilanova de Lleida. Se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes incluidos.

Se reclutaron prospectivamente a los pacientes que habian sufrido un déficit
neurologico transitorio y que habian sido atendidos por un neur6logo en el Servicio de
Urgencias del Hospital Universitari Arnau de Vilanova en las primeras 24 horas tras el
inicio de los sintomas. Los pacientes que contaban con un valor mayor de 3 en la mRS,
contabilizado tras la resolucion de los sintomas, y los que sufrieron una recurrencia
antes de la realizacion de la RM no fueron incluidos en el estudio. Se utilizo la
definicion clasica de AIT caracterizada por el inicio agudo de sintomas cerebrales
focales o monoculares de una duracion inferior a 24 horas y atribuibles a isquemia
cerebral*!?, Se definieron dos cohortes independientes de pacientes. La primera incluy6
a 144 pacientes que fueron reclutados entre enero de 2008 y enero de 2010, mientras
que la segunda incluyd a 179 pacientes reclutados entre enero de 2010 y enero de 2012.
Un total de 30 pacientes fueron excluidos debido a que acabaron siendo diagnosticados
de otras entidades. Concretamente, 13 (9,02%) pacientes de la primera cohorte fueron
dados de alta con otros diagnosticos (hiponatremia, 1 caso; trastorno psicosomatico, 2;
migrafia, 3; epilepsia, 2; angiopatia amiloide cerebral, 1; hematoma subdural, 1; y
amnesia global transitoria, 1) y 17 (9,49%) de la segunda (hipoglucemia, 2 casos;
trastornos psicosomaticos, 3; migrafia, 2; epilepsia, 3; tumor cerebral, 1; hematoma
subdural, 1; amnesia global transitoria, 2; meningitis reumatoide, 1; y mielopatia
cervical, 2). En un segundo tiempo se analizaron los estudios de RM de los pacientes
incluidos inicialmente. Ello motivé que en la parte de investigacion de la neuroimagen
fueran excluidos un total de 12 pacientes que presentaban contraindicaciones para la
realizacion de la RM: 2 (1,52%) de la primera cohorte y 10 (6,17%) de la segunda. Por
tanto, los pacientes incluidos en el estudio de la RM fueron 129 de la primera cohorte y

152 de la segunda (Figura 4).
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Total de pacientes Total de pacientes
de la primera de la segunda
cohorte cohorte
N=144 N=179

Pacientes excluidos (N=13) Pacientes excluidos (N=17)

- Epilepsia (3)
- Trastornos psicosomaticos (3)
- Amnesia global transitoria (2)

- Migraiia (3)
- Epilepsia (2)
- Trastornos psicosomaticos (2)

DE— l-===>» - Hipoglucemia (2)
- Tumorlcerebral (2) o - Mielopatia cervical (2)
- Amnesia global transitoria (1) - Migrafia (2)

- Angiopatia amiloide cerebral (1)
- Hematoma subdural (1)
- Hiponatremia (1)

- Hematoma subdural (1)
- Meningitis reumatoide (1)
- Tumor cerebral (1)

A A

4 N\
Pacientes de la Pacientes de la
primera cohorte segunda cohorte
N=131 N=162
. J
2 Pacientes excluidos S Y A — 10 Pacientes excluidos
(contraindicacién para RM) (contraindicacién para RM)
Pacientes de la Pacientes de la
primera cohorte segunda cohorte
(RM) (RM)
N=129 N=152
\ 4
Analisis
metabolémico

Figura 4. Pacientes incluidos en el estudio.

Con el objetivo de evitar diferencias étnicas en los perfiles metabolomicos, todos los
pacientes presentaban un origen caucdsico. Se obtuvieron muestras de sangre venosa
periférica en las primeras 24 horas tras el inicio de los sintomas. De las muestras se
separ6 el plasma, que fue almacenado a una temperatura de -80°C. Todos los pacientes
fueron sometidos a una bateria de estudios complementarios compuesta por analisis de
sangre, electrocardiografia, estudio neurosonologico (duplex de los troncos
supraadrticos, duplex doppler transcraneal) y estudio de neuroimagen (TC de craneo a
todos los pacientes y RM de craneo a 281 pacientes). Se completd la valoracion
mediante ecocardiografia, monitor Holter o monitorizacion electrocardiografica a
aquellos pacientes con sospecha de etiologia cardioembolica. Se registraron los FR, las
caracteristicas clinicas y el valor de la escala ABCD**01, Los pacientes fueron
clasificados etiologicamente segun la clasificacion TOAST?"’. El diagnostico de AIT de
localizacion vertebrobasilar estuvo determinado por los siguientes sintomas: disfuncion
motora o sensitiva bilateral o cambiante, pérdida de vision completa o parcial en los

campos homonimos, mareo, vértigo, o cualquier combinacion de los mismos®®7.
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4.2. Estudio neurosonologico

El estudio neurosonologico se llevod a cabo en las primeras 48 horas tras el inicio de los
sintomas. La evaluacion de la circulacion arterial intracraneal fue realizada mediante el
dispositivo Multi-Dop-T/TCD (DWL Elektronische Systeme GmgH, Alemania) en la
primera cohorte y con el dispositivo Toshiba applio (Toshiba, Japén) en la segunda
cohorte. El diagnostico de una estenosis intracraneal dependia de la identificacion de un
aumento focal de la velocidad del flujo sanguineo, con una diferencia respecto a la
arteria contralateral >30 cm/s y con signos de flujo turbulento*?. Se establecieron los
mismos criterios tanto para el doppler transcraneal (dispositivo utilizado en la primera
cohorte) como para el duplex transcraneal (dispositivo de la segunda cohorte)*'*. Por lo
que respecta al estudio de la arteria carétida extracraneal, resenar que fue efectuada
mediante el dispositivo Eco Doppler Micromaxx (Sonosite Inc., EUA) en la primera
cohorte de pacientes y con el Toshiba applio (Toshiba, Japén) en la segunda. Las
categorias de estenosis de la ACI estaban determinadas por los criterios surgidos de la
Society of Radiologists in Ultrasound Consensus Conference: ausente; leve, si una o
ambas ACI tenian una estenosis <50%; moderada, si alguna de las ACI contaban con
una estenosis de entre el 50 y el 70%; y severa , si alguna de las ACI presentaba una
estenosis >70%*15,

El diagndstico de AGV estaba condicionado a la visualizacién de una estenosis
intracraneal o extracraneal de grado moderado a severo. Dicho hallazgo debia ser
confirmado mediante la realizaciéon de una angiografia por RM. Los sintomas del AIT

debian ser congruentes con la localizacion y el lado de la estenosis.

125






4. Material y métodos 4.3. Protocolo de neuroimagen

4.3. Protocolo de neuroimagen

Se realiz6 una TC de craneo a todos los pacientes. La deteccion de una lesion cerebral
de caracteristicas no isquémicas era motivo de exclusion del estudio. Se practicé una
RM de craneo a 281 pacientes, a los 12 restantes no pudo realizarse por presentar
alguna contraindicacion. La RM se realiz6 en los 7 primeros dias tras la clinica inicial
(3,7 dias [desviacion estandar -SD- 2,1]). Todas las RM se realizaron mediante un
sistema de imagenes de cuerpo completo de 1,5 teslas (T) con un gradiente de
intensidad de 24-mT/m, tiempo de aumento de 300 ms, y un receptor capacitado para
eco plano equipado con un gradiente (Philips Intera 1,5 T, MRI scanner). El estudio de
RM incluia imégenes axiales potenciadas en eco de espin rapido T2 (TR/TE:4800/120),
imagenes potenciadas en eco de espin T1 (TR/TE: 540/15), imédgenes axiales en la
secuencia de recuperacion de la inversion de ruido atenuado (TR/TI/TE:
8000/2200/120), imagenes en difusion eco plano (TR/TE: 3900/95). El campo de vista
era de 230 mm y la matriz de 256 x 256 en todas las secuencias. La DF se obtenia con
una secuencia de disparo tnico de pulso eco de espin eco plano con un valor b de
gradiente de difusion de 1000 s/mm? a través de ejes ortogonales sobre 20 secciones
axiales, utilizando secciones de 6 mm de grosor, y dejando un espacio de 1 mm entre
los cortes. La alteracion del tejido (DF positiva) fue definida como éreas de elevada
intensidad de sefal en la DF isotrdpica, determinando una lesion isquémica aguda. Los
patrones de la DF utilizados fueron: DF normal, fragmentado en un territorio arterial
(FUT), multiples territorios vasculares, lesion cortical Gnica en un territorio vascular, y

patron subcortical®®’

. Las iméagenes de DF fueron valoradas por dos neurorradidélogos
que desconocian las caracteristicas clinicas. El acuerdo interobservador (valor kappa)
resultd de 1,0 para la identificacion de una DF positiva y de 0,98 para la identificacion
de los patrones de DF. Se emple6 el software de procesamiento de imagenes OsiriX
V.4.0 para calcular el volumen total de la lesion en DF*!6, Para ello, se sefalaba
manualmente la lesion con la herramienta de poligono cerrado de OsiriX con el

objetivo de crear una region de interés. Las regiones de interés entre los cortes se

intercalaban automaticamente, permitiendo el calculo del volumen de la lesion.
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4.4. Seguimiento de los pacientes y variable
clinica

La variable clinica fue la recurrencia en forma de ictus isquémico (RI). Un neurdlogo
dedicado a la patologia cerebrovascular realizd las visitas clinicas durante el
seguimiento a los 7 dias, 3 meses y cada 6 meses. La consideracion de RI precisé de un
estudio de neuroimagen que objetivara la lesion isquémica cerebral. La recurrencia en

forma de AIT no se recogié como variable.

129






4. Material y métodos 4.5. Analisis metabolomico

4.5. Analisis metabolomico

Las muestras plasmaticas de los pacientes fueron sometidas a un analisis metabolomico
no dirigido. Con el fin de evitar que hubiera variaciones a lo largo del dia, todas las
muestras se obtuvieron por la mafiana. Se afadieron 90 pl de metanol frio a 30 pl de
plasma que, posteriormente, fueron incubados durante 1 hora a una temperatura de -
20°C y centrifugados durante 3 minutos a 12.000 g. El sobrenadando fue recuperado,
evaporado mediante la herramienta SpeedVac™ (Thermo Fisher Scientific, Espafia) y
resuspendido en agua con una concentracion de 0,4% de acido acético/metanol
(50/50)*'7. Con el objetivo de separar los metabolitos se aplic un esquema de UHPLC
con el sistema Agilent 1290 LC asociado a una ionizacidn con electrospray del tindem
Q-TOF 6520 (Agilent Technologies, Espafia). Se utilizé una columna con un tamafio de
particula de 1,8 uM. Se empled la base de datos PCDL (Agilent Technologies, Espafia)
para la obtencién preliminar de los metabolitos diferenciales. Esta base de datos se
fundamenta en los tiempos de retencion, la masa exacta y la distribucion de los isotopos
en un sistema cromatografico estandarizado como parametro de busqueda ortogonal
para complementar los datos de masa precisos (abordaje AMRT)*°. Las muestras
fueron randomizadas antes del andlisis metabolémico para seguir una metodologia de
doble ciego. Se introdujeron muestras de control de calidad con el fin de evitar factores
de confusion. Las identidades se confirmaron con un tandem de MS (Sigma-Aldrich,
EUA). La aplicacion ConsensusPathDB-human, que es una herramienta que muestra las
redes de integracion del metaboloma en el Homo sapiens, permitié calcular el impacto

de las vias metabdlomicas identificadas*!®

. Con el fin de reducir el sesgo de identificar e
interpretar los resultados se utilizaron distintas bases de datos: KEGG, Reactome,
Netpath, Biocarta, HumanCyc y the pathway interaction database (PID), Signalink,

Inoh, Wikipathways, Pharmgkb, y Ehmn.
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Figura 5. Analisis metabolémico (adaptado de *'°).
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4.6. Analisis estadistico

Los calculos estadisticos se realizaron con la plataforma SPSS (SPSS, EUA) y el
paquete estadistico Stata 11 (StataCorp, EUA). La prueba de Kolmogorov-Smirnov
verifico la distribucion normal de las variables. Se realizo un andlisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) mediante el software Mass Molecular Profiler
(Agilent Technologies, Espafia). E1 nimero de componentes escogidos para realizar el
PLS-DA fue 4. Los datos fueron escalados automaticamente con un algoritmo. La
validacion del modelo se logrd con el tipo de validacion de N-iteracion (N-fold) con 3
iteraciones y 10 repeticiones. Para examinar el modelo se ha considerado la precision y

el indicador de la varianza R2.

En todos los casos, la significacion estadistica qued6 determinada por una p<0,05. La
significacion estadistica para las diferencias intergrupales se evalué mediante la prueba
¥* para las variables categoricas y las pruebas t de Student, ANOVA y U de Mann-
Whitney para las variables continuas. Se realizaron andlisis univariados para detectar las
variables asociadas a RI, asi como a DF positiva y a los patrones de DF. Se asumi6 que
el volumen de la lesion isquémica visualizada en la DF constituye una variable continua
y se analizo si algin metabolito circulante se asociaba a ello. Se realiz6 la correccion de
Bonferroni a todas las asociaciones significativas con el objetivo de reducir el riesgo de
identificar asociaciones falsamente positivas. La plataforma ROCCET permitié la
realizacion de curvas ROC para los datos metabolémicos*?®. La normalizacion y el
procesamiento de estos andlisis ante datos desequilibrados se llevo a cabo mediante el
método Montecarlo. Se analizaron curvas ROC adicionales para comparar la precision
predictiva de la escala ABCD?, y la escala ABCD’ sumada a los biomarcadores
identificados tras el andlisis metabolomico, la prediccion de la presencia de DF positiva
y los patrones de DF. Para estos propdsitos, se utilizo el paquete Hmisc en el medio R

(http://biostat.mc.vanderbilt.edu/wiki/Main/Hmisc).
Solamente fueron utilizados aquellos casos de los que se disponian todas las

mediciones. En estos casos se aplicaron las pruebas mejora neta de reclasificacion

(NRI) y mejoramiento integral de la discriminaciéon (IDI), asi como la prueba de
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Hosmer-Lemeshow para calibrar el riesgo de los modelos de prediccion*?!. También se
calcul¢ la tasa cumulativa libre de eventos en el patron temporal de las recurrencias en

relacion al patrén metabolomico seglin el método de Kaplan-Meier.
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5. Resultados 5.1. Caracteristicas clinicas de las cohortes

En este apartado se exponen los datos obtenidos tras la investigacion realizada. Tras la
descripcion de los sujetos incluidos en el estudio, se describiran los resultados siguiendo

la estructura expuesta en el apartado de “Hipotesis y Objetivos™.

5.1. Caracteristicas clinicas de las cohortes

En la primera parte del estudio se incluyd a un total de 293 pacientes distribuidos en dos
cohortes: 131 pacientes en la primera cohorte y 162 en la segunda. Las caracteristicas de
la poblacion estudiada se detallan en la tabla 7. La edad media fue de 71,7 afios (SD
10,8) y 179 pacientes eran de sexo masculino (61,1%). La HTA resulto el principal FR
vascular habida cuenta de que se hallo en 201 pacientes (68,8%). Las dos cohortes no
presentaron diferencias significativas por lo que respecta a los FR vascular, sintomas
clinicos, puntuacion en la escala ABCD?, o subtipos etiologicos. Si se consideran los
tratamientos previos al AIT (suceso inicial), cabe destacar que la anticoagulacion tendi6
a ser mas frecuente en la primera cohorte de la primera parte del estudio. No obstante,
dicha tendencia devino significativa tras excluir a los pacientes que presentaban alguna

contraindicacion para la realizacion de la RM.

Ambas cohortes no difirieron significativamente en cuanto a las RI. Un total de 35
(11,94%) pacientes sufrieron una RI a lo largo del seguimiento, que se distribuyeron del
siguiente modo: 11 (3,75%) RI acontecieron a los 7 dias del episodio inicial, 4 (1,36%)
entre los 7 y los 90 dias, 8 (2,73%) entre los 90 dias y el primer afo de seguimiento, y
12 (4,09%) mas alla del primer afio desde el episodio inicial. El seguimiento medio fue
de 28,3 meses. El 24,6% de los pacientes diagnosticados de AGV sufrio una RI a lo
largo del seguimiento. Solamente las variables AGV y ABCD? se asociaron a RI en el
analisis univariado (Tabla 8). La anticoagulacion se asocié a RI. Dos pacientes

fallecieron debido a la recurrencia.
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5.1. Caracteristicas clinicas de las cohortes

Tabla 7. Caracteristicas clinicas, tratamientos y recurrencias.

Variables Cohorte 1 Cohorte 2 Total p
(n=131) (n=162) (n=293)
Edad, media (SD) 70,5(11,4) 72,1 (11,2) 71,7 (10,8) 0,509
S Sexo masculino 85 (64,9) 94 (58,0) 179 (61,1) 0,231
3 Antecedente de ictus 28 (21,4) 35 (2L,6) 63 (21,5) 0,962
'5 k= HTA 91 (69,5) 111 (68,5) 201 (68,8) 0,899
> § Enfermedad coronaria 18 (13,7) 21 (13,0) 39 (13,3) 0,846
% g DM 41 (31,3) 47 (29,0) 88 (30,0) 0,671
9 Habito tabaquico 18 (13,7) 19 (11,7) 37 (12,6) 0,606
= Hipercolesterolemia 49 (37.4) 61 (37,7 110 (37,5) 0,965
Antecedente de FA 17 (13,0) 17 (10,5) 34 (11,06) 0,509
AAS 30 (22,9) 36 (22,4) 66 (22,6) 0,913
w B Clopidogrel 9(6,9) 18 (11,2) 27 (9,2) 0,229
é Tz Anticoagulacion 19 (14,5) 12 (7,5) 31 (10,6) 0,058
© Estatina 43 (32,8) 46 (28,6) 89 (30,0) 0,407
ISRA 65 (49,6) 78 (48,1) 144 (49,1) 0,924
Duracion 0,913
<10 minutos 12 (9,3) 17 (10,8) 29 (9,9)
10-59 minutos 50 (38,2) 61 (37,7) 111 (37,9)
§ 1 hora 69 (52,7) 84 (51,9) 153 (52,2)
38 Cumulo de AIT 36 (27,5) 33 (20,4) 65 (22,2) 0,406
2,5) Paresia 70 (53,4) 85 (52,4) 155 (52,9) 0,869
Sintomas sensitivos aislados 12 (9,2) 13 (8,0) 25 (8,9) 0,729
Trastorno del lenguaje 78 (59,5) 103 (64,0) 181 (62,0) 0,438
Vertebrobasilar 10 (7,6) 12 (7,5) 22 (7,5) 0,954
5,2 5.1 5.1
ABCD! (4.0-60)  (4,0-6,0) 4.0-60) %733
» AGV 33 (25,2) 32 (19,9) 65 (22,3) 0,502
é '?n Cardioembolismo 23 (17,6) 37 (23,0) 60 (20,5)
:g % Enfermedad de pequeiio 28 (21.4) 30 (18,6) 58 (19,9)
& 2 vaso
© Etiologia indeterminada 47 (35,9) 62 (38,5) 109 (37,3)
Meses de seguimiento, 38,2 16,9 28,3 <0.001
g media (RIQ) (18,3-50,3) (12,2-35,4) (13,7-42,9) ’
-‘é RI alos 7 dias 6 (4,6) 53,1 11 (3,8)
'?D RI a los 90 dias 8 (6,1) 7 (4,3) 15(5,1)
2 RI al primer afio 13 (9,9) 10 (7,2) 23 (8,9)
RI durante el seguimiento 20 (15,3) 15 (9,3) 35(11L9) 0,147

SD, desviacion estandar; HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus; FA, fibrilacion auricular;
Ttos, tratamientos; AAS, acido acetilsalicilico; ISRA, Inhibidor del sistema renina-angiotensina; AGV,
arteriosclerosis de gran vaso; RIQ, rango intercuartil; RI, recurrencia en forma de ictus isquémico.
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Tabla 8. Variables asociadas a recurrencia en forma de ictus isquémico en ambas cohortes de pacientes.

sopeynsay °s

Variable RI a los 7 dias de seguimiento RI a los 90 dias de seguimiento RI al primer afio de seguimiento RI durante el seguimiento
No (n=282) Si(n=11) p No (n=278) Si (n=15) p No (n=247) Si (n=23) p No (n=258) Si (n=35) p
Edad, media (SD) 71,6 (10,9) 75,5 (8,6) 0,247 71,6 (10,9) 74,5 (8,2) 0,318 71,3 (11,01) 75,6 (7,5) 0,073 71,7 (11,6) 76,1 (6,5) 0,148
° Sexo masculino 175 (62,1) 4 (36,4) 0,115 172 (61,9) 7 (46,7 0,239 152 (61,5) 11 (47.8) 0,198 157 (60,9) 22 (62,9) 0,819
%0 Antecedente de ictus 63 (22,4) 1(9,1) 0,295 63 (1) 1(6,7) 0,204 51(20,7) 6 (26,1) 0,548 55(21,4) 9 (25,7) 0,627
5 § HTA 193 (68.4) 9 (81,8) 0,347 191 (68,7) 11(73.3) 0,706 165 (66,8) 19 (82,6) 0,120 174 (67,7) 28 (80,0) 0,307
> § Enfermedad coronaria 29 (13,8) 0(0) 0,370 39 (14,0) 0(0) 0,234 30 (12,1) 4(174) 0,468 30 (11,7) 8(22,8) 0,403
g S DM 83 (29,4) 5(45,5) 0,255 81 (20,1) 7 (46,7) 0,158 71 (28,7) 9 (39,1) 0,341 69 (26,8) 19 (54,3) 0,103
3 Habito tabaquico 37 (13,1) 0(0) 0,370 37 (13,3) 0(0) 0,231 35(0) 0(0) 0,053? 35(13,6) 2(5,7) 0,220
- Hipercolesterolemia 105 (37,2) 5(45,5) 0,752 105 (37.,8) 5(33,3) 0,792 88 (35,6) 10 (43.5) 0,500 97 (37,7) 13 (37,1) 0,859
Antecedente de FA*® 32 (11,3) 2 (18,2) 0,487 32 (11,5) 2(13,3) 0,688 25 (10,1) 6 (26,1) 0,034a  25(9,7) 9 (25,7) 0,211
AAS 63 (22,4) 3(27,3) 0,706 63 (22,7) 3(20,0) 1 52 (21,1) 6 (26,1) 0,581 57(22,2) 9 (25,7) 0,637
» & _ Clopidogrel 27 (9,6) 0(0) 0,607 27(9,7) 0(0) 0,376 19 (7,7) 4(174) 0,119 23 (8,9) 4(11,4) 0,635
[g ‘2 Anticoagulacién 29 (10,3) 2 (18,2) 31(10,6)  29(10,5) 2(133) 0,726 24 (9,8) 6 (26,1) 0,030 22 (8,5) 9(25,7) 0,016
© Estatina 84 (30,0) 5(45.,4) 0,321 84 (30,4) 5(33,3) 0,164 72 (29.4) 10 (43.5) 0,161 77 (30,0) 12 (34,3) 0,637
ISRA 134 (48,0) 9 (81,8) 0,033 132 (48,0) 11(73.3) 0,066 116 (60,9) 14 (60,9) 0,221 121 (46,9) 22 (62,9) 0,105
Duraciéon
<10 minutos 29 (10,2) 0(0) 0,482 30(10,8) 0(0) 0,175 23(9.,3) 0(0) 0,297 28 (10,9) 12,9 0,913
10-59 minutos 107 (37,9) 4(36,4) 107 (38,4) 4(26,7) 93 (37,7) 10 (43.5) 100 (38.,9) 11 (31,4)
& 1 hora 146 (51,9) 7 (63,6) 141 (50,7) 11 (73.,3) 131 (53,0) 13 (56.5) 126 (49,0) 27(71,1)
E Cumulo de AIT 60 (21,3) 5(45,5) 0,071 60 (21,6) 5(33,3) 0,336 55(22,3) 52L7) 0,954 60 (23,3) 5(14,3) 0,738
E’/E: Paresia 147 (52,1) 8(72,7) 0,227 145 (52,2) 10 (66,7) 0,302 145 (52,2) 10 (66,7) 0,907 132 (51,4) 23 (65,7) 0,290
SSA 25(8,9) 0(0) 0,607 23 (8,3) 2(13,3) 0,372 23 (9,3) 2 (8,7) 0,922 22 (62,9) 3 (8,6) 0,834
Trastorno del lenguaje 171 (60,9) 10 (90,9) 0,057 169 (6,0) 12 (80,0) 0,140 148 (60,2) 17 (73.9) 0,264 155 (60,3) 26 (74,3) 0,138
Vertebrobasilar 21(7,5) 1(9,1) 0,842 21(7,6) 1(6,7) 0,896 18 (7,3) 1(4,3) 1 21(7,6) 1(0,0) 0,954
DF positiva 113 (41,4) 2 (25,0) 0,478 110 (40,9) 5(41,7) 0,957 101 (42,3) 10 (50,0) 0,502 99 (39.8) 16 (50,0) 0,267
ABCD? 5,0 (4,0-6,0) 6,0 (4,0-7,0) 0,058° 5,0 (4,0-6,0) 6,0 (4,0-7,0) 0,056° 5,0 (4,0-6,0) 6 (4,0-7,0) 0,335 5,0 (4,0-6,0) 6,0 (4,0-7,0) 0,005
AGV 57 (20,3) 87 (72,7) 0,002 56 (20,2) 9 (60,0) 0,007*  47(19,1) 12 (52,2) 0,002 49 (19,1) 16 (45,7) 0,008
m _ Cardioembolismo 59 (21,0) 19,1) 59 (21,3) 1(6,7) 47 (19,1) 6 (26,1) 52 (20,2) 8(22.9)
Y EPV 57 (20,3) 1(9,1) 55(19,9) 3(20,0) 51(20,7) 3(13,0) 53 (20,6) 5(14,3)
Etiologia indeterminada 96 (34,2) 19,1) 95 (34,3) 2(13,3) 89 (36,2) 2 (8,7) 103 (40,1) 6(17,1)

6¢l

SD, desviacion estandar; RI, recurrencia en forma de ictus isquémico; HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus; FA, fibrilacion auricular; Ttos, tratamientos; AAS, acido acetilsalicilico; ISRA, Inhibidor del
sistema renina-angiotensina; DF, secuencia potenciada en difusion; SSA, sintomas sensitivos aislados; SE, subtipos etiologicos; AGV, arteriosclerosis de gran vaso; EPV, enfermedad de pequefio vaso; RIQ, rango
intercuartil; RI, recurrencia en forma de ictus isquémico. a No significativo tras la correccién de Bonferroni.
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5. Resultados 5.2. Riesgo de recurrencia en forma de ictus isquémico

5.2. Riesgo de recurrencia en forma de ictus
isquémico

Se realiz6 un analisis metabolomico no dirigido a las muestras plasmaticas de la primera
cohorte con el fin de evaluar los cambios potenciales que pueden sugerir el ulterior
riesgo de RI. La figura 6 ilustra las caracteristicas moleculares detectadas, presentes en
al menos el 50% de las muestras del mismo grupo (1.558, 1.304 en ionizacion positiva y

254 en la negativa).
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Figura 6. Diagrama de representacion de las caracteristicas moleculares de la primera cohorte.
Cada linea del grafico representa una masa precisa ordenada por el tiempo de retencion. La coloracion
indica la intensidad de abundancia. La escala de -10 azul (abundancia baja) a +10 rojo (abundancia

elevada) representa la abundancia normalizada en unidades arbitrarias.
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El andlisis PLS-DA identifico que los pacientes que sufrieron una RI tenian un perfil
metabolomico especifico con una precision del 66% (en ionizacién positiva) y al 73%
(en ionizacidn negativa). La figura 7 muestra que resulta posible separar las muestras de

acuerdo a la RI.
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Figura 7. Grafico tridimensional del PLS-DA que demuestra que la RI determina un metaboloma
plasmatico. Los puntos azules representan las muestra plasmatica de RI, mientras que los puntos rojos
representan las muestras de no RI.

El andlisis estadistico univariado reveld que 94 iones diferenciaban a los pacientes en
funcién de la RI (p<0,05) (Tabla suplementaria 1). Mediante la aplicacion de un
abordaje ortogonal, basado en bases de datos de tiempo de retencién, la distribucion
isotopica y la masa exacta, se obtuvieron 6 moléculas cuya identificacion fue
confirmada mediante estudios en tandem de EM. De éstas, 5 presentaban una
regulacion disminuida (1-monopalmitina, acido dodecanoico, meso-eritritol, treonato y
LPC 16:0) mientras que la restante tenia una regulacion aumentada (miristoil-

etanolamina) (Tabla 9).
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Tabla 9. Metabolitos diferenciales entre los grupos RI y No RI.

Metabolito p (RIEZ%:;:C;:)HRI) Ratio
1-Monopalmitina 0,007 D -2,27
Miristoil-etanolamina 0,010 A 12,28
Acido dodecanoico 0,043 D -2,68
Meso-eritriol 0,047 D -10,99
Treonato 0,023 D -4,09
LPC 16:0 0,036 D -1,65

LPC, lisofosfatidilcolina; D, disminuido; A, aumentado.

El analisis de las vias metabolicas descubrid que los metabolitos sefialados pertenecen a
distintas vias relacionadas con el metabolismo de los &cidos grasos, metabolismo
energético, vias mediadas de transporte transmembrana SLC (solute carrier

[transportador de soluto]) (Tabla suplementaria 2).
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Se evalud si los pacientes que habian sufrido una RI temprana tenian un perfil
metabolomico distinto a aquellos que habian presentado una RI tardia. Los resultados
mostraron que el PLS-DA de los perfiles metabolomicos permiten la diferenciacion
entre ambos grupos con una elevada precision (entre el 95% y el 100% en los modos de

ionizacion positiva y negativa, respectivamente).

Y-Axis

vie

Z-Axi
@ is

Figura 8. Grafico tridimensional del PLS-DA que demuestra que el patron temporal de la RI
determina un metaboloma plasmatico. Los puntos azules representan las RI temprana (<90 dias), los
puntos rojos las RI medias (>90 dias y <1 afio) y los puntos marrones las RI tardias (>1 afio).
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Un total de 325 iones diferenciales (p<0,05) fueron detectados mediante ANOVA
(Tabla suplementaria 3). Los analisis estadisticos revelaron que la mayoria de las
diferencias se hallaban entre los pacientes que habian sufrido una RI tardia (> 1 afio
comparado con los habian presentado la recurrencia entre los 3 meses y 1 ano. En
cambio, los pacientes con una RI temprana (<3 meses) se caracterizaron por una menor
cantidad de metabolitos diferenciales (76 y 103 metabolitos comparado con RI tardia y
RI media, respectivamente). Tras la pertinente busqueda en las bases de datos, se
lograron identificar a 14 metabolitos sugerentes de RI temprana (Tabla 10),
pertenecientes a distintas vias metabdlicas (Tabla suplementaria 4). Entre estos
metabolitos, 13 eran coincidentes entre RI y patron temporal de RI y se engloban en el
metabolismo de los acidos grasos (biosintesis, transporte y receptores) y regulacion de

la secrecion de insulina.
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Tabla 10. Metabolitos diferenciales en relacién al patrén temporal de la RL.

Compuesto p Ratio Regulacion Ratio Regulacion Ratio Regulacion
(1 aifio vs 90 dias) (1 aiio vs 90 dias) (1 aifio vs >1 afio) (1 afio vs >1 afio) (90 dias vs >1 aiio) (90 dias vs > 1aiio)
Acido 10-hidroxi caprico 0,004 -1 D 261,004 D 261,004 D
1-Monopalmitina 0,047 540,952 A 387,993 A -1,394 D
Acido 2-hexildecanoico 0,049 3,898 A 376,264 A 96,514 A
Acido 2-hidroxihexadecanoico 0,024 -321,573 D -3,768 D 85,337 A
Sa-dihidroprogesterona 0,004 -47,121 D -12836 D -272,403 D
Acido 6-fosfoglucénico 0,027 485,071 A 1113,566 A 2,295 A
Acido araquidénico 0,021 -217,184 D -3,241 D 67,009 A
DL-ornitina 0,003 1354,707 A 111,582 A -12,140 D
Epinefrina (Adrenalina) 0,040 1,337 A -1,117 D -1,494 D
Glutamina 0,005 3,0159 A 612,310 A 203,026 A
Quinurenina 0,002 797,538 A 1,472 A -541,666 D
L-Norleucina 0,020 -50,749 D 6,174 A 313,347 A
Acido estearico 0,022 -36,204 D 5,775 A 209,099 A
Vitamina E (a-Tocoferol) 0,017 966,007 A 3705,88 A 3,836 A

D, disminuido; A, aumentado.
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5.4. Estudio de la arteriosclerosis de gran vaso

Se ha considerado oportuna la priorizacion del estudio de la etiologia AGV debido a su
importancia como predictor de RI*®. Mediante la evaluacion de los pacientes con
estenosis sintomaticas de la ACI o intracraneales >50%, se observo que los perfiles
metabolomicos ofrecieron una elevada precision para la prediccion de la presencia de
AGYV (precision del PLS-DA del 98% en ionizacion positiva y del 91% en la negativa;
positiva: especificidad = 0,79, sensibilidad = 1; negativa: especificidad = 0,86,
sensibilidad = 1) (Figura 9).

Y-Axis
Q
O |
8 °
X:Axis |
® F-Axis

Figura 9. Grafico tridimensional del PLS-DA que muestra las diferencias entre los pacientes en
cuanto a la AGV. Los puntos azules representan AGV y los rojos no AGV.

Un total de 73 metabolitos resultaron estadisticamente diferentes (prueba de t de
Student) entre AGV y no AGV (tabla suplementaria 5). Tras el estudio de identificacién
se revelaron 4 moléculas, todas ellas aumentadas en los pacientes con AGV:

androsterona, acido estearico, acido ascérbico y LPC (22:6) (Tabla 11).
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Tabla 11. Metabolitos diferenciales (p<0,05) identificados entre AGV y no AGV.

Compuesto P Regulacion (AGV vs. No AGYV) Ratio
Androsterona 0,013 A 8,72
Acido ascérbico (Vitamina C) 0,032 A 8,79
Acido estearico 0,023 A 9,08
LPC (22:6) 0,039 A 2,88

A, aumentado; LPC, lisofosfatidilcolina.

Posteriormente, se consideré de interés estudiar si los metabolitos diferenciales entre
AGV y no AGV coincidian con los metabolitos diferenciales RI y no RI. Los resultados
mostraron la existencia de 18 moléculas comunes en estos 2 grupos. Se logro la
identificacion de dos de estos metabolitos: acido dodecanoico y 1-monopalmitina, cuyas

concentraciones estaban disminuidas en los pacientes que habian sufrido una RI.
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5.5. Validacion de los resultados segun el contexto
clinico en la cohorte independiente

El andlisis multivariado sobre la segunda cohorte confirm6é que los perfiles
metabolémicos permiten distinguir tanto a los pacientes con han que sufrido una RI
como el patréon temporal de la misma (Figuras 11.A y 11.B). También se reprodujeron
las diferencias en cuanto a la AGV (Figura 11.C). Se identificaron diversas vias
metabodlicas comunes en ambas cohortes en relacion al patron temporal de las
recurrencias concernientes, entre otras, a la biosintesis de acidos grasos insaturados y al
transporte-SLC (Figura 12) (Tabla suplementaria 6).

Es preciso destacar que en las dos cohortes se identificd, por un lado, un descenso de
LPC (16:0) en los pacientes con RI temprana y, por otro lado, un incremento de LPC

(22:6) en los pacientes con AGV (Figura 13).

a« NoRI Legend - Herarchical Combined Tree

Color
= RI i —
136 1386

Figura 10. Diagrama de representacion de las caracteristicas moleculares de la segunda cohorte.
Cada linea del grafico representa una masa precisa ordenada por el tiempo de retencion. La coloracion
indica la intensidad de abundancia. La escala de -13,6 azul (abundancia baja) a +13,6 rojo (abundancia
elevada) representa la abundancia normalizada en unidades arbitrarias.
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Figura 11. Graficos tridimensionales del PLS-DA de la segunda cohorte. A. La RI determina un
metaboloma plasmatico. Los puntos azules representan RI y los rojos no RI. B. El patrén temporal de la
RI determina un metaboloma plasmatico entre las recurrencias temprana, < 90 dias (puntos azules);
medias, >90 dias y < 1 afio (puntos rojos); y tardias, >1 afio (puntos marrones). C. El perfil metabolomico
diferencia entre AGV (puntos azules) y no AGV (puntos rojos).
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Figura 12. Vias comunes en las dos cohortes afectadas por el patrén temporal de RI. El grafico
representa conjuntos de metabolitos (sobrerrepresentados en una lista de entrada) presentes en el plasma y
relacionados con el patron temporal de RI. El tamaiio del nodo representa el tamafio del conjunto de genes
y el color del nodo refleja su valor p (el rojo mas intenso identifica el valor p mas pequefio). Cada linea
ilustra un solapamiento entre conjuntos de metabolitos (es decir, metabolitos compartidos). El grosor de la
linea refleja el tamafio de la superposicion, mientras que el color hace referencia a la cantidad de
metabolitos de la lista contenidos en la superposicion.
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Figura 13. A y B. Lisofosfatidilcolina -LPC- (16:0) se erige como un potencial biomarcador en
sangre de recurrencia en forma de ictus isquémico (RI) (A. cohorte 1; B. cohorte 2). ** Indica
diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) mediante el analisis de la varianza con la prueba de
Tukey de comparaciones multiples. C y D. LPC (22:6) se destaca como potencial biomarcador en
sangre de arteriosclerosis de gran vaso (AGV) (C. cohorte 1, D. cohorte 2). * Indica diferencias
estadisticamente significativas con la prueba t de Student (p<0,05).
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descritos de recurrencia en forma de ictus
isquémico

Con la finalidad de establecer la capacidad predictiva de los potenciales biomarcadores
descritos, se efectuaron curvas ROC con los metabolitos presentes en al menos un 70%
de las muestras del mismo grupo (RI y no RI). Se agruparon ambas cohortes debido al
bajo numero de RI. Los resultados destacan el valor de LPC (20:4) como un
biomarcador potencial (Figura 14) (Tabla 12). LPC (20:4) aumento significativamente
el poder predictivo de la escala ABCD? y/o AGV desde el 64-67% hasta el 71%,
evaluada mediante las pruebas mejora neta de reclasificacion (NRI) o mejoramiento
integral de la discriminacion (IDI). Al comparar los modelos con ABCD? con ABCD? +
AGYV, tanto la prueba NRI (0,73, 4,09, 4,31e-05 para NRI indice, valores Z y 2P,
respectivamente) y la prueba IDI (0,023, 3,43, 0,0004 para IDI indice, valores Z y 2P,
respectivamente) mostraron una mejoria significativa. Al comparar el modelo ABCD? +
LAA con la adicién de LPC (20:4) también se obtuvo una mejoria significativa en las
pruebas IDI (0,48, 3,51, 0,0004 para NRI indice, valores Z y 2P, respectivamente) e IDI
(0,024, 3,76, 0,000168 para IDI indice, valores Z y 2P, respectivamente). Sin embargo,
la adicion de LPC (16:0) al mismo modelo ABCD? + AGV no generd una mejoria
significativa ni en la prueba NRI (-0,308, -1,69, 0,091 para NRI indice, valores Z y 2P,
respectivamente) ni en la IDI (-0,029, -2,03, 0,041 para IDI indice, valores Z y 2P,
respectivamente). La prueba de Hosmer-Lemeshow para la calibracion del riesgo de
prediccion de los modelos mostrd que mientras el modelo ABCD? estaba bien calibrado
(¢ 7,05, p=0,069), el modelo ABCD? + AGV no lo estaba (3> 13,79, p=0,003). El
modelo ABCD? + AGV + LPC 20:4 logro la calibracion mas elevada (> 3,58, p=0,309),
mientras que el modelo ABCD? + AGV + LPC 16:0 obtuvo el valor de calibracion mas
bajo (y* 17,33, p=6e-04).

El analisis de las RI tempranas arrojé un metabolito no identificado como biomarcador
potencial con la capacidad de aumentar el poder predictivo de la escala ABCD? 0 AGV

(del 62-67% al 71%) (Figura 15).
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Figura 14. A. La inclusion de LPC (20:4) a la escala ABCD’ y AGV aumenta la potencia de
predicciéon de RI (areas: ABCD2 = 0,646, p= 0,005; ABCD2 + AGV = 0,678, p=0,001; ABCD2 + AGV
+ LPC (20:4) = 0,711, p<0,001; Prueba de mejoramiento integral de la discriminacion (IDI) para la
comparacion de modelos predictivos: p< 0,0001). B. Método de Kaplan-Meier para estimar la
proporcion de pacientes libres de RI. La linea discontinua indica LPC (20:4) > 114,000 recuentos de
MS; la linea continua indica LPC (20:4) <114,000 recuentos de MS. MS, espectroscopia de masas.
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Tabla 12. Precision predictiva de la variables clinicas y de los biomarcadores del estudio metabolomico para las RI a los 7 dias, a los 90 dias, al primer afio de
seguimiento y durante todo el seguimiento.

RI durante el

RI a los 7 dias RI a los 90 dias RI al 1er afo

Biomarcador Cohorte AUC AUC AUC ;G%uimiento
(IC 95%) P (IC 95%) (IC 95%) (aco9s%) P
. Ambas cohortes Oy OUS o ufle 00rs O 0359 (e 0008
Cohorte de validacion o Sl 026 ) A oo (O 0e0s (S 0023
O Ambas cortes 0siosy 003 ooy 001 out 0103 ST <0001
Cohorte de validacion OSiio) 008 guson 0039 o 0257 (T 0.004
DY 5 AGY + LB () <1100 Ambas cohortes o 52;_:0; s 0014 52;_:(; s 001 429’_20?7 5 008 62;_:21; g2y <0001
Cohorte de validacion o 6" 00 0054 STl 00ss o 0 0208 (TR 0,002
O+ AGY 1 LR 16012010 Ambas cohortes o 425’552" o 00 o %’_Zé sy UL o %’_}é ny 0293 526’50; 19y 0:002
Cohorte de validacion (o 5200 0192 9T 0002 (S 0590 TR 0010

RI, recurrencia en forma de ictus isquémico; AUC, area bajo la curva; IC, intervalo de confinaza; AGYV, arteriosclerosis de gran vaso; LPC, lisofosfatidilcolina.
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Tabla 13. Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox para evaluar el RL

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variables HR (IC) p HR (IC) p HR (IC) p
ABCD (0’819’_217’ sy 087 i i (0’915’_215’ 6 0117
AGY (0,829’-158,33) 0,089 ] ] (0,825?;03) 0119
e - - (0,827-?‘5‘,71) 0,083 (0,74317-12,85) 0,121

HR, cociente de riesgo; IC, intervalo de confianza; AGV, arteriosclerosis de gran vaso; LPC,
lisofosfatidilcolina.
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Figura 15. La inclusion de un compuesto no identificado “X” (masa 734,267, tiempo de retencion:
11,66) a la escala ABCD2 y AGV a la curva ROC conduce a un aumento en la potencia de prediccion de
RI temprana (Area: ABCD2 = 0,623, p=0,12; ABCD2+AGV = 0,670, p=0,032; ACBD2 + AGV + X =
0,712, p=0,008.
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5.7. Metabolomica y difusion positiva

En la segunda parte del estudio, que implico relacionar el abordaje metabolémico a los
hallazgos de la secuencia de DF de la RM, se excluyeron los pacientes que presentaban
contraindicaciones para la realizacion de este estudio de neuroimagen. Tras la exclusion
de 12 pacientes (2 de la primera cohorte y 10 de la segunda), se estudiaron un total de
281 pacientes: 129 de la primera cohorte y 152 de la segunda (Figura 4). El analisis de
los pacientes sometidos a la RM no identifico diferencias estadisticamente significativas
entre las dos cohortes, ni en lo referente a los FR vascular, ni a las caracteristicas
clinicas, ni a los datos de la neuroimagen (Tabla 14). Por lo que respecta a los
tratamientos basales, destacar que la tendencia a una mayor frecuencia de
anticoagulacion en la primera cohorte, devino significativa tras excluir a los pacientes

que presentaban alguna contraindicacion para la realizacion de la RM.

Se identificaron alteraciones en la DF en 115 pacientes (40,9%). El patréon de lesion
fragmentada en un Unico territorio vascular (FUT) resulté el mas frecuente, puesto que
se visualizé en 41 pacientes (37,7%). La tabla 15 recoge los FR, las caracteristicas
clinicas y los subtipos etiologicos en funcion de los patrones de DF. Por lo que respecta
a las caracteristicas clinicas, los pacientes que contaban con alteraciones en la DF en
distintos territorios vasculares fueron mayores que los pacientes con los otros patrones
de DF. En cuanto a los factores de riesgo vascular, la hipercolesterolemia mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos patrones de DF, siendo los
mas frecuentes el de lesion cortical unica (40,9%) y FUT (38,6%). La paresia se hallo
mas frecuentemente relacionada con los patrones de lesion subcortical y de maultiples
territorios vasculares. La etiologia AGV resultd la més frecuente en el patron FUT
(39%). Por lo que respecta al estudio de los volumenes de las lesiones, el volumen
medio de la lesion isquémica aguda fue de 0,33 cm’® (0,15-1,90). Si bien no se
obtuvieron unas diferencias significativas, los patrones FUT y multiples territorios

mostraron un mayor volumen lesional (Tabla 15).
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Tabla 14. Factores de riesgo, caracteristicas clinicas y de neuroimagen.

Cohorte1 Cohorte 2 Total

Variables (m=129)  (n=152)  (n=281)
Edad, media (SD) 71,1 (10,4 71,8(11,2) 71,5(10,8) 0,623
S Sexo masculino 83 (64,3) 91 (59,9) 174 (61,9) 0,442
3 Antecedente de ictus 28 21,7) 34 (22,5) 62 (22,1) 0,894
g ks HTA 89 (69,0) 102 (67,1) 191 (68,0) 0,735
> § Enfermedad coronaria 17 (13,2) 20 (13,2) 37 (13,2) 0,996
g g DM 40 (31,0) 44 (28,9) 84 (29,9) 0,707
9 Habito tabaquico 18 (14,0) 18 (11,8) 36 (12,8) 0,598
= Hipercolesterolemia 49 (38,0) 59 (38,8) 108 (38,4) 0,886
Antecedente de FA 17 (13,2) 15(9,9) 32 (11,4) 0,384
AAS 30 (23,3) 36 (23,8) 66 (23,0) 0,908
- B Clopidogrel 8 (6,2) 17 (11,3) 25(8,9) 0,139
é Tz Anticoagulacion 19 (14,7) 10 (6,6) 29 (10,4) 0,026
© Estatina 43 (33,60) 46 (30,5) 89 (31,9) 0,576
ISRA 64 (49,6) 71 (47,7) 135 (48,6) 0,744
Duracion 0,925
<10 minutos 12 (9,3) 16 (10,5) 28 (10,0)
10-59 minutos 49 (38,0) 56 (36,8) 105 (37,4)
é 1 hora 68 (52,7) 80 (52,6) 148 (52,7)
38 Cumulo de AIT 35(27,1) 33 (21,7) 68 (24,2) 0,290
2,5) Paresia 69 (53,5) 78 (51,3) 147 (52,3) 0,716
Sintomas sensitivos aislados 12 (9,3) 13 (8,6) 25 (8,9) 0,826
Trastorno del lenguaje 76 (58,9) 94 (62,3) 170 (60,7) 0,569
Vertebrobasilar 10 (7,8) 12 (7,9) 22 (7,9) 0,952
. 5,2 5.1 5.1
ABCD?, mediana (RIQ) (4.0-6.0) (4.0-6.0) (4.0-6.0) 0,753
AGV 32 (24,8) 29 (19,2) 61 (21,8) 0,509
m Cardioembolismo 23 (17,8) 35(23,2) 58 (20,7)
« Enfermedad de pequefio vaso 28 21,7) 29 (19,2) 57 (20,4)
Etiologia indeterminada 46 (35,7) 58 (38,4) 104 (37,1)
o DF positiva 59 (45,7) 56 (36,8) 115(40,9) 0,145
° DF normal 70 (54,3) 93 (62,4) 163 (58,6)
2 FUT 18 (14,0)  23(154) 41(14,7) 0,485
é o9 Multiples territorios 43,1 3(2,0) 72,5
5 R Lesion cortical tinica 18 (14,0) 16 (10,7) 34 (12,2) 0,147
g Lesion subcortical 19 (14,7) 14 (9,4) 33(1L9)
S Volumen de la lesion, media (SD) >0 0,33 0,33 0,987

(0,15-1,91)  (0,15-2,45) (0,15-1,90)

HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus; FA, fibrilacion auricular; Ttos, tratamientos; AAS,
acido acetilsalicilico; ISRA, Inhibidor del sistema renina-angiotensina; SE, subtipos etiologicos; AGV,
arteriosclerosis de gran vaso; SD, desviacion estandar; RIQ, rango intercuartil DF, secuencia potenciada
en difusion; FUT, lesion fragmentada en un territorio vascular.
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Tabla 15. Factores de riesgo y caracteristicas clinicas en funcion de los patrones de difusion.

Variable Total nolr)‘lFl‘lal FUT MT LCU LS p
m=281) (n=41) (n=7) (n=34) (n=33)
Edad, media (SD) 71,5(10,8) 73,4(9,9) 69,2(11,3) 74,1(5,5) 68,8 (13,8) 67,2(10,2) 0,005
2 Sexo masculino 174 (61,9) 95 (57,2) 32 (78,0) 5(71,4) 20 (58,8) 22 (66,7) 0,165
@ Antecedente de ictus 62 (22,1) 42 (25,3) 8 (19,5) 2 (28,6) 7 (20,6) 309, 0,340
5 & HTA 191 (68,0) 118 (71,1) 27 (65,9) 4 (57,1) 20 (58,8) 22 (66,7) 0,687
e § Enfermedad coronaria 37 (13,2) 23 (13,9) 6 (14,6) 1(14,3) 6 (17,6) 1(3,0) 0,448
S DM 84 (29,9) 58 (34,9) 7 (17,1) 1 (14,3) 9 (26,5) 9(27,3) 0,175
9 Hébito tabaquico 36 (12,8) 13 (7,8) 8 (19,5) 0 (0) 7 (20,6) 8 (24,2) 0,020
= Hipercolesterolemia 108 (38,4) 64 (38,6) 17 (41,5) 5(71,4) 18 (52,9) 4 (12,1) 0,003
Antecedente de FA 32(1L4)  20(123)  9(22,0) 1(14,3) 1(2,9) 13,0) 0,054
Cuamulo de AIT 68 (24,2) 31 (19,0) 13 (31,7) 3(42,9) 9 (26,5) 10 (30,3) 0,216
§ Trastorno del lenguaje 170 (60,7) 103 (63,6) 20 (48,8) 3(42,9) 19 (55,9) 22 (66,7) 0,317
‘£ Paresia 147 (52,3) 68 (41,0) 27 (65,9) 5(71,4) 21 (61,8) 26 (78,8) <0,001
E SSA 25(8,9) 20 (12,0) 1(2,4) 1 (14,3) 0 (0) 309, 0,096
8 _Vertebrobasilar 22 (7,9) 11 (6,7) 4 (9,8) 1 (14,3) 3(8,6) 309, 0,867
ﬁé Sindrome lacunar 105 (37,5) 61 (36,6) 15 (36,6) 0 (0) 9 (25,7) 20 (62,5) 0,007
£ Duracién (n=272) 0,087
£ <10 min 28 (10,0) 22 (13,3) 3(7,3) 1(14,3) 0 (0) 2 (6,1)
O 10-59 min 105 (37,4) 58 (34,9) 16 (39,0) 2 (28,6) 20 (58,8) 9(27,3)
1 hora 148 (52,7) 86(51,8) 22(53,7) 4 (57.1) 14 (41,2) 22 (66,7)
AGV 61 (21,8) 30 (18,1) 16 (39,0) 2 (28,6) 11(32,4) 2 (6,1) <0,001
2 § Cardioembolismo 58 (20,7) 34 (20,5) 13 (31,7) 2 (28,6) 7 (20,6) 2 (6,1)
2.9
£3 ggcfﬁgf?g‘iz‘lfe 57(204)  33(199)  0(0) 0(0) 0(0) 29 (87.9)
3 Etiologia
indeterminada 99 (35,2) 68 (41,0) 12 (29,3) 3(42,9) 16 (47,1) 0 (0)
Volumen de la lesion en DF, 0,33 0,67 0,49 0,27 0,23 0.079
media (SD) (0,15-1,90) (0,28-2,99)  (0,04-1,19) (0,07-7,17) (0,17-0,68)

DF, secuencia potenciada en difusion; FUT, lesion fragmentada en un territorio vascular; MT, multiples territorios; LCU,
lesion cortical unica; LS, lesion subcortical; SD, desviacion estandar; HTA, hipertension arterial; DM, diabetes mellitus;

FA, fibrilacion auricular; SSA, sintomas sensitivos aislados; AGV, arteriosclerosis de gran vaso.
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5. Resultados 5.7. Metabolomica y difusion positiva

El 40,9% de los pacientes incluidos en el estudio (45,7% de la primera cohorte y 36,8%
de la segunda cohorte) presentaron una DF positiva. El hallazgo de una DF positiva no
alcanz6 una relacion estadisiticamente significativa en cuanto a la RI. Los resultados del
procesamiento metabolémico pusieron de manifiesto que la DF positiva presenta un

perfil metabolomico que permite su distincion (Figura 16).

Tabla 16. Caracteristicas clinicas en funcion de la difusion.

Variables Total DF normal DF positiva p
(n=281) (n=166) (n=115)
Factores de riesgo vascular
Edad, media (SD) 71,5 (10,8) 73,4 (9,9) 68.8 (11,5) <0,001
Sexo masculino 174 (61,9) 95 (57,2) 79 (68,7) 0,052
HTA 191 (68.0) 118 (71,1) 73 (63,5) 0,179
Antecedente de ictus 62 (22,1) 42 (25,3) 20 (17,4) 0,116
Diabetes mellitus 84 (29,9) 58 (34,9) 26 (22,6) 0,026
Enfermedad coronaria 37 (13,2) 23 (13,9) 1(3,0) 0,448
Habito tabaquico 36 (12,8) 13 (7,8) 23 (20,0) 0,003
Hipercolesterolemia 108 (38,4) 64 (38,6) 44 (38,3) 0,960
Antecedente de FA 32(11,4) 20 (12,3) 12 (10,4) 0,675
Caracteristicas clinicas
Cumulo de AIT 68 (24,2) 31 (19,0) 37 (32,2) 0,042
Trastorno del lenguaje 170 (60,7) 103 (63,6) 67 (58,3) 0,148
Paresia 147 (52,3) 68 (41,0) 79 (68,7) <0,001
Sintomas sensitivos aislados 25 (8,9) 20 (12,0) 54,3) 0,026
Vertebrobasilar 22 (7,9) 11 (6,7) 11 (9,6) 0,375
Sindrome lacunar 105 (37,5) 61 (36,6) 20 (62,5) 0,007
Duracion (n=272)
<10 minutos 28 (10,0) 22 (13,3) 6 (5,2) 0,061
10-59 minutos 105 (37,4) 58 (34,9) 47 (40,8)
1 hora 148 (52,7) 86 (51,8) 62 (53,9)
ABCD?, mediana (RIQ) 5,1 (4,0-6,0) 5,0 (4.0-6,0) 5,1 (4,0-6,0) 0,990
Subtipos etiologicos
AGV 61 (21,8) 30 (18,1) 31 (27,0) 0,239
Cardioembolismo 58 (20,7) 34 (20,5) 24 (20,9)
Enfermedad de pequeiio vaso 57 (20,4) 33 (19,9) 24 (20,9)
Etiologia indeterminada 99 (35,2) 68 (41,0) 31 (26,9)

DF, secuencia potenciada en difusion; SD, desviacion estandar; HTA, hipertension arterial, FA,
fibrilacion auricular; RIQ, rango intercuartil; AGV, arteriosclerosis de gran vaso.
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5. Resultados 5.7. Metabolémica y difusion positiva

Cohorte 1 Cohorte 2

Ay

Figura 16. Diagrama de representacion de los perfiles metabolémicos relacionados con DF positiva.

Se constituyeron modelos graficos tras el PLS-DA que alcanzaron una elevada precision
tanto en la primera cohorte (0,62; R?=0,85) como en la segunda cohorte de validacion
(0,64; R?>=0,96) (Figura 17). Se analizo la capacidad de los metabolitos para justificar
las diferencias entre los grupos de DF positiva y DF negativa. Los resultados desvelaron
que diversos metabolitos pueden distinguir entre estos dos grupos como demuestran las

curvas ROC (Figura 18).

Cohorte 1 Cohorte 2
° fl.
= -0..;\? h W‘
. o0 ... s‘ : .. - . ° o
- o o.. ° - m.:. 'ﬂ'
S 4 = o
" el 3

Figura 17. Modelo grifico de PLS-DA que ilustra las diferencias en cuanto a la difusién. Los puntos
rojos identifican DF positiva y los puntos verdes DF negativa.
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Figura 18. Moléculas identificadas por técnicas de metabolémica que contribuyen a distinguir las
muestras en funcion de la difusién. Se muestran las curvas ROC de las moléculas que presentan un
mayor area bajo la curva, previo a la normalizacion y al autoescalado de estadisticos multivariantes.
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5. Resultados 5.7. Metabolomica y difusion positiva

El andlisis estadistico univariante hall6 que un total de 87 metabolitos de la primera
cohorte se constituian significativamente como elemento diferencial entre los pacientes
con una DF positiva y los pacientes con una DF normal (prueba t de Student, p entre
6,98¢-5 y 0,05) (Tabla suplementaria 7). La realizaciéon del mismo abordaje en la
segunda cohorte de validacion permitié la deteccion de un grupo de 379 moléculas que
mostrd caracteristicas significativamente diferenciales entre los dos grupos (prueba t de
Student, p entre 2,34e-5 y 0,05) (Tabla suplementaria 8). A partir de estos conjuntos de
metabolitos, se obtuvieron metabolitos comunes en las dos cohortes de pacientes (Tabla
17). A través de las bases de datos se logro identificar a distintos de estos compuestos:
creatinina, treoninil-treonina, N-acetil-glusosaminilamina, acido lisofosfatidico (LPA) y
una molécula relacionada con el colesterol. Los compuestos identificados mostraron
unas areas ROC entre 0,6 y 0,65, indicativo, por tanto, de su potencialidad como

biomarcadores de lesion isquémica aguda en la secuencia de DF.

Tabla 17. Metabolitos comunes en las dos cohortes que permiten diferenciar entre los pacientes con
difusion positiva y difusion negativa.

Cohorte 1 Cohorte 2
Metabolitos® TR b TR b
Masa (min) p Masa (min) p

LPA 0-20:0/5a-colestano-3 a,7
0,12 0,23 .25-pentol 452,34 5,98 0,011 452,34 6,21 0,001
Desconocido 1 218,01 0,29 0,028 218,01 0,21 0,007
Desconocido 2 220,11 9,13 0,006 220,11 9,13 0,08
Creatinina 113,06 0,38 0,050 113,06 0,38 0,012
Treoninil-treonina/N-acetil-b-
elucosaminilamina/DiHDPA 362,25 11,67 0,009 362,25 11,94 0,012
Desconocido 3 216,07 0,43 0,007 216,08 0,56 0,013
Desconocido 4 154,97 0,14 0,023 154,97 0,28 0,013
Desconocido 5 157,99 0,30 0,039 157,99 0,23 0,017
Desconocido 6 146,07 0,41 0,019 146,07 0,39 0,038

TR, tiempo de retencion; LPA, acido lisofosfatidico. * Identidades potenciales de acuerdo al tiempo de
retencion y a la masa exacta. Se muestran las identidades potenciales cuando no resulta posible atribuir
solamente una. ® Tras la prueba t de Student entre los pacientes con DF positiva y con DF negativa.
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5.8. Metabolomica y volumen de la lesion

5. Resultados . L.
isquémica aguda

5.8. Metabolomica y volumen de la lesion
isquémica aguda

La media de volumen de la lesion isquémica aguda resultdo de 0,33 (0,15-1,90) cm?
(Tabla 15). Si bien los diferentes patrones de DF no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al volumen, el patron de lesion FUT fue el que
obtuvo un volumen mayor (0,67 -0,28-2,99- cm?). En el analisis de la primera cohorte,
43 moléculas mostraron una correlacion significativa con el volumen de la lesion
isquémica aguda (prueba de correlacion de Pearson, valores de p entre 3,12e-07 y 0,05)
(Tabla suplementaria 9). En la segunda cohorte de validacion se hallaron 211 moléculas
(prueba de correlacion de Pearson, valores de p entre 1,31e-10 y 0,05) (Tabla
suplementaria 10). Siguiendo el procedimiento descrito de identificacion de los
metabolitos, se reconocieron a 7 metabolitos distintos, incluyendo LPC,

hipoxantina/treonato, y leucina (Tabla 18).

Tabla 18. Metabolitos que se correlacionan con el volumen de la lesion isquémica aguda.

Cohorte 1 Cohorte 2
Metabolitos M TR CC M TR CC
328 (min) de Pearson® P 33 (min)  dePearson® P
LPC (22:6) 567,33 10,72 0,20 0,06 567,33 10,89 0,29 0,00
Hipoxantina/Treonato 136,04 0,78 0,20 0,06 136,04 0,78 0,23 0,01
Desconocido 1 294,19 9,36 0,18 0,09 294,19 9,41 0,19 0,02
LPC (20:4)° 543,33 10,68 0,18 0,08 543,33 11,10 0,18 0,03
Desconocido 2 760,03 0,34 -0,21 0,05 760,02 0,33 -0,16 0,04
Isoleucina/Leucina/Norleucina 131,09 0,56 0,30 0,00 131,09 0,55 0,16 0,05
Desconocido 3 85,09 0,56 0,29 0,01 85,09 0,55 0,16 0,06

TR, tiempo de retencion; CC, coeficiente de correlacion; LPC, lisofosfatidilcolina. * Identidades potenciales de
acuerdo al tiempo de retencion y a la masa exacta. Se muestran las identidades potenciales cuando no resulta
posible atribuir solamente una. ® Correlacion del coeficiente con la isquemia. ¢ Se constaté una diferencia en el
TR entre las dos cohortes. No se encontrd ningin pico cercano al primer TR con una masa exacta ni
distribucion isotopica similares.
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5.9. Metabolomica y patrones de difusion

La distribucion de los patrones de neuroimagen no mostré diferencias significativas
entre las dos cohortes (Tabla 14). Con esta salvedad, el patron mas frecuente en el
conjunto de las dos cohortes fue el FUT (14,7%). Cabe destacar que los subtipos
etiologicos configuraron significativamente los distintos patrones de DF. La lesion
cortical Unica supuso el patron de neuroimagen mas frecuente de los pacientes
clasificados como de etiologia indeterminada. El patron de imagen mas frecuente en el
grupo AGV, como en el caso de la etiologia cardioembolica, fue el de FUT (39%). El
patréon de lesion subcortical resultd el mas frecuente entre los pacientes del grupo de
enfermedad de pequefio vaso (87,9%). El volumen de la lesion en DF no alcanzé
diferencias significativas ni entre las dos cohortes ni en funciéon de los patrones de
neuroimagen.

El perfil metabolémico de la primera cohorte permitid catalogar los patrones de DF
definidos. El modelo PLS-DA diferencié con una precision moderada a los pacientes
con un patron de lesion subcortical de aquellos que presentaban una lesion cortical
tnica (0,503; R?>=0,63) (Figura 19.A). El analisis de la segunda cohorte confirmé los
datos obtenidos en la primera cohorte con un mayor grado de precision (0,58; R*=0,92).
Ademas se identifico a los pacientes con una DF negativa (Figura 19.B). Estos
hallazgos fueron confirmados mediante un esquema en bosques aleatorios que clasifico

en ambas cohortes el patron subcortical con el menor margen de error (<0,05).
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Figura 19. Modelo grafico de PLS-DA que ilustra las diferencias en cuanto a los patrones de la DF

en la primeta cohorte (A) y en la segunda (B).
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5. Resultados 5.9. Metabolomica y patrones de difusion

El analisis univariante identificé a 81 moléculas de la primera cohorte que mostraban
una diferencia estadisticamente significativa para los patrones de la DF considerados (p
entre 3e-04 y 0,05) (Tabla suplementaria 11). La cifra de metabolitos estadisticamente
significativos aumentd hasta 285 en la segunda cohorte (p entre 5,94e-11 y 0,05) (Tabla
suplementaria 12). Tras comparar los resultados entre ambas cohortes, 8§ moléculas
resultaron comunes (Tabla 19). Nuevamente, se hallaron LPC, creatinina, asi como

otros metabolitos no identificados.
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Tabla 19. Metabolitos que determinan los patrones de DF.

Cohorte 1 Cohorte 2
Metabolito Masa TR p® LSD de Fischer® (n de pacientes) Masa TR p® LSD de Fischer® (n de pacientes)
(min) (min)
LPC (16:0/LPE (19:0) 49533 10,77 0,02 N (70)-LCU(8); FUTA8)-LCUA8) 14533 1578 000 LCU(16)— FUT (23); N (83)— FUT (23)
SC (19)— LCU (18)
Acido 2-Oxo-4- 148,02 9,69 0,04 N(70)—LCU (18); SC(19)—LCU (18) 14801 9,68 0,00 FUT (23)—LCU (16); FUT (23)— N (83)
metiltiobbutanoico ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
LCU (18) — MT (4); N (70) — LCU (18); B , B ,
Creatinina 113,06 0,38 0,00 SC (19) — LCU (18); N (70) — MT (4); 113,06 038 0,01 gg%g?FUFTU(;SB)’ N (83) - FUT (23);
FUT (18) - MT (4); SC (19) - MT (4)
Acido Piroglutdmico/N-
Acriloglicina/Acido LCU (18) — FUT (18); N (70) — FUT (18); ) , )
Pinroliahidroxicarboxilicor 12904 065 002 ¢ 0P b g 129,04 038 0,01 LCU (16)—FUT (23); N (83) — FUT (23)
4-Oxoprolina*

. N (70) - LCU (18); FUT (18)— LCU (18); N (83) — LCU (16); SC (14) — LCU (16); N
Desconocido 1 760,03 0,34 0,05 SC (19)— LCU (18) 760,02 0,33 0,02 (83) - FUT (23); SC (14) - FUT (23)
Desconocido 2 825,97 0,35 0,02 FUT (18) — N (70); SC (19) — N (70) 825,98 0,33 0,03 FUT (23) - LCU (16); FUT (23) - N (83)
Acido cicosatrienoico 30626 1217 0,05 LCU (8= N(70); LCU (18) =SB (19); 3066 1513 003 FUT (23)- LCU (16): FUT (23) = N (83)

FUT (18) — N (70); FUT (18) — SC (19)

TR, tiempo de retencion; LPC, lisofosfatidilcolina; LPE, lisofosfatidiletanolamina; DF, imagenes potenciadas en difusion; LSD de Fisher, método de la diferencia minima

significativa; N, normal; LCU, lesion cortical unica; FUT, lesion fragmentada en un territorio vascular; SC, lesion subcortical; MT, multiples territorios vasculares.

a

Identidades potenciales de acuerdo al tiempo de retencién y a la masa exacta. Se muestran las identidades potenciales cuando no resulta posible atribuir solamente una. ® Tras
ANOVA considerando los distintos patrones de DF. ¢ Analisis post-hoc mediante el método de la diferencia minima significativa de Fisher. Los grupos con diferencias
significativas estan separados por el signo ortografico punto y coma (;). Las diferencias idénticas encontradas en ambas cohortes se sefialan en negrita. ¢ Se constat6 una
diferencia en el TR entre las dos cohortes. No se encontré6 ningin pico cercano al primer TR con una masa exacta ni distribucion isotdpica similares.
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6. Discusion

La metabolomica facilita una instantdnea del metabolismo celular. De modo que
conlleva un mayor entendimiento de la fisiopatologia de la ECV y favorece la
oportunidad de identificar nuevos biomarcadores®*?’. El campo de los biomarcadores
adquiere una especial relevancia en el AIT cuyo diagnoéstico resulta complejo puesto
que, por un lado, sus sintomas y signos frecuentemente se habran resuelto antes de que
el paciente reciba la valoracion médica y, por otro lado, puede tener una presentacion
inespecifica?*®. La importancia del correcto diagndstico del AIT permite la implantacion
de unas adecuadas medidas terapéuticas de prevencién secundaria en vistas a evitar
recurrencias que puedan implicar secuelas permanentes!®?. Cabe destacar la
trascendencia del diagnostico de la AGV como fuente etiologica debido a sus
implicaciones pronosticas en las recurrencias*??, Hasta el momento actual, la mayoria de
biomarcadores tienen un significado clinico incierto®?*. De aqui subyace el interés de
plantear nuevos abordajes como los que ofrece la metabolomica. Las técnicas de
neuroimagen sustentan el apoyo diagnostico de las patologias del SNC. En este sentido,
la secuencia de DF de la RM constituye un importante predictor de recurrencia
temprana en forma de ictus isquémico*!. Uno de cada tres pacientes que han sufrido un
AIT presentan una lesion aguda en la secuencia de DF. Sin embargo, no todos los
pacientes que han sufrido un AIT disponen de un estudio con RM*. Por tanto, la
identificacion de biomarcadores relacionados con los hallazgos de la neuroimagen
resulta de gran interés. Las particularidad de la informacion obtenida de los perfiles
metabolémicos puede permitir la identificacion de biomarcadores que se relacionen con

los hallazgos de la neuroimagen.

Los datos obtenidos del presente trabajo de investigacion demuestran que el abordaje
metabolomico es factible y resulta de interés en el manejo del AIT desde el punto de
vista tanto del estudio etioldgico como del pronodstico. El haber centrado la atencion de
esta ciencia 6mica sobre el AIT representa un abordaje novedoso. Se han identificado
biomarcadores de prediccion de RI, de diagnoéstico de AGV y relacionados con las
lesiones de isquemia aguda en la secuencia de DF de la RM. Cabe destacar que la
obtencion de estos biomarcadores ha sido el fruto del andlisis de 2 cohortes

independientes de pacientes.

De la primera parte de la investigacion, centrada en el contexto clinico, se ha

determinado que un conjunto pequeiio de metabolitos discierne entre los grupos de
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pacientes en funcion de si han sufrido una RI o no, con una precision mayor del 60%.
Este resultado puede ser un estimulo para llevar a cabo proyectos futuros para mejorar
la precision e identificar los metabolitos y su rol fisiopatologico en la cascada de
eventos que suceden en la isquemia con el objetivo de lograr nuevas herramientas
diagnosticas, prondsticas y terapéuticas. Se han logrado identificar tres metabolitos que
se erigen como potenciales biomarcadores en las dos cohortes: LPC (16:0), LPC (20:4)

y LPC (22:6).

Los fosfolipidos forman parte de los lipidos del organismo. Estan compuestos por una
molécula de glicerol a la que se unen dos acidos grasos en las posiciones sn-1 y sn-2.
Existen dos tipos de fosfolipidos: los fosfoglicéridos y las esfingomielinas. Los
fosfoglicéridos son lipidos estructurales que constituyen los principales fosfolipidos de
las membranas biologicas. Los fosfoglicéridos estan constituidos por una molécula de
glicerol, dos acidos grasos y una cabeza polar. Precisamente, el alcohol del grupo de la
cabeza polar determina los subtipos*?**%, Por ejemplo, la fosfatidilcolina es resultado

de que el alcohol sea una colina (Figura 20).

R,CO

C
| | '
CH,LO—P—0 —l—CH‘.CH_\N(CH'\),

|

0~ Colina

Figura 20. Fosfatidilcolina (adaptado de *%).

Los lisofosfolipidos son el resultado de la hidrolisis selectiva de los acidos grasos de los
fosfolipidos en las posiciones sn-1 y sn-2 de la molécula del glicerol. Las fosfolipasas
Al y A2 son las enzimas encargadas de este proceso (Figura 21)**°. Cabe mencionar
que el aumento de la masa y actividad de la Lp-PLA; tras un AIT se ha asociado a

factor de peor prondstico??34%,
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Figura 21. Formacion de lisofosfolipidos (adaptado de *%).

Los lisofosfolipidos son necesarios para el mantenimiento de la homesotasis en muchos
procesos fisioldgicos, incluyendo los relacionados con la reproduccién, el desarrollo
vascular y el funcionamiento del sistema nervioso. La LPC es el lisofosfolipido mas
abundante. Ademads, constituyen el mayor componente fosfolipidico de las LDL
oxidadas. En el plasma se pueden identificar diversas moléculas de LPC con distintas
cadenas acilo, como palmitoil (16:0), araquidonil (20:4), o docosahexanoil (22:6). La
modulacion de las acciones de las LPC se lleva a cabo a través de la interaccion con los
receptores transmembraba acoplados a proteinas G. La LPC esta involucrada en la
modulacion de las funciones de la célula T y la inmunidad. En este sentido, la LPC
puede desencadenar la liberacion de IL-1P y potenciar la expresion de IFN-y y del
factor de crecimiento transformante-f1. También se han relacionado con la produccion
de ROS y de protaglandina I,. Las LPC, a través de su relacion con LDL han sido

vinculadas con la arteriosclerosis*?’.

Unos niveles bajos de LPC (16:0) se establecen como potencial predictor de RI,
especialmente en las recurrencias tempranas. Este marcado criterio temporal puede
orientar a la existencia de un mismo mecanismo etiopatogénico entre el caso indice y la
recurrencia temprana, como en el caso de una patologia arterial significativa*s.
Mannheim y colaboradores determinaron que las placas de la arteria cardtida

sintomaticas, es decir, aquellas que han sido relacionadas con un episodio isquémico

177



6. Discusion

cerebral, estaban caracterizadas por un incremento en los niveles de Lp-PLA> y de LPC
(16:0) medidos en las propias placas obtenidas tras procedimientos quirargicos*?’.
Estudios realizados en ratas han puesto de manifiesto que los niveles de LPC (16:0)
experimentan un incremento a nivel cerebral como respuesta a la isquemia, donde
desencadenan una respuesta lipidica que conlleva el reclutamiento fagocitario
(microglia activada, astroglia, macrofagos)*®3#%43! Todo ello, puede contribuir al dafio
isquémico cerebral**2. A priori estos resultados pueden parecer contradictorios a los
obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, es preciso considerar que los niveles
elevados de LPC (16:0) de la placa de la arteria cardtida estan relacionados con el
incremento de Lp-PLA; tanto a nivel plasmatico como de la placa. No acontece del
mismo modo con los niveles plasmaticos de LPC (16:0)**3. Ademas, en este estudio
tampoco se ha evaluado la produccion cerebral de LPC 16:0. Diversas publicaciones
avalan el papel protector de LPC (16:0) a distintos niveles. A nivel plasmatico LPC
(16:0) inhibe la actividad Lp-PLA> y, de este modo anula su actividad
neuroinflamatoria®**4*°, Se ha sefialado que las LPC protegen las regiones cerebrales
vulnerables frente al dafio isquémico a través de un papel neuroprotector y de induccion
de una tolerancia isquémica sostenida. Se ha sugerido que esta funcién es llevada a cabo
mediante la activacion de los canales de K" TREK. Estos canales de K* sensibles a ATP
han sido descritos como potentes neuroprotectores contra la isquemia**®. Dentro de esta
familia de canales, la apertura de TREK-1 estd mediada por acidos grasos
poliinsaturados y por LPC*’. Finalmente, LPC (16:0) induce la angiogénesis a través de
la induccion de la produccion del ion superdxido en las células endoteliales**8. En este
proceso de angiogénesis participa VEGF*°. En consecuencia a lo expuesto, unos
niveles disminuidos de LPC 16:0 pueden ser indicativos de una RI temprana. Se
observé que a adicion de LPC (16:0) al modelo ABCD? + AGV no generd una mejoria
significativa ni en la prueba NRI ni en la prueba IDI. Este resultado sugiere que la
informacion aportada por LPC (16:0) estd bioldégicamente relacionada con factores

clinicos implicitos a la escala ABCD? + AGV.

Mediante la metodologia de curvas ROC sobre aquellos metabolitos presentes en mas
del 70% de las muestras del grupo RI y del grupo no RI de las dos cohortes, sobresalid
la LPC (20:4), reforzando la implicacion de las LPC en las RI. Este hallazgo estd en
linea con los obtenidos en estudios recientes que han identificado niveles plasmatico

disminuidos de LPC formados por acidos grasos de 20 carbonos de longitud en modelos
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experimentales de isquemia**®. Esta molécula se ha relacionado con un papel
antiinflamatorio que puede estar modulado a través de la inhibicion de la formacion de
leucotrienos y citoquinas, y a través de la potenciacion de lipoxina A*!. De la accion
antiinflamatoria subyace la importancia de los mecanismos de inflamacion en la RI o en
la tolerancia isquémica. Las LPC pueden aumentar la precision prondstica de las escalas
clinicas o de la AGV, pudiendo adquirir un papel mas relevante a la hora de tomar
decisiones sobre el manejo terapéutico de estos pacientes. Otros biomarcadores, como
Lp-PLA>, han mostrado unas acciones similares?®®. Como se ha descritos en los
resultados, LPC (20:4) ha mostrado la capacidad de mejorar la prediccion de la escala
prondstica combinada ABCD? y AGV. Este hecho incrementa en gran medida el interés

por este biomarcador.

La AGV tiene una importancia capital como predictor de RI**. De esta constatacion
surge el interés de su estudio. En este sentido, los resultados avalan a la LPC (22:6)
como potencial biomarcador de AGV, puesto que se demostré6 un aumento en sus
niveles plasmaticos en las 2 cohortes de pacientes. Este hallazgo pone de relieve que la
LPC (22:6) interfiere en la formacién o en la estabilidad de la placa arteriosclerotica.
Hasta el momento actual, no hay constancia de la descripcion del papel de LPC (22:6)
en el fendmeno de arteriosclerosis. Como se ha mencionado previamente, las LPC
contienen dos grupos acilo, sn-1 y sn-2. Predominantemente, los acilos sn-2 son
poliinsaturados*??. Se ha descrito que el transportador Mfsd2a de la BHE transporta
especificamente LPC-DHA***, El DHA es un 4cido graso poliinsaturado. Se ha descrito
que DHA (22:6) desarrolla una accion vasculoprotectora mediante el descenso de la
produccion de mediadores inflamatorios, el aumento de metabolitos antiinflamatorios,
asi como el descenso del estrés oxidativo y de la produccion de ON**, Por tanto, se
puede sugerir que los niveles elevados de LPC (22:6) en la AGV pueden ser un
indicador de respuesta reactiva a la inflamacion asociada al desarrollo de la placa de

ateroma.

El estudio de las vias metabolicas también ha centrado el interés de esta investigacion.
Se identificaron varias vias comunes tras el andlisis de los patrones temporales de RI.
Entre ellas destacan las vias relacionadas con el transporte-SLC. SLC comprende una
extensa familia de transportadores de membrana responsable del transporte de

diferentes metabolitos, como iones inorganicos, aminoacidos, neurotransmisores, y
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azcar*?, El hecho que la afectacion de estas vias de transporte siga un patron temporal
en las dos cohortes puede ser indicativo de diferencias en cuanto a la afectacion de la
BHE durante el AIT. Esta establecido que la isquemia puede contribuir a la disfuncion
de la BHE*®, Por otro lado, la isquemia da lugar a modificaciones de la permeabilidad
microvascular**’. Estas disfunciones podrian dar lugar a un traspaso de metabolitos

entre el SNC y el plasma.

Tabla 20. Biomarcadores relacionados con el contexto clinico.

Metabolito Cambio Funcion Razonamiento

LPC (16:0) D Predictor de RI Relacionado con procesos de angiogénesis y de
neuroprotecion

LPC (20:4) D Predictor de RI Papel antiinflamatorio a través de la modulacion de
leucotrienos, citoquinas y lipoxina A

LPC (22:6) A Marcador de AGV  Indicador de respuesta a la inflamacion asociada al

desarrolla de la placa de ateroma

LPC, lisofosfatidilcolina; D, descenso; A, ascenso; RI, recurrencia en forma de ictus isquémico; AGV,
arteriosclerosis de gran vaso.

La segunda parte de la investigacion se ha centrado en la relacion entre los perfiles
metabolomicos y la neuroimagen, concretamente, en los hallazgos de la secuencia de
DF de la RM cerebral. En esta investigacion la DF positiva no mostré una relacion
significativa con la RI, a diferencia de otros estudios*’. En su justificacion se ha
apuntado a la mejoria significativa del manejo de los sujetos con AIT, que ha cambiado
la historia natural de la enfermedad'®®. Ademads, una publicacion previa de nuestro
grupo de investigacion reveld que resulta mas importante el patron de lesion isquémica
aguda que su mera presencia o ausencia*’. Si bien otros grupos de investigacion han
aplicado el abordaje metabolomico al estudio de la neuroimagen en otras enfermedades
del SNC, como esclerosis multiple*®, enfermedad de Alzheimer**® o enfermedad de
Parkinson*’, nuevamente no hay constancia en el momento actual que se hayan
realizado investigaciones similares en al ambito del AIT. El analisis de los resultados
muestra que el estudio metabolomicos clasifica a los pacientes que han sufrido un AIT
en funcion de si presentan una DF positiva con una precision mayor del 60%. De modo
que esta investigacion puede incitar a nuevos estudios que avalen el abordaje
metabolomico en los casos de disponibilidad limitada de la RM. Maxime, tras haber
identificado, también, perfiles metaboldémicos especificos en relacion al volumen de la

lesion y a patrones de la lesion isquémica aguda.
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Bivard y colaboradores evaluaron mediante técnicas de espectroscopia de la RM a
pacientes que habian sufrido un ictus isquémico que habia sido tratado mediante
fibrinolisis endovenosa*’!. Constataron que los pacientes que habian desarrollado una
hiperperfusion tras el tratamiento presentaban un mejor pronostico a los 3 meses. Con la
técnica de neuroimagen expuesta, identificaron que los pacientes con hiperperfusion
mostraron un incremento significativo de glutamato, N-acetilaspartato y lactato. Este
resultado se relaciond con el mayor grado de actividad metabdlica que puede potenciar
la ulterior neuroplasticidad. En el presente estudio, se lograron identificar distintos
metabolitos comunes en las dos cohortes, que alcanzaron la significacion estadistica, y
que permiten discriminar a los pacientes con una DF positiva: creatinina, N-
acetilglucosaminilamina y LPA, entre otros. La creatinina ha sido descrita como un
marcador de arteriopatia hipertensiva, con su consiguiente relacion como FR

vascular®?.

Por otro lado, el deterioro de la funciéon renal ha sido asociada a la
enfermedad de pequefio vaso cerebral sobre todo en pacientes menores de 60 afios. En
los mayores de 60 afios esta relacion queda atenuada tras el ajuste para los FR, como
HTA%3. La N-acetilglucosaminilamina, relacionada estructuralmente con N-
acetilglucosamina, y otras moléculas similares modulan la respuesta inmune cuando se
expresan en la membrana endotelial**. Este hallazgo puede estar vinculado a los
cambios en la expresion y a la division de los componentes de las glicoproteinas,
asumiendo las acciones de la microglia y de los neutréfilos activados como respuesta a

la isquemia cerebral®>.

Las situaciones de estrés patologico afectan a la dindmica
mitocondrial a través de modificaciones translacionales. La glicosilacion de la
acetilglucosamina es una de las dianas de estos cambios cuyo objetivo es el de adaptar
el metabolismo bioenergético celular a las demandas energéticas del nuevo entorno
resultado del contexto de estrés*S. Los resultados también han arrojado a LPA como
biomarcador de DF positiva. LPA es una molécula de sefializacion extracelular
implicada, entre otros, en los procesos fisiopatologicos que acontecen tras el daio
isquémico cerebral, como la activacion de la via de muerte neuronal*’. LPA surge de la
digestion enzimatica de LPC y lisofosfatidilinositol*?’. También se ha enlazado el LPA
con la generacion del dolor neuropético central tras la isquemia cerebral. Este proceso
estd mediado por el receptor LPA;*8. En la bibliografia, se encuentran trabajos que
abogan por el aumento de los niveles plasmaticos del LPA en los pacientes que han

sufrido una isquemia cerebral®>®. En este sentido, las plaquetas activadas y la placa de

ateroma son fuentes conocidas de LPA*°. Zhou y colaboradores observaron que las
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concentraciones de MMP-9 y de LPA eran significativamente mas elevadas en las
placas de ateroma inestables de la ACI*!. Sin embargo, el presente trabajo de
investigacion ha identificado que el hallazgo de una DF positiva estd condicionado a
unos niveles bajos del LPA. En este sentido, algunas moléculas pertenecientes a la
familia del LPA, como 1-palmitoil-LPA (16:0), oleoil-LPA (18:1), intervienen en la

regulacion proangiogénica®t?

. Por consiguiente, unos niveles disminuidos pueden estar
asociados a una menor capacidad para resistir la apoptosis inducida por al hipoxia*®.
Considerando que los pacientes incluidos en el estudio sufrieron un AIT, implicando
por ello la recuperacion de su sintomatologia, puede resultar complejo explicar si haber
identificado unos niveles disminuidos corresponde a una caracteristica protectora,
debido a su demostrada actividad trombogénica, o todo lo contrario, dada su actividad
angiogénica. Se puede tener en consideracion que LPA actia sobre distintos receptores
y que en la funcion del LPA adquiere un relevante papel su cadena lateral*®.

Especificamente, se identifico a LPA (0-20:0).

De un modo significativo, el abordaje metabolomico mostré una correlacién con el
volumen de la lesion isquémica. Los metabolitos LPC (22:6) y LPC (20:4), comentados
respectivamente como biomarcadores de AGV y de RI, reflejaron una relacion directa
con el volumen de la isquemia. En consecuencia, se pueden sugerir los vinculos que se
establecen con la AGV. El patron de lesién isquémica aguda mas frecuentemente
asociado a AGV fue el FUT, que mostrd el mayor volumen lesional aunque sin alcanzar
una diferencia significativa con el resto de patrones. La leucina corresponde a otro
metabolito relacionado significativamente con el volumen de la lesion. La leucina ha
sido nombrada en estudios previos que han aplicado el abordaje metabolomico a
pacientes con ictus isquémico®®®. La leucina es un aminoacido que, junto a otros,
interviene en la regulacion de diferentes funciones celulares encargadas del
mantenimiento, crecimiento y reparacion de la funcion cerebral. La leucina estd
involucrada en la via fundamental del ciclo del acido tricarboxilico o de Krebs*®4,
Finalmente, la hipoxantina también se identific6 en este apartado. En un modelo animal
de ratas sometidas a isquemia cerebral con el fin de realizar su andlisis bajo la
perspectiva metaboldémica, también se identificé una disminucion de la hipoxantina,
echo que se relacion6 con el catabolismo del ATP?%*. También fue identificada en una

serie pacientes que sufrié un ictus isquémico®®.

182



6. Discusion

En cuanto al estudio de los patrones de neuroimagen mediante el abordaje
metabolomico, el modeld6 PLS-DA alcanz6 el mayor grado de precision (entre el 50-
58% en las dos cohortes) para distinguir el patron de lesion subcortical. Por lo que
respecta a los potenciales biomarcadores, en las dos cohortes se identificé de nuevo a
LPC (16:0), identificado previamente como potencial biomarcador de RI. Este
biomarcador se mostré vinculado a los patrones de lesion cortical tinica y FUT. A su
vez, dichos patrones estuvieron sobrerrepresentados en el subgrupo etioldgico de AGV,
que ha sido considerado como factor pronostico en la RI*?7, La creatinina constituye
otro potencial biomarcador del patron de lesion en la neuroimagen. Considerando la
avidez de la metabolomica en diferenciar el patrén subcortical, claramente representado
por el subgrupo etioldgico de enfermedad de pequefio vaso, cabe mencionar de nuevo la
relacion de la creatinina con la arteriopatia hipertensiva*?, situacion que interviene en el
desarrollo de microsangrados, ictus isquémicos lacunares subcorticales 'y
leucoaraiosis*®®. La oxoprolina se ha sugerido como potencial biomarcador, con la
salvedad que en su identificacion no se obtuvieron los mismos tiempos de retencion en
las dos cohortes. Su relacién con la ECV, podria ser a través de los transportadores de
glutamato localizados en la BHE*’. Finalmente, el acido eicosatrienoico mostro una
tendencia a la significacion estadistica en los patrones de la neuromagen puesto que el
valor de la p resulté de 0,05 en la primera cohorte y de 0,03 en la segunda. Moléculas
relacionadas con éste, que surgen de la catalizacion del AA a través de la citocromo
P450 epoxigenasa, desarrollan una accion neuroprotectora a través de la mediacion del
crecimiento y la apoptosis de las células musculares lisas vasculares cerebrales en

condiciones de isquemia*®s.
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Limitaciones

Como no podia ser de otra manera, un estudio de estas caracteristicas no podia estar
exento de limitaciones. Entre la poblacion estudiada se obtuvo una muestra
relativamente pequefia de RI. Otra limitacion es comin a todos los estudios que
incluyeron sujetos con AIT. El AIT conlleva de forma inherente una dificultad
diagndstica importante puesto que, en la mayoria de los casos, la clinica se habra
resuelto antes de que el individuo haya sido evaluado. La heterogeneidad de nuestras
cohortes en cuanto a edad, sexo, subgrupos etiologicos, y tratamientos dificulta la
identificacion de biomarcadores mediante técnicas de metabolomica. El metaboloma,
incluso entre pacientes sanos de caracteristicas fenotipicas similares, presenta una

469471~ Ademas, las muestras fueron

variabilidad considerable a través del tiempo
extraidas sin poder controlar las ingestas previas. Es conocido que la dieta influye en los
niveles de metabolitos plasmaticos*?®. Sin embargo, el uso de dos cohortes ha permitido
reforzar la robustez de los datos obtenidos*’2. Otra limitacion es la representada por el
hecho de que no se ha podido identificar un porcentaje importante de metabolitos de
interés. Esta es una circunstancia comun a este tipo de investigaciones*’?. No obstante,
la aplicacion de un abordaje ortogonal, el uso del tiempo de retenciéon en sistema
cromatograficos reproducibles, masa exacta y patrones de isdtopos pueden ayudar a
superar este inconveniente y permitir la identificacion de biomarcadores potenciales®>°.
En la actualidad, el analisis metabolomico, mas alla de las dificultades técnicas
mencionadas, conlleva un no menos importante uso de recursos economicos, de

personal y de tiempo que dificulta su aplicabilidad inmediata en la practica clinica

habitual.

La metabolomica representa un abordaje util para la obtenciéon de perfiles de
metabolitos que vinculan el AIT con la RI, el patron temporal de la RI, la AGV vy las
caracteristicas de la neuroimagen, focalizadas en la secuencia de DF de la RM cerebral.
En definitiva, ofrece un camino para la obtencion de biomarcadores que faciliten el

manejo de los pacientes que han sufrido un AIT.
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1. La metabolomica es un abordaje factible y de utilidad para la identificaciéon de
biomarcadores de interés en el diagnostico y prondstico de individuos que han

sufrido un AIT.

2. Los pacientes diagnosticados de AIT que sufrieron una RI tienen un perfil
metabolomico especifico. La LPC (16:0) y la LPC (20:4) han sido identificadas como

potenciales biomarcadores de RI, especialmente de las recurrencias tempranas.

3. Los perfiles metabolémicos muestran una elevada precisiéon en separar a los
pacientes que sufrieron una RI temprana de una RI tardia. Existen varias vias
metabodlicas comunes implicadas en el patron temporal de la RI, entre las que es

precisado destacar el transporte-SLC.

4. Los perfiles metabolémicos ofrecen una elevada precision en predecir la
presencia de AGV. La LPC (22:6) se ha erigido como un potencial biomarcador de

esta etiologia.

5. Los pacientes con una DF positiva exhiben una perfil metabolémico especifico.
La creatinina, N-acetilglucosamina, el LPA (0-20:0) han sido identificados como
metabolitos implicados en la distincion de los pacientes en funcién de la presencia

de lesiones isquémicas agudas en la secuencia de DF de la RM.

6. Un conjunto de metabolitos, entre los que se incluyen LPC (22:6) y LPC (20:4),

han mostrado una relacion directa significativa con el volumen de la isquemia.

7. La metabolémica permite identificar biomarcadores relacionados con los

patrones de lesion isquémica aguda de la secuencia de DF de la RM.
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9.3. Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 1. Metabolitos diferenciales (p<0,05) entre los grupos RI y no RI de la primera
cohorte.

Mass Retention Time p-value regulation (SR vs. Non SR) Fold change
232.9766 0.14 0.03876901 up 16.387247
650.0031 0.31 0.02316765 down -4.102207
517.9501 0.31 0.02725453 down -4.0903864
785.9577 0.33 0.01700586 up 14493217

388.038 0.37 0.04192693 down -10.610966
202.0511 0.38 0.04756955 down -4.754436
345.0026 0.47 0.03053171 up 11.514822
136.0386 0.79 0.02399175 down -4.094576
218.1677 5.95 0.02729409 down -1.7543602

248.106 6.62 0.03434657 down -4.509111
216.1159 6.84 0.03447417 down -10.267317
367.2147 7.51 0.010839 down -20.965994
200.1749 8.17 0.0135133 up 19.3356
3153133 9.07 0.04987197 up 5.6812353
278.1554 9.68 0.0019285 down -22.986109
274.2174 9.84 0.00245747 down -4.067033
240.1922 9.87 0.01999647 up 10.772711
467.3022 9.99 0.00139325 down -32.96528
270.2194 10.22 0.03514279 down -9.305706
493.3177 10.31 0.02421998 down -13.910165
517.3173 10.30 0.03131267 down -7.922801
541.3176 10.30 2.55E-04 down -11.650691
292.2014 10.26 0.0178858 up 11.391153
302.2279 10.82 0.02701304 down -15.059594
761.9747 10.91 0.03486734 down -11.8167925
495.3345 10.93 0.03634827 down -1.6489536
458.2452 10.91 0.03715977 down -10.842161
430.3084 10.94 0.03776617 up 10.872579
329.2719 11.07 0.01703978 down -8.139353
330.2778 11.35 0.00796523 down -2.2734299
345.2669 11.43 0.01566532 down -20.809391

500.367 11.54 0.03752512 down -10.214314
362.2467 11.68 0.01291994 down -9.919054
616.4511 11.97 0.00506217 down -23.343895
699.5458 11.99 0.01462784 down -14.217725
270.2504 12.21 0.01038687 up 14.516107
420.3183 12.46 0.03253291 down -10.1142025
548.4274 13.22 0.04796289 down -5.823688
1221.843 13.28 0.00952938 down -14.611949
683.1942 13.36 0.021716 down -1.766414
881.5139 13.37 0.04221213 up 8.05458
614.4892 13.40 0.04577104 up 4.431304
707.5053 13.42 0.03145449 down -1.6401191
635.5476 13.45 0.02171745 up 11.622121
817.5481 13.46 0.0262681 up 14.01759

1200.8251 13.49 0.01156363 up 16.610552
811.0445 13.53 0.00626077 up 15.814758
1158.8385 13.56 0.02327227 up 10.196046
637.5691 13.55 0.02331175 up 11.988791
793.0605 13.55 0.00495009 up 20.013979
841.0477 13.62 0.03221164 up 7.7984643
1187.3604 13.66 0.02899865 up 11.280402
820.6178 13.72 0.03352851 up 10.222881
799.6314 13.76 0.03786054 up 9.252918
649.6332 13.77 0.02592278 up 11.048938
813.6643 13.84 0.04196644 up 13.079204
727.6517 14.55 1.48E-06 down -51.683243
852.7166 15.00 0.04079213 down -9.0147085
571.9378 0.29 0.01928711 down -9.996094
863.4838 0.34 0.03125126 down -7.2069836
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1108.989 0.34 0.04477991 up 9.555175
1006.028 0.34 0.03184672 down -6.826359
414.2059 8.65 0.00915143 up 38.127636
278.1645 9.63 0.03959313 up 41.165047
436.1557 9.70 0.03335054 down -6.78488
390.2782 12.24 0.03557742 down -11.558917
444.3612 12.59 0.04518352 up 8.146555
568.3786 12.87 0.0039952 up 25.127165

1228.7994 13.45 0.0433569 up 7.551775
765.5688 13.48 0.02576385 down -11.507402
906.7645 15.50 0.0210844 down -7.8327174
545.3461 11.54 0.02918642 up 10.625042
818.0341 13.46 0.01205172 up 17.89577

1228.3535 13.62 0.00709312 up 15.514032
309.2048 9.65 0.01016424 up 12.284917

205.083 9.88 0.03267171 up 9.009867
804.0747 13.63 0.00315082 up 29.831608
795.061 13.64 0.04859669 up 8.4176035
145.967 14.06 0.02446526 up 12.746043
844.5306 13.45 0.01356027 up 10.033227
368.2131 7.52 0.00882898 up 14.19308
455.3758 12.40 0.04331416 up 9.398497
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Tabla Suplementaria 2. Vias de integracion de los cambios metabolémicos asociados a RL.

9.3. Tablas suplementarias

Via p Via p
Transporte de los acidos grasos 0,002 i?f )e ptores similares a Rodopsina (Clase 0,019
Regulacién de la secrecion de insulina ) geqatizacién desreguladora de GPCR 0,027
por acidos grasos unidos a GPR40

Regylgmon de la secrecion de insulina 0,002  Funcionalizacion de compuestos (Fase 1) 0,029
por écidos grasos libres

Biosintesis de acidos grasos 0,004  Ligando GPCR 0,02
Regulacion de la secrecion de insulina 0,005 Citocromo P450 0,030
Receptores de acidos grasos libres 0,006 Sefializacion mediante GPCR 0,033
Integracion del metabolismo energético 0,008  Funcionalizacion de compuestos (Fase 1) 0,040
Senalizacion G-alfa 0,012 Senal de transduccion 0,043
Via de sefalizacion Gastrina-CREB a .

través de PKC y MAPK 0,012 Transporte mediado transmembrana SLC 0,045
Moléculas relacionadas con el transporte 0.017

de vitaminas, nucledsidos
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Tabla suplementaria 3. Metabolitos diferenciales (p<0,05) segun el patrén de recurrencia.

Retention Fold change Regulation Fold change Regulation Regulation
Mass Time p-value ([1 year] vs [90 days]) (|1 year] vs [90 days]) ([lyear] vs [>1 year])  ([lyear]vs [>1 year]) (|90 days] vs [>1year]) (190 days] vs [>1year])
213.9809 0.1 0.03332996 9.24154 up -82.196434 down -759.6218 down
132.0919 0.3 0.00334169 1354.7067 _up 111.582146 up -12.14089 down
574.0186 0.3 0.02776064 485.0714 up 1113.5663 up 22956758 up
787.9711 0.3 0.02318486 32649127 up 78.10464 up -4.1801786 down
997.9991 0.3 0.04615991 65.44354 up -4.795181 down -313.8136  down
974.996 0.3 0.00590392 20214215 up 33.148502  up -60.980774 down
1079.4844 0.3 0.00448788 1.020888 up 169.48442  up 166.01665 up
1221.986 0.3 0.00491217 178.66957 up 1765.9597 up 9.883943 up
1170.0132 0.3 0.01818556 353.44934 up 93.2376 _up -3.7908452  down
971.9628 0.3 0.04442497 525.79956 up 26.672617 up -19.713085 down
559.0224 0.4 0.04348179 15047552 up 37331177 up 2.4808803 up
461.0361 0.4 0.01884867 765.2596 _up 164.1481 up -4.662007 down
534.0359 0.4 0.04803567 4.5735655 up 472.05264  up 103.213264 up
699.001 1 0.4 0.00144605 168.76076  up 168.76076  up -1 down
208.0834 0.9 0.00208194 797.5383 up 14723796 up -541.6664 down
164.1036 1.6 0.01270285 15.3948 up -64.351425  down -990.67737 down
200.0803 1.9 0.04628162 1.9290838 up -79.03786 down -152.47067 down
187.0638 2.0 0.0266615 397.02505 up 84.19214 up -4.715701 down
184.1217 24 0.03469322 901.95685 up 598.90564 up -1.5060083 down
162.1255 4.6 0.04196656 -2.2335439  down 219.7946 up 490.92108 up
431.274 4.7 0.04899789 -2.594648 down -329.05685 down -126.82135  down
399.2378 52 0.03131305 12159919  up -245.16394  down -298.11725  down
4843261 57 0.02956034 1.371322 up -215.1128 down -294.989  down
322.2246 6.0 0.0132671 13.607079 up -61.743504  down -840.14844  down
452.3385 6.1 0.04949943 119.01716 _up -6.155574 down -732.6189 down
313.2262 6.5 0.02158584 242.07153  up 1.2463279  up -194.2278 down
308.2211 6.5 1.46E-04 421.99686  up -9.528265 down -4020.895 down
248.1059 6.6 0.037517 1.8533356  up 13511156 up 72.90182 up
190.1563 6.8 0.00993051 77.18214 up -8.553854 down -660.2048  down
222.1255 6.8 0.02142375 272.07834  up 14512143 up -187.48323 down
594.3421 6.9 0.02459907 850.6579 up 637.59766 _up -1.3341613 down
238.1227 6.9 0.02450282 1.2263719  up 80.50918 up 65.64826 up
238.1233 7.0 0.02793613 10.644054  up -53.595432  down -570.47284 down
681.7631 7.5 0.02481206 69.24156 _up 219.03212  up 3.1633043  up
226.169 7.5 0.03017694 1.0325385 up 1.164475  up 1.1277786 up
680.2953 7.5 0.02020324 422.83875  up 101.7008 up -4.157675 down
7764711 7.5 0.00791775 1.0268807 up 1.2102461 up 1.1785654 up
227.2619 7.7 0.0361894 605.7071 _up 2538.0747 _up 4.190266 up
218.1661 7.7 0.01863636 11392712 up -1.221487 down -139.16049  down
446.1227 8.1 0.02529931 -1.0239655 down 70.19218 up 71.87435 up
194.0958 8.1 0.0240628 -3.3793838 down -3.7467482 down -1.1087074 down
278.0878 8.1 0.047905 1.1701391 up -1.4694029 down -1.7194058 down
287.2827 8.2 0.00392297 -1.1991619  down 2.1036916 up 2.5226667 up
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390.213 8.2 0.00815569 29.102226  up -41.742146  down -1214.7894 down
471.8123 8.4 0.03126109 -7.893057 down 49.363228 up 389.6269 up
238.1555 8.4 0.03537344 1.1758348 up -1.184651 down -1.3929538 down
487.2862 8.6 0.00121057 11.834017 up 47714214 up 403.1954 up
475.2389 8.6 0.01902893 44841676 up 810.83057 up 180.82076 up
489.2437 8.5 0.00482663 6.52057 up 2101.1152  up 322.2288 up
618.2786 8.6 0.04568508 28.81725 up 227.11049  up 7.88106 up
118.0771 8.6 0.01567665 17.77181 up 527375 up 296.74805  up

590.284 8.6 0.04878197 14.747359 up 710.3524 up 48.16809 up
512.1738 8.5 0.00996412 24346851  up 5158.4834 up 211.87476  up
414.2059 8.7 0.00571235 4.6110954  up 1265.2805 up 274.3991 up
414.2059 8.8 0.01942122 19.817753 up 1459.3337 _up 73.63772 _up
445.1371 8.9 0.00438993 -1.0534041 down 1.3523881 up 1.4246113  up

428.111 8.9 0.01521916 1.0193195 up 14027773 up 137619 up
427.8858 8.9 0.01392951 -1.0702027 down 1.0371677 _up 1.1099796 up

414.206 9.0 0.03904094 6.0420823 up 5004215 up 82.82271 up
160.0883 9.1 0.04753784 69.48752  up -1.2900575 down -89.6429 down
294.1857 9.4 0.02180543 1.5827209 up -1.1359705 down -1.7979242  down
348.0494 9.4 0.02295641 1152.4934  up 64.12957 up -17.971333  down
326.0719 9.4 0.02202035 -1.1636993  down -1.0179154  down 1.1432182  up
234.1619 9.4 0.02994488 12669412 up -1.0461748 down -1.3254418 down
148.0261 9.7 0.01868254 35.638084 up 23174.457 up 650.2723 up
376.1299 9.7 0.02313716 3.5798233 up 1049.1224  up 293.0654 up
278.1651 9.7 0.03395 7.3115535 up 6630.375 up 906.83514 up

56.0711 9.7 3.99E-05 20.513237 up 220029.78 up 10726.227 up

222.097 9.7 0.01415146 749.64764 up 189.48264 up -3.9562867 down
232.1924 9.7 2.74E-04 4.6462364 up 5670.028 up 1220.3485 up
334.1178 9.7 0.00660495 217.38264 up 2856.6323  up 13.141033  up
204.0811 9.7 4.37E-04 1.0007697 up 3.6628816 up 3.6600642  up
314.1907 9.8 0.0117658 39.264683 up 1168.7736  up 29.766535 up

204.08 9.8 0.02599135 14.678727 up -591.7833  down -8686.621 down
546.3533 11.1 0.0457237 117.84107 up -1.6741825 down -197.28748 down
479.3374 11.3 0.04170303 41.84067 up -6.2362814  down -260.9302  down
523.3644 114 0.03990023 12.399241 up 1135.0975  up 91.54574 up
330.2775 11.5 0.04731044 540.9529 up 387.9943 up -1.3942288 down
550.4275 11.6 0.04919672 3.8985338 up 376.26465 up 96.514404 up
256.2417 11.6 0.01072852 18.47755 up 3086.069 up 167.01721 _up
364.2513 11.8 0.008413 126.97893  up 1511.6923 up 11.905065 up
376.2662 12.0 0.00139897 160.88786 up 160.88786 up -1 down
560.4039 12.1 0.01143664 42.057007 up 1312.4047 up 31.205376 up
606.4865 12.1 0.02238281 -36.204693  down 5.7754807 up 209.09952  up
298.2786 12.1 0.02263157 8.11312 up 741.8691 up 91.44066 up
4553768 124 0.0030416 756.61896  up -1.1650757 down -881.5184 down
518.3965 124 0.01545452 129.21211  up 377.47565 up 2.921364 up
618.4821 125 0.0128065 19.851377 _up 1761.796 _up 88.749306 up
598.4546 12.8 0.04209208 181.60313  up 4.4752083  up -40.57982 down
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568.3786 129 0.01160803 143.2855 up 1.0411661 up -137.62021 down
676.5412 129 0.04865479 2.611027 up 178.2678 up 68.27498 up
369.2511 129 0.04722347 9.467358 up 1559.7526  up 164.7505 up
780.4931 13.0 0.0014597 296.10043  up 296.10043  up -1 down
4823719 13.0 5.54E-04 111.56212  up 15102.419  up 135.37228 up
430.3797 13.0 0.01792313 966.00696 up 3705.8796 up 3.8362863 up
726.5612 13.0 6.31E-04 89.31713 up 10336.736__up 115.73072  up
797.5566 129 0.04828218 -9.721094 down -932.95734 down -95.97242  down
510.3698 13.0 0.04118964 102.681305 up 815.29205 up 7.940024 up
643.4159 13.1 0.02278569 14015492 up 1.638645 up 1.169167 up
474.3744 13.1 0.0449237 12.9729 up -48.408146 down -627.9941 down
563.4375 13.1 0.00750606 95.55999 up 3881.5642  up 40.61915  up
834.4603 13.1 0.0467714 3.3765142  up 286.19873 up 84.76159 up
688.5531 13.1 0.02568223 286.1552  up 67.37264 _up -4.247351 down
818.519 13.1 1.53E-04 2783.1997 up 2432.3782  up -1.1442301  down
789.5252 132 0.03403078 105.353455 up 739.09076 up 7.0153446  up
1072.8229 13.1 0.01158992 42455563 up 1309.094  up 30.83445 up
428.3662 13.1 2.86E-04 371.8864 up 12144.096 up 32.655388 up
751.0218 13.1 0.02769296 136.14828 up 1257.5184 up 9.236385 up
400.2698 13.1 0.02764172 230.00098 up 615.16864 up 2.674636 up
428.3648 132 5.04E-05 998.3407 _up 9077.018 up 9.092102 up
500.3905 13.2 0.03816771 -7.121866 down 47161972 up 335.8813 up
793.5143 132 0.01330129 43431158 up 348.97375 up -1.2445394  down
570.3949 13.2 0.03971005 -1.2080995 down -1.1542352  down 1.0466666 up
753.5512 133 0.02591598 -1.632022  down 179.36018 up 292.71982  up
829.5506 133 0.04034312 8.864128 up 751.3225 up 84.75988 up
811.5151 132 0.0037323 48.277336 _up 3145276 up 65.15014  up
662.4861 133 0.02491854 126.32698  up 939.00964 up 7.433168 up
779.5461 13.3 0.03557391 26432749 up 2721.6753 up 102.966034  up
552.3713 133 0.02163416 170.33391 up 1.3539115  up -125.80876 down
725.5508 133 0.02167418 228.78516 up 61.840515 up -3.6996 down
775.5499 13.4 0.00467309 2863.077 _up 2018.6481 up -1.4183136  down
384.2686 134 0.01074329 3314.6506  up 26.898478 up -123.22819 down
787.0374 13.5 0.02589391 75.11092  up 248.11177 _up 3.3032713  up
857.5052 134 0.04487867 188.3583  up 15.5225 up -12.134534  down
12348186 134 0.00837795 94.13487 _up 958.52716 _up 10.1824875 up
1235.81 134 2.22E-04 33.17774 _up 9290.524 up 280.02277 up
1247.3037 134 0.00660502 28.805052  up 21733513 up 75.450386 up
1247.8029 134 0.01114227 43.849407 up 1349.2639  up 30.770403  up
1206.8237 134 0.037504 7.8578115 up 815.7556 _up 103.8146 up
1169.8339 135 0.00786014 66.88481 up 1846.9026  up 27.613184 up
1169.3326 135 0.02118736 78.374825 up 235.92126  up 3.0101666 up
1188.3041 135 0.01095461 495.01364  up 446.49457 _up -1.1086671 down
1192.3157 134 0.00626866 -3.7242718 down 402.27588 up 1498.1847 up
766.5725 135 0.01160314 900.6038 up 704.3091 up -1.2787055 down
1575.1145 134 0.00913274 57.43052  up 1726.9164 up 30.069664 up
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1173.8517 13.6 0.00687035 110.5838 up 1066.832  up 9.647272 up
1170.3282 135 0.00227637 1010.8731 up 8667.51 up 8.574279 up
1563.6173 135 0.00202664 4634.2544  up 320.82092  up -14.4449835 down
1180.824 13.5 0.03290914 239.90907 up 748.54095  up 3.1201031 up
1236.3164 135 0.01567514 349.48395 up 314.07758 up -1.1127313  down
1172.3333 135 0.00131664 1537.8566  up 37503818 up 24387083 up
1254.8066 135 0.00141744 200.1065 up 200.1065 up -1 down
1248.8119 135 0.02289667 -1.2543728  down 203.28908 up 255.0003 up
791.5708 13.5 0.02527743 1332.383  up 334.85574 up -3.978974 down
1226.8158 135 0.00140666 237.84392  up 237.84392  up -1 down
1213.8359 135 0.03636902 7.2418633 up 576.0483 up 79.544205 up
1244.8065 134 0.01131589 12.285921 up 1245.9055 up 101.40921 up
857.5545 13.6 0.02170692 1984.9572  up 419.67148 up -4.7297873 down
1181.3333 135 0.02674954 871.3416 up 201.5205 up -4.3238363 down
1206.3195 135 0.04601886 64.108734  up 846.89703 up 13.210321 up
1236.8081 135 0.02220671 81.18582 up 253.31671 up 3.1202092  up
1203.3407 135 0.00381249 309.96814 up 2665.6187 up 8.599655 up
717.5635 13.6 0.02562607 55.94681 up 169.55872  up 3.0307126 up
1226.824 13.6 0.00104239 355.86078 up 1081.0106 up 3.0377343  up
1210.3539 13.6 5.63E-07 12983.034  up 3571.7676 _up -3.6349049  down
1159.3333 135 0.02766548 60.85055 up 193.74597 _up 3.1839645 up
1172.8564 13.6 1.61E-04 2527.6304  up 2166.3804 up -1.1667527 down
1233.3496 13.6 0.03269113 156.10156  up 359.7002 up 2.3042698 up
1189.848 13.6 0.00846562 18.976273  up 1556.0966 up 82.00223 up
1183.8505 13.6 5.78E-04 1901.5643  up 1767.5563 up -1.0758153 down
1161.349 13.6 0.00209683 939.69086 up 2957.3481 up 3.1471498 up
1211.867 13.6 0.00151327 16.20302  up 4699.7183  up 290.0521 up
1220.8511 13.6 0.03371685 416414 up 98.80346 up -4.214569 down
1225.3676 13.7 0.01841851 256.08295  up 7228161 up -3.542851 down
1203.8552 13.6 0.03730917 30.64523 up 596.1939 up 19.454706 up
1174.8553 13.6 8.37E-05 911.1543 up 9154891 up 10.047576  up
1199.868 13.7 0.0274747 738.98627 up 196.4381 up -3.7619295 down
1246.8562 13.7 0.04476271 199.41667 up 16.213718 up -12.299256  down
844.562 13.6 0.0200839 81.787415 up 242.62093  up 2.9664822 up
1217.3611 13.7 0.03414017 154.05722  up 420.0759 up 2.726752  up
1230.3622 13.7 0.00139948 181.28865 up 181.28865 up -1 down
1242.8599 13.7 0.03328035 50.410007 up 168.19049  up 3.3364508 up
821.0898 13.7 0.03229518 96.65125 up 670.10114  up 6.9331865 up
1233.8597 13.6 0.00516013 134.61397 up 1197.6521 up 8.896937 up
1258.3501 13.7 0.00140365 218.06174 up 218.06174 up -1 down
821.0999 13.8 0.00145255 252.26329 up 252.26329 up -1 down
902.5691 13.8 0.03520883 147.00116 up 319.35294 up 2.1724524  up
398.763 13.8 0.03376874 169.92781 up 396.29138 up 23321166 up
837.6192 13.8 0.04163771 5.787603 up 472.51498 up 81.642624 up
859.5887 13.8 0.00187687 962.1488 up 2975.457 up 3.0925124 up
893.5824 139 0.018357 75.0893 up 210.94446  up 2.8092473 up
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419.3146 139 0.04622541 122.26321  up 315.95337 up 2.5842073 up
789.6083 139 0.00461085 12449136  up 32.691143 up -38.081062 down
720.5686 14.6 0.03371795 9.053651 up -34.51892  down -312.52225 down
173.962 0.3 0.03991553 -3.9127858 down -600.19806 down -153.39406  down
659.9659 0.3 0.03736546 1.8580694 up -139.87383 down -259.8953  down
845.9681 0.3 0.03904013 20227562  up 655.01013  up 3.2382066 up
1075.9882 0.3 0.00964203 -58.558014 down -2442.8794  down -41.71725  down
1169.0037 0.3 0.0151951 -674.06006 down -2.4242725 down 278.04617 up
1299.9858 0.3 0.02525332 -165.31725  down 1.6080381 up 265.83636  up
972.9842 0.3 0.02101751 -1683.9128 down -294.3649 down 5.7204933 up
1120.5099 0.3 0.03517679 -1.8578868 down 105125656 up 19531155  up
203.1097 0.4 0.02529548 -1544.4458 down -5.496114  down 281.00684 up
293.1507 0.7 0.042385 -3.7391925 down -424.1943  down -113.445435 down
131.0905 0.7 0.02066104 -50.749203  down 6.1744347 _up 313.34763 up
246.1192 0.9 0.00633673 -23.85133  down -7630.99 down -319.9397 down
327.1316 1.1 0.04474225 -3.4247549  down -243.82904 down -71.19607 down
106.0421 1.6 0.04259219 -3.9951427 down -552.37885 down -138.26259 down
236.987 1.6 0.0472033 -2.9297462  down -109.83902  down -37.49097 down
260.1373 1.7 0.0401151 -7.420185 down -1449.1726  down -195.3014 down
242.0963 4.7 0.01920626 1.2388889 up -340.56088 down -421.91708 down
224.0852 6.5 0.04396023 -3.7177286 down -367.2883 down -98.793724  down
220.0935 6.9 0.04284806 -4.078278 down -597.8479 down -146.59325 down
206.1341 6.9 0.00710788 -3.2301931 down -605.22797  down -187.36589 down
403.1994 7.7 0.04315073 -39.552956  down -936.84894 down -23.68594 down
220.0981 8.6 0.0040469 -329.06253 down 22225847 up 7313691 up
412.2493 8.7 0.0388785 -1.8845845 down -246.88669 down -131.00323 down
451.3424 9.4 0.04518941 -3.1846802  down -172.4077 down -54.13657 down
314.2028 9.9 0.04453879 -3.303795 down -210.25694 down -63.641026 down
326.2268 104 0.0417187 -31.6783 down -720.93713  down -22.758074 down
330.22 10.6 0.00784668 -3.3044055 down -598.39355 down -181.08958 down
436.1752 10.8 0.03304105 -368.26877 down -7.4681435 down 4931194  up
496.7541 10.9 0.01754978 -104.248695 down -1 down 104.248695 up
316.2409 11.0 0.00408951 -47.121586  down -12836.044 down -272.40262  down
356.2343 11.0 2.30E-04 -51.18095  down -37930.508 down -741.10596  down
704.1715 11.2 0.02111651 -1.7886378 down -427.8768 down -239.21942  down
441.263 11.2 0.00201897 -707.48724 down -1975.5219  down -2.7923062 down
348.2395 115 0.04589876 4.0752416 up -61.715717 down -251.50636 down
4353578 12.1 0.04478552 -3.6249545  down -313.26376 down -86.418686 down
484.3729 12.1 0.03871771 -3.0298066 down -193.76678 down -63.95352  down
625.5134 122 0.0216676 -217.18378 down -3.2410936  down 67.00941 up
669.5346 12.1 0.01740655 -77.08098 down -1 down 77.08098 up
821.5551 129 0.01897792 -1.8211137 down -837.1249  down -459.6773 down
724.3564 13.1 0.00729086 -30.558043 down -1998.5922  down -65.403145 down
789.2421 13.1 0.00122831 -341.83408 down -303.90942  down 1.1247889  up
813.5401 133 0.04779155 3.4712033  up 361.55627 up 104.158775 up
933.8578 13.3 0.0412199 -60.971302  down -352.90796 down -5.7880993 down
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12243138 134 0.03634442 -7.1178684 down 35.30426 _up 251.29106  up
1235.3055 135 0.03917974 -6.073066 down 40.68831 up 247.10278 up
791.5497 13.4 0.02229635 1.580431 up 691.7888 up 437.72153 _up
1250.31 134 0.01671793 -56.31753 down 5.055093 up 284.69034 up
1191.8174 13.4 0.00286007 -179.47997 down 6.3695006 up 1143.1978 up
867.5101 135 0.04259811 -2.91874 down -132.49234  down -45.393673 down
1227.3483 13.6 0.03193129 -9.771532  down 30.730186 up 300.28098 up
1210.3174 135 0.04879551 27327122 up 227.84302  up 8.337615 up
808.2249 135 0.0175045 -80.68876 down -1 down 80.68876 up
907.5315 13.7 0.04473049 -28.693192  down -481.4189 down -16.778158 down
917.5349 13.7 0.02516984 -9.576343 down -551.45215  down -57.58484 down
812.6539 13.8 0.04510636 -7.2236853  down 113.44469 up 819.4887 up
749.5592 13.8 0.04662751 -32.350124  down -556.4755 down -17.201649  down
787.6097 139 0.02497481 -28.845877 down -3483.0977 down -120.74855 down
154.9673 0.2 0.01358946 -1.8271829 down -2142.1958 down -1172.4034  down
1041.9769 0.3 0.04311553 -3.4777975 down -286.8332  down -82.47553 down
626.0076 0.3 0.00510629 -1 down -222.21356  down -222.21356  down
192.1171 7.6 0.00494559 -1 down -261.0042  down -261.0042  down
237.1362 9.1 0.02959905 1.8118901 up -155.37126 down -281.51572  down
240.1927 10.0 0.04661511 52.292267 up -4.4079595 down -230.50218 down
342.2235 10.0 0.03427229 -2.8244367 down -185.82384 down -65.79146 down
342.2169 10.5 0.04284344 -3.4833722  down -295.57986 down -84.854515 down
632.2593 10.7 0.00496598 -1 down -142.09477 down -142.09477 down
704.1557 10.8 2.79E-04 -1 down -661.34174 down -661.34174  down
586.2219 11.0 0.03043826 53181357 up -28.300335  down -150.50502  down
281.2152 11.1 0.03951565 7.462428 up -26.91244  down -200.8321 down
396.3199 12.1 0.00494413 -1 down -172.0692 down -172.0692 down
413.2635 122 0.03301537 5.852661 up -27.931435 down -163.47322  down
799.5709 13.0 0.03516466 -2.9681482 down -230.72354  down -77.73317 _down
1230.7513 132 0.01578557 32931082 up 2.2842798 up -144.16399 down
777.5332 13.4 0.04519086 -3.7176394 down -344.65802  down -92.70885 down
753.5798 13.4 0.00632694 8.208742 up -127.107666 down -1043.3939  down
988.4029 13.4 0.00494997 -1 down -182.61801 down -182.61801 down
939.5069 134 0.00654534 6.874551 up -72.48177 _down -498.27957 down
831.5586 135 0.00500242 7.7467175 up -165.86992  down -1284.9475 down
12048115 135 0.0456943 389.74667 up 89.75467 up -4.3423553  down
1206.3267 135 0.01889474 238.50029 up 68.15949 up -3.4991496 down
669.6059 13.7 0.00671278 -3.0206437 down -456.00708 down -150.96352  down
710.563 143 0.0405211 -3.1184256  down -202.5692 down -64.95879 down
686.5632 144 0.01676359 -8.173816  down -828.975 down -101.41836  down
173.9585 15.1 0.04485941 62.203415 up -5.3396835  down -332.14655 down
1307.979 0.3 0.02199261 69.06219 up 205.96568 up 29823215 up
757.9653 0.3 0.02173864 195.36145 up 1.0168817 up -192.11818 down
228.1477 0.5 0.01884768 102.16512  up 311.95816 up 3.05347 up
450.3183 10.1 0.00144131 208.21883 up 208.21883 up -1 down
471.2966 10.2 0.0171229 239.20834 up 70.67562 up -3.3845954  down
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334.2119 104 0.02425311 99.26279 up 342.1673 up 3.4470854 up
354.2694 11.2 0.01913322 256.04755 up 71.18209 up -3.5970778 down
342.2792 132 0.0405035 356.21594  up 24.082836 up -14.791276  down
1220.8108 134 0.00140102 238.09955  up 238.09955 up -1 down
1551.096 134 0.02489656 70.72666 up 224.43346  up 3.1732507 up
797.0531 135 0.02340211 74.810616 up 233.91486  up 3.1267598 up
1215.347 13.6 0.02358569 60.51274 _up 180.27306 up 2.9790924 up
1211.8577 13.6 0.02819956 68.52712  up 230.3718 up 3.3617601 up
1218.8594 13.7 0.02602053 72.474945 up 236.83589 up 3.267831 up
1195.8679 13.6 6.33E-06 1432.7664 up 1432.7664 up -1 down
1222.3541 13.6 0.00145768 197.59412  up 197.59412  up -1 down
220.101 8.5 0.01780285 -145.40175  down -1 down 145.40175 up
278.2046 11.6 0.02648684 128.6698 up 499.70584 up 3.883629 up
1232.8119 134 0.01751171 -108.31297 down -1 down 108.31297 up
1262.3063 134 0.01736479 -70.43045 down -1 down 70.43045 up
12248564 13.6 0.02332809 -46.157707 down 6.8115277 up 314.40454  up
748.5819 13.8 0.036502 -7.0196586 down 35.0824 up 246.2665 up
867.9676 0.3 0.02620853 -451.54428 down -1395.6635 down -3.0908668 down
200.1162 8.0 0.04112633 2.0246544  up -109.60282 down -221.90787 down
497.3406 10.9 0.03821274 -3.2446141 down -303.27985 down -93.471794  down
204.2532 9.7 0.04910316 -3.2942727 down -167.66139  down -50.89482 down
1587.6039 134 0.02145431 83.10201 up 257.32846  up 3.0965374 up
184.0236 0.6 0.02516795 2339.0774 _up 368.3764 up -6.3496947 down
165.079 0.9 0.04081682 1337346 _up -1.1178044 down -1.4948913 down
784.5311 7.5 0.02147712 156.10037 up 46.306385 up -3.371034 down
796.4413 7.5 0.03947714 -1.119547 down 1236564 up 1.3843917 up
501.2862 104 0.0315872 114.30157 up 1114.4227 up 9.7498455 up
274213 104 0.03582833 5.8179913  up -22.139149  down -128.80537 down
312.2302 104 0.0226024 126.67263  up 4474711 up 3.5325005 up
300.2101 10.7 0.04357193 -1.0368143 down -1.2221907  down -1.1787943  down
1098.6844 10.7 0.04451407 73.22904 up -3.8114774 down -279.11093  down
391.2077 10.8 0.01165521 -1049.8433 down -866.7115 down 12112954  up
531.3108 10.9 0.00404632 2.2887895 up -526.27246  down -1204.527 down
302.226 10.9 0.03341604 -36.6661 down -448.00592  down -12.218531 down
637.3571 10.9 0.04430965 -1.4379165 down 184.88272  up 265.84586  up
290.2276 11.0 0.0301928 1.035552  up 1.123653 up 1.0850763 up
334.235 11.0 0.04963174 1.0905993  up 1.1692036 up 1.0720743  up
596.5043 12.6 0.04433259 466.36276  up 109.67363 up -4.2522793 down
1029.5872 134 0.03788663 6.4825926 up 436.81073  up 67.38208 up
870.6337 13.6 0.00856019 681.747 up 591.2027 up -1.1531528 down
872.6908 13.8 0.01514659 385.22403  up 274.39313  up -1.4039123  down
847.6312 139 0.00822405 486.797 up 458.18353  up -1.0624497 down
1034.9965 142 0.02160618 716.80194 up 147.04591 up -4.874682 down
1034.9957 15.0 0.02360125 201.21866 up 825.5593 up 4.102796 up
146.0698 0.4 0.04948839 3.0159135 up 612.3105 up 203.02654  up
893.6142 13.6 0.02313148 1.2030205  up 285.1482  up 237.0269 up
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981.0237 0.2 0.01785898 -77.91719  down -1 down 77.91719  up
272.2395 10.2 0.02434355 -321.57254  down -3.7682543 down 85.337265 up
390.21 10.8 6.29E-07 -3.2230527 down -10433.317 down -3237.0916  down
468.2392 11.2 0.00642687 -265.22433  down -1715.4591 down -6.467958 down
340.24 103 0.04308045 -3.3229256  down -232.9278 down -70.09721 down
302.2262 11.0 0.02127996 -10.890583 down -1052.6779 down -96.65946 down
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9. Anexos

9.3. Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 4. Vias de integracion metabolomica de los cambios asociados al patrén

temporal de la RI.

Via p Via p
Ligando GPCR 8,5¢-05 Receptores ligados a amina 0,018
Sefializacién por GPCR 0.000135 Conugacion de fenilacetato con )¢
glutamina
Transduccién de sefial 0,000373 Metabolismo de arginina y prolina  0,0208
Transporte transmembrana SLC 0,000434  Via del selenio 0,0226
Receptores similares a Rodopsina (Clase A/1)  0,000578  Sinapsis GABAérgica 0,0231
Trar&sporte transmembrana de pequefias 0,0007 Metabolismo D-Glutamina y D- 00231
moléculas Glutamato
Receptores de acidos grasos libres 0,0016 Via de la pentosa fosfato 0,031
Transportadores dependientes de Na*/Cl* 0,00267  Senalizacion G-alfa (z) 0,031
Sintesis y interconversion de aminoacidos 0,00284  Transporte de acidos grasos 0,0231
Transporte de ayynoamdos a través de la 0,00284 Sefializacion  disreguladora de 0,0235
membrana plasmatica GPCR
Transportadores SLC del compuesto amino 0,00339  Transportador ABC 0,0244
Metabolismo de amino4cido y derivados 0,00404 E/Irrelzz‘tr)lzhsmo D-argininay - D- 0,0256
Sefializacion G-alfa 0,00487  Transporte monoamino 0,0256
Via de sefializacion gastrina-CREB a través Sintesis de UDP-N-acetil-
de PKC y MAPK 0,00487 glucosamina 0,082
Adrenoreceptores 0,00517  Agregacion plaquetaria 0,0282
Sefializacion de afjrgnallna a través del 0,00517 Conjugaplon de acidos 0,0382
receptor alfa2-adrenérgico carboxilicos
Tr'anspro rtgdores SLC de aminodcidos y 0,00533  Conjugacion de aminoacidos 0,0382
oligopéptidos
Tran.spolrt.e de gnlor}es(catlones 1NOTEANICOS 0,00607  Metabolismo de la creatinina 0,0382
yaminodcidos/oligopéptidos
Biosintesis de acidos grasos insaturados 0,00658  Sintesis biogénica de amina 0,0407
Via de vesiculas sinapticas 0,00775 Reclamacwp del bicarbonato en el 0,0432
tubulo proximal
Seiializacion SREBP 0,00775  Via de la pentosa fosfato 0,0457
Transporte ~ de * vitaminas, nucledsidso 'y 15045 Metabolismo nuclestido 0,0457
moléculas relacionadas
Inh1b1c1.0n de secrecion de insulina - por 0,0103 Biosintesis de catecolaminas 0,0457
adrenalina/noradrenalina
Transporte de nucledsidos, purina
Metabolismo de aminoacidos y derivados 0,0104 libre y bases de pirimidina a través 00,0457
de la membrana
. Regulacion de la secrecion de
Metabolismo 0,0118 . . 0,0457
insulina
Ciclo de liberacién de glutamato 0,019 ~ [Lmansporte 'y metabolismo s,
retinoide
Conjugacion de aminoacidos 0,0129 Ag.rega.c 1o senghzacwn y 0,0482
activacion plaquetaria
Metabolismo y captacion de
Sefializacion G-alfa (12/13) 0,0129 neurotransmisores en  células 0,0155
gliales
Regulacion del metabolismo lipidico por el :zrzcszgfeosrtesa?ees Eilﬁ;):: y é((;)itgg:
receptor alfa activado por proliferador 0,0129 Lo J. 0,0178
. organicos, iones metalicos y
peroxisoma )
compuesto amino
Metabqhsmo y captacion astrocitica de 0.0155 Sinapsis glutametérgica 0018
glutamina-glutamato
GPCR monoamino 0,018
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Tabla suplementaria 5. Metabolitos diferenciales (p<0,05) entre no AGV y AGV.

Mass Retention Time p-value regulation (LAA vs. Non LAA) Fold change
495.9544 0.302 0.03837744 up 4.727384
887.9994 0.339 0.03265425 up 5.4550467
161.1095 0.374 0.03136968 down -5.216701
162.1255 4.641 0.00323311 up 23.425304

220.111 6.736 0.03176881 up 1.4662975
216.1161 6.971 0.01780487 down -11.422778
238.1561 8.592 0.02072791 down -8.814008
148.0179 9.688 0.00563997 down -30.058405

232.18 9.640 0.02829089  up 8.585399
296.2 9.855 0.02583346  up 9.199295
2742174 9.840 0.00776533  down -2.789409
370.3196 9.893 0.04079422  down -4.382242
290.2298 10.028 0.01382809 up 8.701142
402.2248 10.520 0.0346909  up 3.9965777
567.3318 10.716 0.03931342  up 2.880091
507.3311 10.828 0.00124976 _ up 17.17
608.2714 10.930 0.01068026 up 9.815748
430.3084 10.943 0.02922501 up 7.9516845
678.1571 10.961 0.00113469 up 17.441816

721.495 11.055 0.00414445  down -13.332704
402.2075 11.231 0.0331327 down -3.8874636
507.3694 11.511 0.02182496 up 6.764667
306.2563 12.169 0.02394908 up 9.083944
800.5467 12.717 0.01961488 up 5.5569205
648.3712 13.056 0.01062711  down -2.078023
747.5215 13.160 0.04155823 up 5.763957
767.5474 13.288 0.04805276  up 4.0645485
688.1585 13.356 0.03737642  down -1.655508
921.4914 13.422 0.04817667 up 5.435879
4222572 13.405 0.03137987 up 9.290953
421.7554 13.390 0.02954046  up 10.237894
780.0411 13.482 0.02470828 up 9.529143
762.1846 13.543 0.04183053 up 4.4328346
793.5872 13.600 0.02492699  up 10.348644
833.0508 13.617 0.03239571 up 7.611648
889.5402 13.607 0.02279058 up 8.941458
831.2313 13.703 0.02811525 down -5.538683
798.6504 13.724 0.03667828 up 6.274284
813.0509 13.691 0.02391475 up 6.939037
891.5614 13.716 0.02098374 up 8.288946
859.5463 13.722 0.0028997 up 14.472682
855.5621 13.743 2.65E-04 up 20.89892
880.7487 15.369 0.03812479  down -7.0471106
854.7348 15.464 1.95E-05 up 34.004845
1108.989 0.340 0.02970448 up 7.5625777
1212.982 0.342 0.01758923 up 8.398306
896.4857 0.341 0.03289927 up 6.2494397
264.1122 2.842 0.04481618 up 8.042057
414.2059 8.645 0.03089401 up 12.286757
309.1954 8.843 0.03663548 up 5.8881125
256.1459 9.402 0.0178858 up 9.740454
281.2155 11.075 0.0363529 up 5.9541297
619.3166 11.108 0.03899363 up 6.8264604
267.2365 11.435 0.01153402  up 11.774489
284.2732 12.124 0.02464987 down -11.084285
739.5143 13.094 0.01828425 up 10.585112
729.5829 13.228 0.01541854 up 10.576616
398.7591 13.458 0.01448881 up 9.83829
398.7639 13.710 0.01162157 up 11.803704
814.6862 14.001 0.00251899 up 15.251894
906.7627 15413 0.02486085 up 7.6697545
884.9884 0.331 0.03034656 _up 6.698138
608.2185 10.707 0.02946737 _up 7.0078545
552.3728 13.327 0.01063638 up 9.017873
873.5052 13.585 0.02205087 up 7.713134
417.2048 10.533 6.03E-04 down -26.43959

588.479 13.363 0.00932155 up 10.893413
804.0747 13.632 0.00178221 up 19.510155
4553758 12.397 0.01819135 up 8.700604
431.8789 8.840 0.01378496  down -3.841581
696.3937 10.831 0.0012602  up 15.244803
392.2045 10.834 0.01163719  down -2.0277627
406.2218 11.205 0.00276193  up 8.086285
316.0489 0.770 0.03265123 up 8.79529
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Tabla suplementaria 6. Vias metabdlicas comunes en ambas cohortes en relacion al patrén

temporal

Sefializacion por GPCR
Transduccion de sefial

Transporte transmembrana SLC

Receptores similares a Rodopsina (ClaseA/1)
Trasnporte transmembrana de pequefias moléculas
Receptores de acidos grasos libres

Transportadores de neurotransmisores
dependientes de Na*/Cl-

Transporte de aminodcidos a través de la

membrana plasmatica

Transportadores SLC de compuestos amina
Transportadores SLC de  aminoacidos
oligopéptidos

y

Trasnporte de cationes/aniones inorganicos y

aminoacidos/oligopéptidos
Biosintesis de acidos grasos insaturados

Transporte de vitaminas, nucledsidos, y moléculas

relaciondas
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Tabla suplementaria 7. Metabolitos diferenciales en funcién de la DF de la cohorte 1.

9.3. Tablas suplementarias

Metabolito p.value Metabolito p.value

139.0636@0.40001464 6,98E-05 184.0242@0.61721057 0,023136
159.0294@0.39463043 0,00059534 115.0474@0.39666668 0,025119
205.132@1.5204664 0,00070557 679.0542@7.512175 0,025281
414.2048@9.171 0,00098421 1104.006@0.3429553 0,025527
256.1455@0.39744005 0,0010571 376.1223@9.6615925 0,026087
138.0535@0.64599997 0,0013101 433.8765@8.8875 0,027071
168.0296@0.61285967 0,0016766 218.0125@0.2871095 0,027722
161.1095@0.3739232 0,0017746 418.3093@12.513534 0,027842
155.0368@0.3967031 0,0026832 115.0657@0.40386248 0,027876
129.0514@0.6500699 0,0030574 852.7166@14.996918 0,027925
168.037@0.6359706 0,0045233 794.5921@13.57194 0,028706
440.3369@6.9429083 0,0045819 C6 H4 CI2 0,029006
370.3085@12.259406 0,004952 327.2573@10.530975 0,030449
220.1105@9.128685 0,0060369 263.226@5.953243 0,030572
117.0615@0.40916666 0,0060409 390.2785@12.089403 0,031364
186.0492@0.40365914 0,0062834 204.2532@9.699461 0,031827
1184.3387@13.550759 0,0066575 312.1458@9.652378 0,032416
216.0723@0.4259394 0,0073858 131.0717@0.39058214 0,032932
194.0814@3.8993082 0,0078166 831.2313@13.703026 0,033075
103.1019@0.3653894 0,0084837 184.0317@0.58293945 0,03409
343.273@8.251169 0,008506 425.3098@13.849647 0,034131
C22 H34 04 0,0085064 254.2218@11.050311 0,035562
670.5659@15.4990015 0,0092945 106.0422@1.6255661 0,03585
523.9638@0.32402447 0,0096983 222.0757@10.878599 0,036497
805.564@13.654622 0,01055 157.9891@0.29625 0,039269
71.0754@0.41229078 0,011008 129.0444@0.6452794 0,041306
452.3369@5.981718 0,011199 378.2587@11.434725 0,041366
289.0752@0.38251168 0,012082 274.2509@10.866366 0,041414
578.2891@9.791646 0,012791 214.1682@4.6434255 0,04186
523.9691@0.32459307 0,013858 284.2163@10.8533745 0,04244
539.9393@0.32759616 0,014954 238.085@4.8355575 0,042824
180.0648@2.7623043 0,015194 804.04@13.418083 0,043608
420.1695@10.861324 0,015677 C8 H20 N6 0,043656
539.9418@0.32759994 0,016918 463.9571@0.34625 0,043943
797.5573@12.879267 0,016969 699.6198@14.552372 0,044615
242.1639@5.4946003 0,018064 855.5333@13.510546 0,044891
347.3033@11.345807 0,018742 220.0932@6.865829 0,045288
1180.33@13.4328 0,019118 1180.3254@13.459726 0,045462
146.0743@0.4073913 0,019281 825.5864@13.125104 0,046579
431.274@4.691425 0,019657 794.5895@13.669715 0,048154
780.0411@13.481999 0,020317 71.0681@0.41105878 0,049014
154.9668@0.14147058 0,022679 113.061@0.37787277 0,049882
99.069@1.396057 0,022701 1156.823@13.440999 0,049897
370.3088@12.1436615 0,022989 184.0242@0.61721057 0,023136
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Tabla suplementaria 8. Metabolitos diferenciales en funciéon de la DF de la cohorte 2.

9.3. Tablas suplementarias

Metabolito p.value Metabolito p-value
542.3984@12.890575 2,34E-05 471.8113@6.069378 0,0030895
865.9783(@0.33222955 8,16E-05 214.9825@0.18661292 0,0031282
287.2463@9.395551 0,00010037 913.2708(@7.4700756 0,0031521
CI5SH34N8O 0,00016437 233.1993@4.6364117 0,0033459
286.262@6.209396 0,00017122 366.3303@13.057825 0,003401
636.8372@11.835604 0,00022387 199.0163@0.2912759 0,0035774
497.3946@6.0739594 0,00024371 398.2528(@4.60402 0,0036932
365.9818@0.33119023 0,00029017 604.5029@13.56181 0,0038193
444.281@7.3047404 0,00046599 344.2906@11.607278 0,0039165
618.4717@9.491957 0,00047773 1292.6064@11.671416 0,0039494
466.2946@7.469009 0,00048456 162.0358(@8.048222 0,0039607
452.3366@6.2140584 0,00050983 122.0405@8.067875 0,0040619
532.316@7.6263337 0,00052387 586.2222(@10.842429 0,0042519
678.5049@7.545569 0,00052598 392.3041@9.169374 0,0042576
C34 H42 N4 S5 0,00054084 612.2559@11.590667 0,0045617
364.2398@11.179421 0,00058569 595.2745@11.126343 0,0046181
532.8276@7.775509 0,00059952 526.2599(@6.0554647 0,0046951
495.3339@10.79397 0,00082021 148.0232(@9.809176 0,004733
685.5301(@11.845539 0,0009565 496.0797@10.925166 0,0049718
348.2577@5.65126 0,0010168 170.9589@0.1667193 0,0049882
388.1466@7.9533153 0,0010309 138.9952@0.29120246 0,0050358
114.0166@0.28954086 0,0010416 606.2287@10.6918335 0,0050665
596.0342(@0.3303846 0,0010781 502.3092@7.7268 0,0051089
388.1454(@7.8742414 0,0010894 563.3366@10.684999 0,0052331
CI4HI2N2012 S 0,0011428 250.1216@6.7087502 0,0052624
593.2615@10.672421 0,0012203 123.0175@0.29050013 0,0053148
283.0915@0.94077426 0,0013119 245.9982@0.3105257 0,0054532
280.2404@10.563168 0,0013329 921.0026(@0.27129817 0,0056332
380.2741@10.193933 0,001466 148.0229@9.5984335 0,0058621
711.2768@11.671 0,001583 207.147@0.5770263 0,005939
255.9567@0.23754998 0,0017083 C13 H25 N O3 0,006054
536.4806@13.395847 0,0017177 566.4382(@13.243409 0,0061216
480.2955@7.624193 0,002126 222.0039@0.29186857 0,0063222
662.4486(@13.440018 0,0021268 776.0059@0.32923412 0,0064658
554.3474(@8.024438 0,0022938 296.2357@10.730937 0,006539
464.1306@7.5220904 0,002299 315.9285@0.33655742 0,0065403
C4H802S 0,0024034 382.3308@12.857094 0,0066639
148.0148(@9.675296 0,0027636 382.1052@0.38179177 0,0066668
470.3466@4.201277 0,0030741 302.2263@10.376417 0,0067965
974.4567@11.671792 0,0068548 Gamma-Glu-Leu 0,008134
549.282@3.9464617 0,0069411 644.2059@10.725879 0,0082124
510.3219@7.766932 0,0071988 185.9932@0.32947102 0,0082287
400.2579@7.080311 0,0072135 1318.07@11.671341 0,0082689
218.0112@0.20946968 0,0074227 396.3423@12.612049 0,0083712
199.2296@7.7996593 0,0074827 342.2993@6.0656886 0,0086546
220.1112@9.131984 0,007514 568.3358@10.6597185 0,0086868
198.1328@11.870784 0,0078958 292.0913@0.52473336 0,0087684
183.0395@0.29067454 0,0079287 644.2115@10.685887 0,0089166
164.0475@0.45464545 0,0080441 272.2161@10.229915 0,009283
558.3929@12.873533 0,0093333 685.315@10.914328 0,010611
136.1246@11.336369 0,0094457 135.9379@0.33658975 0,011039
576.8616@8.140906 0,0094544 C34 H68 CI2 02 0,011156
392.2945@11.409483 0,0095071 478.4734@13.860869 0,011213
753.6025@13.262712 0,0097548 370.2121@7.512041 0,011252
197.0463@0.6603 146 0,0098017 608.224@10.529197 0,011419
658.8275@]1.4305882 0,0098686 370.2594(@4.0160623 0,011485
632.2309@10.676019 0,0099975 114.0681@3.2951999 0,011518
252.175@8.499484 0,010065 175.9625@0.21299998 0,011735
550.3037@6.043738 0,010361 113.0579@0.37825444 0,011741
362.2489@11.943222 0,011772 630.7958@1.5144 0,012666
694.0001@0.32921723 0,011798 339.2525(@7.4940853 0,012794
588.8315@7.765829 0,011857 216.0782@0.5635802 0,012911
655.3051@10.698015 0,01196 386.1748(@7.643404 0,013019
431.8781(@8.923742 0,012089 479.941@0.3339012 0,013036
699.7809@11.675889 0,012146 981.0154(@0.3304928 0,01304
1001.4232@11.665249 0,01225 330.9431@0.17096551 0,013158
278.1516@0.18240002 0,012289 154.967@0.28086463 0,013201
314.2873@0.648 0,012299 447.984@0.3300561 0,013248
396.2719@11.334458 0,012302 395.3248@10.304837 0,013308
324.229@10.810297 0,013424 711.9811@0.41015553 0,014527
296.9844(@0.29192597 0,013794 488.3073@7.6271086 0,014609
510.464@13.517 0,01383 246.0015@0.3106286 0,014648
C27H42N20 0,014001 260.0001@0.36890814 0,015455
135.9415@0.335676 0,014003 658.8262(@1.6304284 0,01561
262.0944@7.3253217 0,014064 125.0153@0.29045692 0,015619
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361.2343@7.5527434 0,014094 56.0633@9.764523 0,015645
C18 H30 O3 0,014115 388.1447@8.020166 0,015752
281.0076@0.29096305 0,014379 450.3207@6.119241 0,015906
685.3081@11.011133 0,014387 120.0436(@9.692272 0,016118
554.3304@7.768297 0,016252 356.2754@11.323402 0,016468
658.8269(@]1.4838572 0,016332 292.0907@0.6016598 0,016474
510.313@7.622304 0,016537 567.1853@12.235454 0,017683
157.9895@0.22846939 0,016548 886.9025@11.402026 0,017711
685.9856(@0.3366482 0,017062 176.0798(@0.5393362 0,017714
514.8103@10.928623 0,01732 452.9337@6.1222496 0,01788
2-Hexyldecanoic acid + 11.399178 0,017324 171.1499@6.0734553 0,018192
209.1432@6.1036882 0,017567 100.0889@4.657621 0,018297
598.3738@8.25271 0,017574 384.2@7.4796586 0,018372
234.0859@0.71995 0,017638 173.962@0.2878033 0,018589
335.3038@10.928998 0,017673 781.5687@13.514846 0,018623
278.2204@10.644181 0,017674 168.1032@7.0810013 0,018662
871.177@0.6548153 0,018694 457.7795@7.471822 0,019995
724.5084@12.67424 0,018932 296.2365@10.774166 0,020087
213.9807@0.14742497 0,018935 119.9643@0.33526656 0,020353
C17 H24 O3 0,019092 C27 H52 O3 0,020407
636.9259@11.685778 0,01916 767.9911@0.33708334 0,020442
198.162@10.276973 0,019342 C15 H34 N6 0,020861
C42H45N50S 0,019582 521.7862@10.882361 0,020863
266.173@11.072909 0,019819 240.0515@0.660867 0,021168
1290.1241@11.671404 0,019952 262.2309@10.195422 0,021169
283.1371@6.0716147 0,019979 423.9788@0.32775 0,021191
234.0861@0.7021369 0,021214 310.1831@8.114489 0,022645
577.9698(@0.30845454 0,021262 340.2982@12.001823 0,022856
204.9807@0.13828 0,021299 354.2166(@6.266048 0,02303
C24 H53 N5 02 82 0,021598 220.1113@8.06709 0,023187
261.119@0.47116664 0,021656 246.0862@0.5887819 0,023552
397.3165@11.197967 0,021928 849.9884(@0.3307567 0,023789
809.9937@0.33714706 0,021968 201.9698@0.33332077 0,023978
413.3506@10.323316 0,022265 643.5505@13.561473 0,024036
N-Tris[hydroxymethylJmethyl-2-

aminoethanesulfonic acid [TES] 0,022425 725.9656(@0.33174998 0,024409
760.0249(@0.3289144 0,022426 635.5696(@13.263429 0,024747
517.9558@0.30923077 0,02481 753.6121@13.305889 0,028098
692.6025@12.679464 0,024955 235.9837@0.1996229 0,028185
56.0626@9.713337 0,025033 657.516@13.120418 0,028539
681.9688(@0.31354544 0,025041 224.1776@9.151642 0,028652
216.1@3.8915002 0,025454 CI8§ H22 N4 0 0,028709
641.5069@11.796257 0,025499 452.3368@6.060694 0,028873
216.1001@4.026342 0,026123 440.377@13.035486 0,029023
1016.5887@11.854842 0,026235 110.1096@8.493471 0,029772
284.2365@3.4831614 0,026368 716.2633@11.673073 0,029818
C37H50 CIN3 02 S2 0,026519 612.0041@0.32950795 0,030193
327.2078@8.097068 0,026693 692.605@12.661329 0,030276
C7H2 CI3N5 04 S4 0,027068 341.2573@7.7716813 0,030295
756.3405@11.669426 0,027161 591.493@13.487834 0,030382
185.9924(@0.26935413 0,027368 280.2401@10.505275 0,030643
941.9846(@0.32810527 0,027396 564.4749@13.072547 0,030701
CI8 HI4 N2 013 S2 0,027514 227.1659@6.142667 0,030806
201.9748@0.3337199 0,02761 246.0868(@0.6388513 0,03099
388.2066(@8.9662485 0,027938 347.7659@5.309534 0,031027
258.2059@10.7358465 0,028082 190.9651@0.17638464 0,031059
119.9629@0.33602977 0,028088 503.2709@10.828578 0,03114
836.028(@0.32666668 0,031172 300.136@9.878215 0,033178
638.1345@11.691667 0,031176 684.265@11.672174 0,033242
278.152@0.1475 0,031324 669.3227@11.567696 0,03346
455.5382@6.0916667 0,031395 212.1707@6.0624666 0,033575
388.1457@7.901 0,031432 1018.4341@11.659348 0,034128
656.1137@11.7023325 0,031566 468.4179@13.250272 0,03423
C4H8N204S 0,031596 825.9755@0.33489066 0,034419
154.9671@0.15766667 0,031632 148.0159@0.18022223 0,034827
279.2576@10.131626 0,031793 340.2155@10.685113 0,034886
683.029@7.512481 0,031815 495.3337@10.780594 0,035429
437.1437@3.496 0,031831 166.0367@12.09479 0,035477
609.5686@12.209 0,031865 729.5561@11.860808 0,035788
176.0799@0.5881066 0,031987 222.1193@6.770067 0,035962
359.2285@7.5411525 0,032006 246.1321@11.674382 0,036174
373.3013@11.626332 0,032062 630.7944(@1.5883335 0,036283
289.1531@1.6523333 0,032135 284.2378@13.513632 0,036435
814.1665@11.635865 0,032145 611.2282@10.685538 0,036588
756.3416@11.785822 0,032302 471.2951(@9.840227 0,036645
342.1102@2.891149 0,032843 783.976@0.3320877 0,036934
294.189@12.783478 0,032962 284.2357@10.546079 0,037097
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663.9691@0.33327907 0,037108 704.155@10.690506 0,039772
678.591@12.563594 0,037131 479.3378@11.2207155 0,039916
489.4205@13.294838 0,037426 148.0271@9.7506485 0,039932
596.0245@0.3291082 0,037508 265.0296@0.29148573 0,039933
454.395@13.238646 0,037526 177.9586@0.19890909 0,040314
685.1951@13.575216 0,037599 110.1092@11.872963 0,04084
642.1819@10.919674 0,037728 783.9611@0.33033332 0,040936
216.1002@3.9859161 0,037757 399.3524@10.697544 0,041274
566.437@13.234795 0,037797 620.2147@10.942474 0,0413
146.0682@0.38516834 0,037816 C27H44 03 S 0,041533
C18 H30 S2 0,03785 374.3013@11.206279 0,041707
972.9397@11.57451 0,038134 C28 H49 N3 06 0,041787
282.2568@10.889482 0,038137 457.9355@0.32109895 0,041867
929.1817@0.72995013 0,038283 637.0927@0.7744274 0,041925
387.3164@11.353839 0,038546 713.5622@12.160841 0,041992
210.1983@10.67588 0,038906 760.052@0.33009088 0,042055
440.3845@12.985891 0,039222 723.5622@7.511513 0,042295
234.0868(@0.63543755 0,039355 644.2015@10.605364 0,042391
368.1192@10.353328 0,039546 C34 H2 CI3 N O2 S5 0,042675
174.036@0.28963453 0,039735 120.0436@18.070166 0,042866
155.0949@3.1134999 0,042928 126.0659@0.9467599 0,046731
832.2338@13.842 0,042936 716.4601@7.505818 0,046901
435.279@11.498829 0,043531 599.9644(@0.31071427 0,047014
358.3092@13.572001 0,043583 439.3501@10.388587 0,047119
732.4181@7.5052867 0,043643 563.9528(@0.30988097 0,047386
627.9885@0.33200002 0,043855 244.1791@1.557854 0,047388
330.8532@11.516083 0,043897 C34 H47 N O2 0,047571
311.2096@9.1796665 0,043941 590.4903@13.49984 0,047586
384.3075@11.858621 0,044053 232.9758(@0.20885335 0,047746
365.9886(@0.3320769 0,044455 488.8094@7.624139 0,048244
316.2439@10.995297 0,044665 181.1469@6.151663 0,048485
412.3272@12.706718 0,045245 248.1452@0.39177552 0,048639
344.2617@9.81088 0,045396 284.2757@11.863982 0,048779
472.3524@11.074256 0,0454 523.2832@10.533558 0,048916
336.205@7.086543 0,045489 215.1885@4.1450696 0,049285
827.9986(@0.32538462 0,045575 211.1116@2.8855329 0,049338
245.1398@6.0608997 0,0456 161.9831@0.29138526 0,04943
738.0222(@0.3273937 0,045689 CI8 HI4 N2 014 S 0,046707
717.5356(@12.8897705 0,046029
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Tabla suplementaria 9. Metabolitos diferenciales en funciéon del volumen de la lesién isquémica
aguda de la cohorte 1 (p<0,05).

Metabolito correlation coefficient (Pearson) p-value

821.5556@12.865539 0,50844 3,12E-07
830.5581@13.412775 0,39822 0,00010144
198.1619@8.398842 0,37664 0,00025328
176.0946@1.8051666 0,36057 0,00048106
342.2888@8.815709 0,34775 0,00078409
260.1378@1.7251732 0,32994 0,0014943
103.9876@0.3595 0,32882 0,0015542
506.3206@10.89341 0,32744 0,001631
880.749@15.465149 0,31834 0,0022295
292.2367@1.0282058 0,31118 0,0028328
819.5374@13.134601 0,30816 0,0031277
131.0945@0.55935377 0,29993 0,0040777
202.0849@6.1496954 0,29146 0,0053168
593.3013@10.840889 0,29031 0,0055091
802.0556@13.482436 0,28903 0,0057301
85.0882@0.5582229 0,28594 0,0062949
142.0169@0.38310525 0,26939 0,010241
804.04@13.418083 0,26488 0,011637
788.6189@13.828199 0,26063 0,013102
885.5245@13.448302 0,25863 0,013842
180.0648@2.4854925 0,25553 0,015064
370.3196@9.893019 0,25185 0,016641
809.5964@13.793842 0,25155 0,016774
312.243@6.873625 0,24958 0,017677
849.988@0.34047824 0,24729 0,018784
413.2926@10.074945 0,24135 0,021929
115.0657@0.40386248 0,24006 0,022664
302.2457@10.682393 -0,23205 0,027753
839.5256@13.62662 0,23199 0,027792
222.0755@11.231134 0,22952 0,029547
148.052@0.8604857 0,22803 0,030648
730.5894@13.415696 0,22642 0,031881
577.9421@0.35042858 0,22586 0,032312
653.3252@11.665079 -0,22393 0,033863
246.1191@0.90358645 0,2212 0,036156
468.3312@5.798207 0,21601 0,040878
430.2321@9.217699 0,21479 0,042056
213.9809@0.13865854 0,21463 0,042211
832.572@13.427406 0,2086 0,048485
760.0261@0.34239823 -0,20844 0,048661
380.2909@12.032932 0,20817 0,048967
165.0799@0.85942173 0,20776 0,049421
419.3132@12.469489 0,20766 0,049535
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Tabla suplementaria 10. Metabolitos diferenciales en funcién del volumen de la lesion isquémica
aguda de la cohorte 2 (p<0,05).

correlation coefficient

correlation coefficient

Metabolito (Pearson) p-value Metabolito (Pearson) p-value
368.2412@11.418 0,63709 0 889.9765@0.3299788 0,24172 0,0027884
292.3006(@0.6534529 0.49269 1,31E-10 384.3003@11.963142 0,24037 0,0029499
519.9593@10.650616 0,44917 7,25E-09 155.0276(@0.38986662 0,2403 0,0029583
210.1996@10.724 0.44697 8,76E-09 341.0002@7.51365 0,23978 0,0030227
234.2721@0.6523333 041572 1,11E-07 611.2282@10.685538 0,2391 0,0031101
97.9686@0.20366669 0,40586 2,34E-07 C8HI7CI3N203 S 0,23684 0,0034116
122.0296@0.289 0,39301 5,99E-07 831.2316@13.907276 0,23545 0,0036108
368.1865@11.0315 0,36762 3.43E-06 C37HN 06 S4 0,23413 0,0038097
387.0749(@6.1754994 0,36726 3.51E-06 495.3333@10.928916 0,23401 0,0038294
312.268@13.695499 0,36519 4,02E-06 292.0915@0.46923825 0,2331 0,0039726
753.6091@13.283371 0,36302 4,63E-06 113.054@0.46618178 0,22995 0,0045062
138.9951@13.7705 0,35246 9.,07E-06 432.0224@0.3311176 0,22981 0,0045309
113.0488(@0.49699995 0,34492 1,44E-05 718.273@11.683593 0,22797 0,004875
225.1842(@6.082333 0,3443 1,50E-05 136.0387@0.77786255 0,2271 0,0050445
447.344@12.672 0,34324 1,60E-05 979.273@14.136512 0,2269 0,0050839
415.3505@11.922286 0,34038 1,90E-05 644.2115@10.685887 0,22622 0,0052212
678.0397@0.3296 0,33864 2,11E-05 452.3366@6.3129997 0,22563 0,0053425
687.9842(@0.32138464 0,33849 2,13E-05 252.2089@10.230545 0,22442 0,005601
694.017@0.33033332 0,33768 2,23E-05 411.3343@11.387335 0,22316 0,0058817
643.9625@0.32924137 0,33682 2,35E-05 108.0929@11.384999 0,21978 0,0066983
254.2601@0.25 0,33448 2,70E-05 1053.9807@0.33108884 0,21961 0,0067423
238.2305@11.561 0,33448 2,70E-05 691.9901@0.33698216 0,21778 0,0072258
638.145@]11.689 0,33448 2,70E-05 363.2503@11.70379 0,21769 0,0072526
282.2923@12.363 0,33448 2,70E-05 240.1665@8.117125 0,21764 0,0072644
188.0717@1.209 0,33448 2,70E-05 545.3504@10.7605715 0,21731 0,0073574
563.9528(@0.30988097 0,33058 3,39E-05 398.2439@10.229333 0,21703 0,0074337
162.0909@6.5066605 0,33037 3.43E-05 372.2807@10.649577 0,21697 0,0074522
497.3388@11.06756 0,32043 6,04E-05 915.2661@7.516655 0,2167 0,0075274
697.2495@13.6125 0,31986 6,24E-05 246.0862(@0.5887819 0,21605 0,0077129
661.4768@12.456924 0,31853 6,72E-05 347.3046@11.417894 0,21353 0,0084767
341.0336@7.510429 0,30556 0,00013602 655.3053@10.712833 0,21325 0,0085648
842.0551@0.3296 0,30286 0,00015689 747.5828@13.251114 0,2132 0,0085802
255.9591@0.29044166 -0,29817 0,0002004 293.0967@0.6587778 02121 0,0089363
678.5041@7.795275 0,29572 0,00022742 783.976@0.3320877 0,2097 0,0097596
C49 H30 CINO 0,29561 0,00022861 468.4179@13.250272 0,20889 0,010054
530.0036(@0.33142856 0,29372 0,00025189 316.0749@0.5893513 0,20886 0,010063
567.3336@10.894827 0,28992 0,00030524 698.5904(@14.048 0,20864 0,010144
342.0317@7.5008335 0,28525 0,00038502 314.2678@11.412724 0,20799 0,010387
251.1617@9.834846 0,28346 0,00042053 669.9874(@0.33777547 0,20781 0,010455
414.3633@12.647845 0,28134 0,00046633 659.9582@0.30999067 0,20696 0,010783
110.1096@8.571667 0,28089 0,00047674 694.0001@0.32921723 -0,20664 0,010908
291.8975@0.34639996 0,27755 0,00056002 621.0217@0.51150006 0,20627 0,011053
388.1447@8.020166 0,27717 0,00057032 632.24@10.700231 0,20454 0,01176
980.9267@11.680333 0,27638 0,00059217 1030.0035@0.33131692 0,20404 0,011973
521.3352@10.799391 0,27167 0,00073999 725.9656(@0.33174998 0,2032 0,012334
353.0216(@6.668 0,27123 0,00075559 830.4423@7.5986657 0,20234 0,012717
662.452@]13.602 0,27123 0,00075559 234.0858@0.530124 -0,20227 0,012752
138.9945@15.47 0,27123 0,00075559 704.1722@11.139749 0,20143 0,013132
138.9949@15.753 0,27123 0,00075559 636.5182@11.725 0,20121 0,013234
353.0229@6.758 0,27123 0,00075559 754.2453@11.683 0,20016 0,013736
159.0531@0.49675012 0,27076 0,00077225 457.9355@0.32109895 0,19954 0,014033
637.0916(@0.4725045 0,26628 0,00095066 162.0861@3.9308622 0,1992 0,014203
571.2564@10.90175 0,2654 0,00098974 319.9127@8.887606 0,1978 0,014909
381.9572(@0.3342023 0,26499 0,0010084 220.1118(@6.7692523 0,19743 0,015105
418.3099@12.510638 0,26484 0,0010154 519.5343@10.684 0,19718 0,015238
608.2214@10.621836 0,2635 0,001079 233.2726(@2.882 0,19691 0,015381
989.0167@0.33233333 0,26269 0,0011198 519.3331@10.615709 0,19682 0,015425
760.052@0.33009088 0,257 0,0014449 709.9774(@0.33040002 -0,1962 0,015759
387.4197(@6.1879997 0,25616 0,0014996 389.7187@7.5135 0,19563 0,016072
637.0924(@0.59892195 0,25607 0,0015058 982.094@0.60002404 0,19546 0,016168
681.0747@7.523143 0,25536 0,0015534 142.0128(@0.28985217 -0,19499 0,01643
242.1635@3.1575716 0,25421 0,0016343 272.1845@9.956316 -0,19252 0,017869
150.0207@9.697416 0,25329 0,0017014 298.267@12.509186 0,19252 0,017874
659.7656@11.7347765 0,253 0,001723 665.0208@11.668874 0,19209 0,018135

2-Hexyldecanoic acid +
370.2875@11.299402 0,24898 0,0020504 11.399178 0,19143 0,018545
681.3581@11.878035 0,24719 0,0022139 180.0178(@0.2886 0,19138 0,018573
378.3129@10.812906 0,24653 0,002277 411.3278@11.55343 0,1907 0,019005
663.7819@11.676749 0,24594 0,0023353 629.5405@13.497547 0,18965 0,019685
593.2598@10.582306 0,24479 0,002452 299.9558@0.3355754 0,18954 0,019756
1018.4341@11.659348 0,24428 0,0025053 312.2674@11.54154 0,18922 0,01997
358.3094@12.013703 0,24392 0,0025431 71.0728(@0.40852177 0,24236 0,0027153
743.9521@0.33662507 0,24291 0,0026538 375.3361@11.97615 0,18845 0,020491
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1177.9948@0.3306338 0,18828 0,020603 382.3291@12.835895 0,17445 0,032167
340.1354@7.5157695 0,1881 0,020731 693.6118@13.348343 0,17376 0,03287
179.9812@0.33536366 0,18778 0,02095 655.5032@12.212287 0,17342 0,033212
201.1734@7.705236 0,18741 0,021209 373.3009@]11.359363 0,17336 0,033278
501.2903@10.415399 0,18674 0,021681 637.0927@0.7744274 0,17312 0,03353
1177.9948@0.3306338 0,18828 0,020603 447.9951@0.3322105 0,17292 0,033728
340.1354@7.5157695 0,1881 0,020731 312.2674@13.514637 0,17253 0,034148
179.9812@0.33536366 0,18778 0,02095 681.3573@]11.774888 0,17251 0,034168
201.1734@7.705236 0,18741 0,021209 564.4713@13.007466 0,17245 0,034227
501.2903@10.415399 0,18674 0,021681 673.4981@10.5176525 0,17207 0,034634
1177.9948@0.3306338 0,18828 0,020603 461.3164@11.34447 0,17203 0,034672
340.1354@7.5157695 0,1881 0,020731 344.2554@9.810207 0,1715 0,035245
282.2896@12.396 0,18622 0,022061 924.0306@0.32953396 -0,17127 0,035492
294.1867@9.409456 0,18511 0,022874 477.2967@10.383148 0,1698 0,037124
921.0026@0.22384815 0,18462 0,023245 771.6051@12.5939665 0,16897 0,038082
586.2222@]10.842429 0,18418 0,023582 226.1693@6.0694985 -0,16885 0,03822
617.2914@10.733296 0,18353 0,024088 803.3695@7.5342903 0,1688 0,038274
929.1799@0.6233685 0,18205 0,025275 358.3094@]11.8517 -0,1683 0,038863
543.3331@11.100715 0,18121 0,025964 216.1@3.8915002 0,16786 0,03938
208.1473@8.34149 -0,18076 0,026341 483.0753@6.6256 0,16742 0,039905
292.0907@0.6016598 0,18074 0,026365 563.3327@10.69425 0,16728 0,040076
375.7418@]11.904304 0,17895 0,027913 293.0948@0.7432758 0,16685 0,040597
510.464@13.517 0,17889 0,027966 713.5617@12.19719 0,16657 0,040944
414.2053@8.7115 0,17837 0,028437 456.2781@11.958 0,16613 0,04148
457.3435@10.77137 0,17803 0,028743 568.5094@13.50477 0,16594 0,041717
417.308@11.387147 0,17719 0,029517 621.0212@0.13571429 0,16482 0,04314
366.3303@13.057825 0,17703 0,029664 451.3142@9.970349 -0,1644 0,04368
184.108@4.739128 0,17559 0,031041 356.2759@]11.410445 0,16424 0,043886
726.1566@10.716974 0,17534 0,031282 356.2923@10.689628 0,16408 0,0441
216.1147@6.8130403 0,17525 0,031373 760.0249@0.3289144 -0,1638 0,04446
865.9783@0.33222955 0,17489 0,031734 242.201@9.2369995 0,16365 0,044658
754.0023@0.32150468 -0,17457 0,032051 633.443@10.979151 0,16223 0,046575
188.0802@0.7503334 0,16207 0,046799 348.3037@11.592231 0,16091 0,048408
597.479@11.791929 0,16199 0,046899 848.4207@7.517643 0,16062 0,048822
452.3368@6.060694 -0,16182 0,047137 520.4376@12.722348 0,1605 0,048993
729.2398@13.290025 0,16164 0,047383 Paraxanthine 0,16021 0,049403
452.4209@13.506493 0,16158 0,047477 468.4134@13.209506 -0,15998 0,049739
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Tabla suplementaria 11. Metabolitos diferenciales en funcion del patron de la DF de la cohorte 1

(p<0,05).
Metabolito p.value FDR Fisher's LSD
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical
376.1223@9.6 lesion;
615925 0,00018915 0,14434 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical
lesion
823.5677@]12. 0.0002293 0.14434 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
931999 ’ ’ Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory;
139.0636@0.4 0,00051344 0,21547 Subcortical
0001464 .
- Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
322.61432@1'52 0,00083706 0,25256 DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
648.3712@13. 0.001044 025256 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
055613 ’ ? Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
;25'2130295@0'3 0,0013319 0,25256 Normal DWI - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
122'9095;75@0'6 0,001639 0,25256 DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Isolated cortical
lesion;
113.061@0.37 0,0016798 0,25256 Subcortical - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Multiples territories;
787277 .
Scattered 1 territory —
Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical
362.2134@7.0 lesion;
398383 0,0019471 0,25256 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical
lesion
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Scattered 1 territory - Isolated
cortical lesion;
522'7109371@6'8 0,0020355 0,25256 Normal DWI - Multiples territories; Scattered 1 territory - Multiples territories;
Subcortical —
Multiples territories
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
332500733@1 I 0,0022066 0,25256 lesion;
Subcortical - Isolated cortical lesion
129.0514@0.6 . . . .
500699 0,003426 0,33525 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
168.0296@0.6 :
1285967 0,0034617 0,33525 Normal DWI - Scattered 1 territory
28360637@0.63 0,0055877 0,50249 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1
;;;'2%79@0'42 0,0065648 0,53691 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
159.0294@0.3 :
9463043 0,0068234 0,53691 Normal DWI - Scattered 1 territory
532;11040555@0'3 0,0089958 0,63268 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory
;Z§6%3168@0.3 0,0093181 0,63268 Normal DWI - Scattered 1 territory
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
ﬁg.9()403@0.34 0,011121 0,63268 lesion;
Subcortical - Isolated cortical lesion
71.0754@0.41 . . Lo .
229078 0,011678 0,63268 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
2TIRB@2 g012465 063268 DWE
Scattered 1 territory - Subcortical
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
SOER@ 0012579 063268 DWE;
Scattered 1 territory - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated
22'70&837@0'39 0,012767 0,63268 cortical lesion;
Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Subcortical
2?2336324@10. 0,014553 0,63268 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Multiples
3?2'5542139@13' 0,015363 0,63268 territories;

Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Subcortical

244



9. Anexos

9.3. Tablas suplementarias

284.2732@]12. Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical —
124484 0,01541 0,63268 Scattered 1 territory
440.3369@6.9 0,015666 0,63268 Scattered 1 territory - Normal DWI
429083
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
479.3374@11. 0,015854 0,63268 DWI;
26483 . .
Scattered 1 territory - Subcortical
22?'39074331 @03 0,015885 0,63268 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
287.2823@7.8 0016178 0.63268 Nolrmal DWTI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
183784 lesion
798.6533@13. 0016237 0.63268 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
746083 ’ ] Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
209.0745@0.4 Isol.ated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1
0415385 0,016528 0,63268 territory;
Normal DWI - Subcortical
256.0987@0.3 0016583 0.63268 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
9790908 ’ ’ Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion -
220.111@6.73 Subcortical; . o . . o
0,017753 0,64553 Normal DWI - Multiples territories; Scattered 1 territory - Multiples territories;
58093
Normal DWI —
Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
662.4369@1 1. Nolrmal DWTI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
7656145 0,017946 0,64553 lesion;
Subcortical - Isolated cortical lesion
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical
2421881 108@6.7 0,01868 0,65328 lesion;
Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Scattered 1 territory
Subcortical - Multiples territories; Normal DWI - Scattered 1 territory;
312.1731@8.5 0,02037 0,66437 Subcortical —
13899 .
Scattered 1 territory
4953341@10. Nolrmal DWTI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
767867 0,020461 0,66437 lesion;
Subcortical - Isolated cortical lesion
gg(l).l404684@12. 0,02058 0,66437 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
56.0683@9.67 002137 0.67263 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
9461 ’ ’ Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1
129.0444@0.6 0,024259 0,70883 territory; Subcortical —
452794 .
Scattered 1 territory
32(5)'575331 6@48 0,024373 0,70883 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI
CI10 H11 N3 0025134 070883 Isolated cortlca! lesion - Subcgrtlcal; Scattered 1 territory - Multiples territories;
02 Scattered 1 territory - Subcortical
831.2313@13 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
) ’ 0,025152 0,70883 Normal DWI —
703026 .
Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
835 H26 N4 0,025649 0,70883 DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
?;23.50281 1@9-6 0,026308 0,70883 Subcortical —
Scattered 1 territory
779.547@13.3 0.027315 0.70883 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
20779 ’ ’ Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
3236225956@1 I 0,028158 0,70883 Normal DWI - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
C22 H34 04 0,028882 0,70883 Normal DWI - Isolated cortical lesion
186.0492@0.4 .
0365914 0,029708 0,70883 Normal DWI - Scattered 1 territory
413.2926@10. Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Multiples territories —
074945 0,030686 0,70883 Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
370.3085@12. .
259406 0,030885 0,70883 Subcortical - Normal DWI
523.9691@0.3 .
2459307 0,031033 0,70883 Subcortical - Normal DWI
32?'737246@12' 0,031374 0,70883 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI
776.4943@13 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
; ’ 0,032672 0,70883  Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
112258 :
Subcortical - Normal DWI
801.5283@13. 0,033167 0,70883 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
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376448
451;1;121914 s@12. 0,033313 0,70883 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
674.5372@]12. 0.033352 070883 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
863 ’ ’ Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
222.896551@5.5 0,034043 0,70883 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
222.603071 @18 0,034143 0,70883 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Scattered 1 territory
151772463?7@13 0,035088 0,70883 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
gzg.31722@6.15 0,035317 0,70883 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
2;3'2156582@4'6 0,035469 0,70883 Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI

Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
2%2;1243875@1 I 0,036896 0,72569 Subcortical —

Scattered 1 territory
242.1639@5.4 .
946003 0,037569 0,72569 Scattered 1 territory - Normal DWI

Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal
200.1763@8.2 - 138114 072569 DWI;
57264 . .

Scattered 1 territory - Subcortical
202.0344@0.2 Nolrmal DWTI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
9078484 0,038619 0,72569 lesion;

Subcortical - Isolated cortical lesion

Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
82229151@13' 0,039863 0,73588 Subcortical —

Scattered 1 territory
}1;712'601179@9'6 0,041552 0,73588 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion
795.5393@12. 0042312 073588 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWT; Subcortical —
951568 Scattered 1 territory
2(5)3819041 @03 0,042401 0,73588 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
15137505';?89@13 0,042453 0,73588 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
2369768857@0'29 0,042668 0,73588 Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
302.2244@10. 0043554 0.74101 chttered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical
430186 lesion
523.9638@0.3 .
2402447 0,044234 0,74254 Normal DWI - Subcortical
306.2563@12. 0.045129 07476 Isolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Subcortical;
168757 ’ ’ Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical

Normal DWI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
?226214734@10' 0,045856 0,74978 lesion;

Subcortical - Isolated cortical lesion
éfgbl7232@8.7 0,046843 0,75203 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
457.2282@8.5 0,047953 075203 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWT; Subcortical —
53286 Scattered 1 territory
760.0261@0.3 Nolrmal DWTI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
4239823 0,048227 0,75203 lesion;

Subcortical - Isolated cortical lesion
363.251@12.9 . - N . .
80447 0,048929 0,75203 Multiples territories - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
1173.3484@13 0.049796 0.75203 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical —

.548473

Scattered 1 territory
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Tabla suplementaria 12. Metabolitos diferenciales en funcion del patron de la DF de la cohorte 2

(p<0,05).
Metabolito p.value FDR Fisher's LSD
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
166.0285@2.44 3,94E-11 2,16E-07 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
886.4005@11.404305 3,67E-08 0,00010286 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Isolated cortical lesion - Normal DWI;
759.5795@13.663 1,36E-05 0,016432 Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Scattered 1 territory;
Multiples territories - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
634.4999@13.728874 6,49E-05 0,051349 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
215.1059@3.0609999 7,51E-05 0,051349 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
°19.3335@10.530935 8,49E-05 0,051349 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
>11.0833@0.8502882 0,00018669 0,087801 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical —
126.1043@3.2037501 0,0001935 0,087801 Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
736.0102@0.33522218 0.00030797 0.10624 Mult}ples terr%tor%es - Isolated cortlca! lesion; Ml}ltlples t§mFor1es - Normal DWI;
Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
517.9447@0.30889246 0.00032586 0.10624 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Isolated cortical lesion - Subcortical;
767.9868@0.33496663 0,00035648 0,10624 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical;
Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory;
542.3984@12.890575 0,00037434 0,10624 Normal DWI - Subcortical
586.2222(@10.842429 0.00038047 0.10624 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI;
286.262@6.209396 0,00045735 0,1161 Subcortical - Normal DWI
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Isolated cortical lesion —
287.2128@5.1527076 0,00051884 0,1161 Subcortical; Multiples territories - Subcortical; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
489.4205@13.294338 0.00053993 0.1161 Isolated cortlca! lesion - Mgltlples tc.:rrlt.orles; NO@al DWI - Multlples. ter.rltorles;
Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Multiples
114.0166@0.28954086 0,00056233 0,1161 territories;
Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
759.576@13.7512 0,00057571 0,1161 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical;
Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Scattered 1 territory —
392.3041@9.169374 0,00070194 0,12769 Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory -
Subcortical
681.9688@0.31354544 0,00070351 0.12769 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
497.3946@6.0739594 0.00082974 0.13284 Scattere.d 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Subcortical - Normal DWI
470.3466@4.201277 00008326 0.13284 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical —
426.4939@0.3116667 0,00084166 0,13284 Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
291.8827@0.34366665 0,00089319 0,13348 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
486.0022@0.3082609 000097144 0.13348 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
268.5094@13.50477 0,0009838 0,13348 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
685.315@10.914328 0,00099283 0,13348 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
Normal DWI - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
170.1102@6.5159173 0,0012968 0,16017 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
579.3538@11.082965 0,0013803 0,16017 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Normal DWI;
495.3339@10.79397 0,0014598 0,16017 Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI;
Subcortical - Normal DWI
224.1776@9.151642 00015219 0.16017 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical lesion;

Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion
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Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;

171.1499@6.0734553 0,0015353 0,16017 Subcortical - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
354.2177@6.219 0,0015725 0,16017 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
340.2981@13.669666 0,001629 0,16017 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
495.3337@10.780594 0,0017099 0,16017 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Normal DWI;
636.8372@11.835604 0,0017245 0,16017 Scattered 1 territory - Normal DWI
435279@11.498829 0.0017409 0.16017 Normal ‘DWI - Isolated cqrtlcal lf‘)SIOIl; Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion;
Subcortical - Isolated cortical lesion
865.9783@0.33222955 0,0017734 0,16017 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
348.2577@5.65126 00017842 0.16017 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Subcortical,
929.4199@11.494099 0,0017924 0,16017 Normal DWI - Multiples territories; Scattered 1 territory - Multiples territories;
Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
128.046@0.36416665 0,0018091 0,16017 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
106.0641@0.1735 0,0019848 0,17155 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
131.0613@0.679 0,0021059 0.17778 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
>32.8276@7.775509 0,0021664 0,17873 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Normal DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
238.0844@4.8048944 0,0022162 0,17877 TIsolated cortical lesion - Subcortical; Multiples territories - Normal DWT;
Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
220.0844@2.6850002 0,0023158 0,18274 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
618.4717@9.491957 0,0024355 0,18811 Isolated cortical lesion - Normal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI
365.9818@0.33119023 0,0025629 0,19356 Normal DWI - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory —
401.8248@7.070214 0,0026128 0,19356 Isolated cortical lesion; Multiples territories - Subcortical; Scattered 1 territory —
Normal DWTI; Scattered 1 territory - Subcortical
287.2463@9.395551 0,0027105 0,19678 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical
lesion;
956.0219@0.33066666 0,0027771 0,19767 Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Subcortical; Scattered 1
territory
- Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
Multiples territories - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1
C13 H25 N O3 0,0031941 0,22297 territory
- Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
181.1469@6.151663 0,0033052 0,22638 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
Scattered 1 territory - Normal DWI
725.9656@0.33174998 0,0037476 0,25192 TIsolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory
466.2946(@7.469009 0,0039369 0,25694 TIsolated cortical lesion - Normal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
767.9911@0.33708334 0,0039638 0,25694 Subcortical - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical —
Normal DWI
773.5807@11.88525 0.0040753 025849 Isolated cortlca.l lesion - Norrgal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
322.978@0.46058574 00041663 025849 Isolated cortlca! lesion - Mgltlples tc.:rrlt.orles; Normal DWI - Multlples. ter.rltorles;
Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI;
388.1454@7.8742414 0,0042013 0,25849 Subcortical - Normal DWI
532.316@7.6263337 0,0045009 0,262 Scattered 1 territory - Normal DWI
685.5301@11.845539 0,0045467 0,262 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
674.2562@11.681 0,0045473 0262 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWT; Subcortical —
Scattered 1 territory
485.9967@0.30815864 00046154 0262 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
685.9856@0.3366482 0,0046471 0,262 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
289.1531@1.6523333 0,0048295 0,262 Subcortical - Normal DWTI; Subcortical - Scattered 1 territory

248



9. Anexos

9.3. Tablas suplementarias

148.0148@9.675296 0,0049426 0,262 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
471.8113@6.069378 0,0050266 0,262 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical lesion
468.4179@13.250272 0005116 0262 Scattered 1 terr}tory - Multlplc‘:s territories; Scattered 1 territory - Normal DWI,

Scattered 1 territory - Subcortical
554.3474@8.024438 0,0051204 0,262 Scattered 1 territory - Normal DWI
444281 @7.3047404 0,0051373 0,262 Scattered 1 territory - Normal DWI
CI8 H16 017 S3 00051536 0262 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;

Subcortical - Scattered 1 territory

Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical —
455.054@6.069389 0,0051967 0,262 Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
662.4486@13.440018 0,0056728 0,28209 Scattered 1 territory - Normal DWI

Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI;
CI5H34 N80 0,005759 0,2825 Subcortical —

Normal DWI
711.2768@11.671 0,0060704 0,29381 Scattered 1 territory - Normal DWI
466.7966(@7.46848 0,0062235 0,29725 TIsolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI

Subcortical - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Scattered 1 territory;
158.0991@0.27866668 0,0063549 0,29884 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
400.2579@7.080311 00064213 0,29884 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,

Scattered 1 territory - Subcortical
Cl4HI14016 S2 00065762 030217 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;

Subcortical - Scattered 1 territory

Isolated cortical lesion - Normal DWI; Multiples territories - Normal DWT;
940.0344@0.3297143 0,0067565 0,30658 Multiples territories

- Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical

Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
752.2429@11.677412 0,0068598 0,30742 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
C34 H42 N4 S5 0,0071137 0,31491 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWT - Subcortical
113.0579@0.37825444 00075317 03272 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;

Subcortical - Scattered 1 territory

Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical lesion;
234.0863@0.640614 0,0075717 0,3272 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion
501.9828@0.31086957 00079247 033843 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,

Scattered 1 territory - Subcortical
138.9952@0.29120246 0,0081844 0,34546 Normal DWI - Scattered 1 territory
CISHI6 018 S2 00086664 035914 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;

Subcortical - Scattered 1 territory

Isolated cortical lesion - Multiples territories; Scattered 1 territory - Multiples
1026.9774@0.33054432 0,0088585 0,35914 territories;

Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical

Isolated cortical lesion - Subcortical; Scattered 1 territory - Multiples territories;
313.2275@6.246513 0,008863 035914 Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
199.0163@0.2912759 0,008988 0,35914 Normal DWI - Scattered 1 territory

Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion; Normal
608.224@10.529197 0,0090033 0,35914 DWI

- Multiples territories; Subcortical - Multiples territories

Isolated cortical lesion - Multiples territories; Scattered 1 territory
424.3512@12.508151 00093586 03691 - Isol‘ated cort}cal. lesion; Normal DWI - Multiples territories; Scattered 1 territory —

Multiples territories;

Subcortical - Multiples territories

Isolated cortical lesion - Subcortical; Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory
C21 H39N 04 0,0097213 0,3691 -

Subcortical
148.0169@9.4755 0.0098102 03691 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWT; Subcortical —

Scattered 1 territory

Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI;
452.3366@6.2140584 0,0098226 0,3691 Subcortical

- Normal DWI

Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
779.5555@13.520165 0,0099766 0,3691 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
1082.007@0.3283617 001001 03691 Subcortical - Mu‘ltlples territories; Subcortical - Normal DWI; Subcortical

- Scattered 1 territory

Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
3843075@11.858621 0.010141 0,3691 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
179.9789@0.3079091 0,010148 0,3691 Multiples territories - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
518.3194@11.073201 0010168 03691 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;

Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
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Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;

278.109@8.133053 0,010865 0,3905 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
C4H8O2S 0,011242 0,39774 Scattered 1 territory - Normal DWI
129.0393@0.37869868 0,011286 0,39774 TIsolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
412.2798@7.6842904 0011426 039882 Scattered 1 terr}tory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
123.0175@0.29050013 0,011622 0,40178 Normal DWI - Scattered 1 territory
222.0039@0.29186857 0,011981 0,40346 Scattered 1 territory - Normal DWI
620.205@10.902933 0,012098 0,40346 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Multiples territories;
438.3688@12.643956 0,012143 0,40346 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
136.0542@8.073125 0012173 0.40346 Isolated cortlca.l lesion - Norrgal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI,
Scattered 1 territory - Subcortical
337.9629@0.30419275 0012369 0.40346 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
108.094@3.9380753 0,012491 0,40346 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
842.0551@0.3296 0,012539 0,40346 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
368.321@12.290747 0,012574 0,40346 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
>48.4794@12.924666 0,012684 0,40346 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
214.9825@0.18661292 0,012782 0,40346 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
398.2528@4.60402 0,013391 0,41335 Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWTI;
563.3366(@10.684999 0,013539 0,41335 Subcortical
- Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
277.9528@0.31457755 0,013544 0,41335 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
526.2599@6.0554647 0,013634 0,41335 TIsolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
302.2467@10.672244 0,013665 0,41335 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
536.4806@13.395847 0,014077 0,4223 Normal DWI - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
483.9734@0.32 0,014621 0,43463 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
364.2398@11.179421 0,014727 0,43463 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
170.1381@5.1990747 0015017 043962 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
168.0572@0.3635 0,015236 0,44245 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
658.8269@1.4838572 0,015544 0,44576 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Isolated cortical lesion - Subcortical
Isolated cortical lesion - Normal DWI; Multiples territories - Normal DWT;
359.2285@7.5411525 0,015768 0,44576 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Isolated cortical lesion - Subcortical;
280.2413@10.599354 0,015877 0,44576 Normal DWI - Scattered 1 territory
386.1748@7.643404 0,015946 0,44576 Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
403.1998@7.625902 0,015964 0,44576 Scattered 1 territory - Normal DWI
678.5049@7.545569 0,016281 0,45114 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Multiples territories - Scattered 1
211.1116@2.8855329 0,016486 0,45338 territory;
Normal DWI - Scattered 1 territory
175.9625@0.21299998 0,017112 0,46704 Scattered 1 territory - Normal DWI
596.0342@0.3303846 0,017321 0,46923 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
148.0229@9.5984335 0,017773 0,47162 Scattered 1 territory - Normal DWI
342.2993@6.0656886 0,01785 0,47162 Scattered 1 territory - Normal DWI
183.0395@0.29067454 0,018008 0,47162 Normal DWI - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
317.2362@10.680616 0,018153 047162 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
255.9567@0.23754998 0,018243 0,47162 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
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168.1032@7.0810013 0,018288 0,47162 Tsolated cortical lesion - Subcortical, Normal DWT - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWI;
129.0887@0.38125 0,018319 047162 Multiples territories - Subcortical; Scattered 1 territory - Normal DWI
Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical —
A17.308@11.498182 0,018713 047614 Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory;
154.9671@0.15766667 0,018774 0,47614 Subcortical —
Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
250.0408@10.91466 0,018888 047614 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
296.2357@10.730937 0,01938 0,48517 Normal DWI - Scattered 1 territory
302.2464@10.835305 0,019959 0,49625 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI
Subcortical - Isolated cortical lesion; Normal DWTI - Scattered 1 territory; Subcortical
246.1267@11.810185 0,020905 0,51623 —
Scattered 1 territory
724.5084@12.67424 0,021139 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
380.2741@10.193933 0,021485 0,51734 TIsolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
84.0963@11.863165 0,021623 0,51734 Scattered 1 territory - Normal DWI
125.0153@0.29045692 0,021699 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
292.8324@0.62375 002192 051734 Isolated cortllcal 16519n - Normal DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
Isolated cortical lesion - Subcortical
695.0141@0.32878575 0021964 051734 Scattered 1 territory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWT;
Scattered 1 territory - Subcortical
245.9982@0.3105257 0,022234 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
135.9415@0.335676 0,022327 0,51734 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
716.2633@11.673073 0,022338 0,51734 Multiples territories - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
530.5216@0.3305 0,02268 0,51734 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Subcortical - Normal DWI; Subcortical
638.2781@10.698696 0,022713 0,51734 -
Scattered 1 territory
366.3303@13.057825 0,0231 0,51734 Scattered 1 territory - Normal DWI
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
400.9573@7.076572 0,023192 0,51734 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories — Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
423.3549@11.054702 0,023301 0,51734 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
723.4013@11.682252 0023325 051734 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
C10 H23 CIN4 0,023663 0,51734 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
809.9816@0.33585966 0,023813 0,51734 TIsolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
272.2161@10.229915 0,023831 0,51734 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion; Normal
760.0249@0.3289144 0,023978 0,51734 DWI-
Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
281.0076@0.29096305 0,024072 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
576.5114@13.133722 0.024331 051734 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical —
Scattered 1 territory
296.9844@0.29192597 0,024539 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
C15 H34 N6 0,024665 0,51734 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
C33H67Cl1O3 S 0,025132 0,51734 TIsolated cortical lesion - Normal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI
2742506@10.8738 0025168 051734 Isolated cort}cal leS}on - Normal ‘DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
Isolated cortical lesion - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Scattered 1
506.3946@12.908709 0,025751 0,51734 territory;
Normal DWI - Scattered 1 territory
C4 H14 N2 O2 0,025811 0,51734 TIsolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
753.6025@13.262712 0,025849 0,51734 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWI
213.9807@0.14742497 0,025871 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
271.2275@2.8668005 0,025894 051734 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Normal DWTI;

Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Isolated cortical lesion - Subcortical
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Isolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Subcortical;

454.9847@6.072 0,025913 0,51734 Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Scattered 1 territory;
Multiples territories - Subcortical
591.3003@10.934937 0025936 051734 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical
- Normal DWI
C24 H53 N5 0282 0,025963 0,51734 Multiples territories - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
398.3505@10.723607 0.026069 051734 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
298.2281@10.920599 0,026193 0,51734 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
234.0861@0.7021369 0,026221 0,51734 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical lesion
1292.6064@11.671416 0,026638 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
382.1052@0.38179177 0,026727 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
1290.1241@11.671404 0,02681 0,51734 Normal DWI - Scattered 1 territory
207.147@0.5770263 0,02718 0,51734 Normal DWI - Multiples territories; Normal DWI - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
154.9677@0.24624999 0,027294 0,51734 Multiples territories - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
783.976@0.3320877 0027344 051734 Isolated cort}cal leS}on - Normal ‘DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
Isolated cortical lesion - Subcortical
593.2615@10.672421 0,02735 0,51734 TIsolated cortical lesion - Normal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI
431.8781@8.923742 0,027402 0,51734 Scattered 1 territory - Normal DWI
431.3086@9.871 0,027438 0,51734 TIsolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
122.1093@11.866905 0,027506 0,51734  Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Subcortical,
1010.408@11.672766 0027723 051873 Sca.ttered 1 territory - Multiples territories; Normal DWI - Subcortical; Scattered 1
territory
- Subcortical
148.0154@9.748191 0,028121 0,52348 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
346.2588(@7.8691583 0028474 052736 Scattered 1 territory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
611.255@10.910106 0,028908 0,53267 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
194.1168@0.23915628 0,029139 0,53421 Subcortical
- Multiples territories
468.3356@12.71913 0029407 0.53575 Isolated gortlcal lesion - Subcortical; Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory
- Subcortical
1039.4167@11.671583 0,02959 0,53575 TIsolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
630.7958@1.5144 0,029665 0,53575 TIsolated cortical lesion - Normal DWTI; Scattered 1 territory - Normal DWI
612.4096@7.4557433 0,029918 0,53764 Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
694.0001@0.32921723 0,030111 0,53844 Normal DWI - Scattered 1 territory
825.9755@0.33489066 0,030409 0,5411 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
683.0869@7.523105 0,030641 0,54257 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
358.2278@7.550099 0,030827 0,54322 Scattered 1 territory - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories
310.1831@8.114489 0,031217 0,54521 Scattered 1 territory - Normal DWI
554.3304@7.768297 0,031483 0,54521 Scattered 1 territory - Normal DWI
913.2703@7.5542192 0,031595 0,54521 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion
577.9698@0.30845454 0,031675 0,54521 Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI
154.967@0.28086463 0,031691 0,54521 Normal DWI - Scattered 1 territory
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
662.9804@13.497684 0,032104 0,5486 Multiples territories - Scattered 1 territory; Multiples territories - Subcortical
306.2596@12.12988 0,032191 0,5486 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Normal DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
369.2771@10.923357 0,03321 0,56333 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
C14HI2N2O012S 0,033418 0,56422 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory
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Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Subcortical - Normal DWI; Subcortical

356.2759@11.410445 0,033703 0,565 —
Scattered 1 territory
921.0026@0.11480394 0,033775 0,565 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
392.08@11.663263 0034036 0.56523 Normal ‘DWI - Mqltlples territories; Scattered 1 territory - Multiples territories;
Subcortical - Multiples territories
907.9788@0.33443186 0,0341 0,56523 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
315.9285@0.33655742 0,034282 0,56565 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
204.9807@0.13828 0,03459 0,56815 Scattered 1 territory - Normal DWI; Scattered 1 territory - Subcortical
170.9589@0.1667193 0,035064 0,56984 Scattered 1 territory - Normal DWI
233.1993@4.6364117 0,035139 0,56984 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWTI - Subcortical
279.1301@0.43673682 0.035308 0.56984 Scattered 1 territory - Isolated .cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
510.8233@7.7605 0.035369 0.56984 Scattered 1 territory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI;
Scattered 1 territory - Subcortical
217.9519@0.33668748 0,035477 0,56984 Scattered 1 territory - Normal DWI
246.0862@0.5887819 0,035851 0,57143 TIsolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory
454.395@13.238646 0,035899 0,57143 Scattered 1 territory - Normal DWI
135.9379@0.33658975 0,036049 0,57143 Normal DWI - Scattered 1 territory
356.2906@11.4725 0036291 057277 Scattered 1 territory - Isolated‘cortlcal lesion; Scattered 1 territory - Normal DWT;
Scattered 1 territory - Subcortical
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Isolated cortical lesion - Normal DWI;
584.2225@10.785456 0,036451 0,57281 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Isolated cortical lesion - Subcortical
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Multiples territories - Normal DWT;
C17 H34 N6 O2 0,036762 0,57478 Multiples territories - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
921.0026@0.27129817 0,036893 0,57478 Normal DWI - Scattered 1 territory
772.5725@11.864494 0,037246 0,57728 Normal DWI - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
C24 H45 N7 019 0,037577 0,57728 Isolated cortical lesion - Normal DWT; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory
CI12 H22 N2 02 0,037703 0,57728 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Subcortical; Scattered 1
517.3188@10.78623 0,037919 0,57728 territory
- Normal DWI
198.162@10.276973 0,038109 0,57728 Normal DWI - Scattered 1 territory
1067.9929@0.33024 0,038304 0,57728 Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories
234.0859@0.71995 0,038351 0,57728 Multiples territories - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
C30H15CI3 N4 013 0,038483 0,57728 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Normal DWI - Multiples territories;
1357.575@11.673024 0,038572 0,57728 Subcortical - Multiples territories; Normal DWI - Scattered 1 territory
Normal DWI - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion;
618.5209@13.653475 0,038876 0,57728 Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
276.1728@8.068 0,038947 0,57728 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
Multiples territories - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Isolated cortical lesion;
704.155@10.690506 0,039022 0,57728 Normal DWI - Scattered 1 territory
662.4525@13.667 0.039509 057728 Isolated cort}cal leS}on - Normal ‘DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
Isolated cortical lesion - Subcortical
370.2121@7.512041 0,039743 0,57728 Tsolated cortical lesion - Normal DWT; Subcortical - Normal DWI
402.3353@11.7549515 0,039823 057728 Subcortical - Isglated cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical —
Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Normal DWI; Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory;
454.3932@13.253962 0,039837 0,57728 Multiples territories - Normal DWI; Multiples territories - Scattered 1 territory;
Multiples territories - Subcortical
717.5356@12.8897705 0,039943 0,57728 Isolated cortical lesion - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
Isolated cortical lesion - Multiples territories; Subcortical - Multiples territories;
322.2235@11.859871 0,040229 0,57728 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
1272.5966@11.671334 0040261 057728 Isolated‘cortlcal lesion - Scat‘tered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory;
Subcortical - Scattered 1 territory
641.7935@11.7166815 0,040389 0,57728 Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory
518.3183@10.879546 0,040723 0,57728 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Subcortical - Isolated cortical lesion;
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Subcortical - Normal DWI; Subcortical - Scattered 1 territory

Subcortical - Isolated cortical lesion; Subcortical - Multiples territories; Subcortical —

286.9971@0.55782086 0,040838 057728 Normal DWTI; Subcortical - Scattered 1 territory

mssanenst s asyas oo lelon il e Nomal DU s s
971.9777@11.671778 0.041084 057728 fsgilitsgncizratllcal lesion - Subcortical; Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory
653.9687@11.6380005 0041106 057728 Ssucbait(;rrt:jai -t;fr(;iztrc;d cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical
595.2745@11.126343 0,041189 0,57728 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI
510.464@13.517 0,041446 0,57865 Subcortical - Normal DWI

Gamma-Glu-Leu 0,041746 0,58061 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Scattered 1 territory - Normal DWI

C37 H50 CIN3 02 S2 0,042171 0,58428 Subcortical - Normal DWI

sosoorasesm oo osssto oD Ve e Seend ion Vs s
C17 H27 N O3 0.042609 0.58588 ISSC(Jaltatzi ;(ir?ecr;lti)ers;(inl\&x}ﬁglf: r;ei:tr;itigls'les; Normal DWI - Multiples territories;
388.1447@8.020166 0,043046 0,58628 Scattered 1 territory - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
198.1328@11.870784 0,043227 0,58628 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
366.1427@1.4195777 0043359 0.58628 gzzggzg i Ezgﬁgg : lg/{ltlljlzigrlg:atfrritories; Scattered 1 territory - Normal DWT;
340.2982@12.001823 0,043548 0,58628 Normal DWI - Isolated cortical lesion; Normal DWI - Scattered 1 territory
330.9431@0.17096551 0,043622 0,58628 Scattered 1 territory - Normal DWI

479.7947@7.625187 0,043628 0,58628 Scattered 1 territory - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
292.0907@0.6016598 0,043769 0,58628 Isolated cortical lesion - Normal DWI; Subcortical - Normal DWI
502.3092@7.7268 0,04592 0,609 Isolated cortical lesion - Normal DWI

535.3350@10.934509 0,045989 0,609 Iss:altatic;(i;(iriiec;%ti)ers;(insllﬁzlgrct?cnailcal; Scattered 1 territory - Normal DWT;
283.1371@6.0716147 0,046087 0,609 Normal DWI - Scattered 1 territory

ooz o Lelaed it ales i Norml DL Ml s
1328.0531@11.672338 0.046385 0.609 Ssucbait(;rrt:jai -t;;(ﬁztrc;d cortical lesion; Subcortical - Normal DWI; Subcortical —
971.4765@11.671829 0.046726 0.609 fsgilitzgncizratllcal lesion - Subcortical; Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory
159.1294@0.40213335 0,046771 0,609 Scattered 1 territory - Normal DWI

706.1702@11.115785 0,046828 0,609 Normal DWI - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
634.4974@13.649333 0,046975 0,609 Multiples territories - Scattered 1 territory; Normal DWI - Scattered 1 territory
risomeas3 oousit oo Nl s el el il s Norml DV
678.0254@0.32877952 0,047992 0,61777 Normal DWI - Scattered 1 territory; Subcortical - Scattered 1 territory
989.0017@0.33100006 0,048185 0,61806 Scattered 1 territory - Multiples territories; Scattered 1 territory - Normal DWI
663.7656@13.5668 0,048493 0,61982 Subcortical - Normal DWI

620.2666@10.694472 0,049479 0,62808 Normal DWI - Subcortical; Scattered 1 territory - Subcortical
324.229@10.810297 0,049485 0,62808 Normal DWI - Scattered 1 territory; Normal DWI - Subcortical
625.9881@0.33124003 004977 0.6295 Multiples territories - Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory —

Isolated cortical lesion; Scattered 1 territory - Normal DWI
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Metabolomics predicts stroke recurrence

after transient ischemic attack

Mariona Jové, PhD* ABSTRACT

Gerard Mauri-Capdevila, Objective: To discover, by using metabolomics, novel candidate biomarkers for stroke recurrence

MD* (SR) with a higher prediction power than present ones.
Idalmis Sudrez

Serafi Cambray, PhD
Jordi Sanahuja, MD
Alejandro Quilez, MD
Joan Farré, MD
Tkram Benabdelhak

Methods: Metabolomic analysis was performed by liquid chromatography coupled to mass spec-
trometry in plasma samples from an initial cohort of 131 TIA patients recruited <24 hours after
the onset of symptoms. Pattern analysis and metabolomic profiling, performed by multivariate
statistics, disclosed specific SR and large-artery atherosclerosis (LAA) biomarkers. The use of
these methods in an independent cohort (162 subjects) confirmed the results obtained in the first

Reinald Pamplona, MD, ~ ©°"°™®
PhD Results: Metabolomics analyses could predict SR using pattern recognition methods. Low concen-
Manuel Portero-Otin, trations of a specific lysophosphatidylcholine (LysoPC[16:0]) were significantly associated with
MD, PhD SR. Moreover, LysoPC(20:4) also arose as a potential SR biomarker, increasing the prediction
Francisco Purroy, MD, power of age, blood pressure, clinical features, duration of symptoms, and diabetes scale
PhD (ABCD2) and LAA. Individuals who present early (<3 months) recurrence have a specific metab-

olomic pattern, differing from non-SR and late SR subjects. Finally, a potential LAA biomarker,
LysoPC(22:6), was also described.
[L;O"'ESPO"dm“ to Conclusions: The use of metabolomics in SR biomarker research improves the predictive power of
"o conventional predictors such as ABCD2 and LAA. Moreover, pattern recognition methods allow us
to discriminate not only SR patients but also early and late SR cases. Neurology® 2015;84:36-45

fpurroygarcia@gmail.com

GLOSSARY

ABCD2 = age, blood pressure, clinical features, duration of symptoms, and diabetes scale; IDI = integrated discrimination
improvement; LAA = large-artery atherosclerosis; Lp-PLA = lipoprotein-associated phospholipase A; NRI = net reclassifi-
cation improvement; LysoPC = lysophosphatidylcholine; MS/MS = tandem mass spectrometry; PLS-DA = partial least
squares discriminant analysis; ROC = receiver operating characteristic; SLC = solute carrier; SR = stroke recurrence.

Stroke is the leading cause of acquired neurologic incapacity.' In almost 20% of cases, stroke is
preceded by TIA, providing a great opportunity for prevention.” Thus, the risk of stroke is
particularly high during the few days after the onset of TIA symptoms. However, TIA patients
are a heterogeneous group in terms of symptoms, risk factors, underlying pathology, and early
prognosis.” The presence of large-artery atherosclerosis (LAA) has been the main established
predictor of subsequent stroke* so far, but a definitive prognostic tool for stroke recurrence
(SR) is not defined.
Recently, in stroke research, there has been significant interest in biomarker development for
predicting SR. Candidate approaches have rendered few biomarkers to be useful in the prognosis
of TIA patients such as C-reactive protein,” copeptin,® and lipoprotein-associated phospholipase A
(Lp-PLA),” but the validity of the proposed biomarkers is debated.'® Regarding biomarker dis-
covery for etiology classification, only the activity of Lp-PLA2 has been shown effective for the
Editorial, page 17 detection of LAA,”'" and very recently pro—brain natriuretic peptide levels have been associated
with the diagnosis of atrial fibrillation.'?

Supplemental data
at Neurology.org
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9. Anexos

New techniques such as metabolomics pro-
vide the opportunity to identify new bio-
markers.'”” This has been applied in stroke
research'®" but no description of SR after early
recovery such as that present in TIA patients
appeared.

The aim of the present study was to perform
a metabolomic analysis of plasma from a cohort
of TIA patients in order to find (1) new candi-
date biomarkers associated with SR, (2) tempo-
ral patterns of recurrence, and (3) the potential
impact of LAA in the plasma metabolomic pro-
file. Results were then validated in an indepen-
dent cohort, thus ensuring robustness of the
resulting candidate biomarker.

METHODS Standard p 1 app

and patient consents. The study was approved by the ethics

Is, registrations,

committee of the Arnau de Vilanova University Hospital. Patient

consent was obtained from all the donors.

Subjects. We prospectively recruited consecutive patients with tran-
sient neurologic deficit who were attended by a neurologist in the
emergency department during the first 24 hours after the onset of
symptoms (REGITELL registry).'® These patients were aleatorized
into 2 cohorts (e-Methods on the Neurology™® Web site at Neurology.
org). TIA was defined as acute onset of focal cerebral or monocular
symptoms lasting <24 hours attributable to brain ischemia. The
number of TIA patients attended in our hospital during the study
period (January 2008 to January 2012) determined the sample size.
Risk factor profile; clinical characteristics; age, blood pressure, clinical
features, duration of symptoms, and diabetes score (ABCD2)';
ultrasound; and neuroimaging protocols were recorded as described
in e-Methods.

Follow-up and clinical endpoints. Endpoint event was SR. A
stroke physician performed clinical visits during the follow-up at 7
days, 3 months, and every 6 months. Imaging data were required to
confirm brain ischemia in all SR patients considered. Recurrence of

a TIA was not considered an endpoint.

Metabolomi. lysis. For d metabolomics analy-

y
sis, metabolites were extracted from plasma samples and analyzed
using liquid chromatography coupled to mass spectrometry as
described in e-Methods.

Statistical analysis. Staristics calculations were performed using
SPSS software for Macintosh, version 20 (SPSS, Chicago, IL), R
software, or the Stata 11 statistics package (StataCorp, College Sta-
tion, TX). Further information for tests used appears in e-Methods.

RESULTS Clinical ch
Table 1 shows baseline characteristics of both cohorts,

of the study popul

comprising 293 patients. As confounders for the me-
tabolomic analyses, we excluded significant differences
in characteristics for vascular risk factors, clinical symp-
toms, ABCD2 score, etiologic subtypes, or discharge
treatments between the 2 cohorts. Previous anticoagu-
lation tended to be more frequent among those pa-
tients from the first cohort. The cohorts did not
differ significantly in terms of SR.

9.4. Primer articulo:
Metabolomics predicts stroke recurrence after ischemic attack

A total of 35 patients had SR. Two patients died
due to recurrent ischemia. In the univariate analysis
(table 2), only LAA and ABCD2 score were associated
with SR. Clopidogrel and anticoagulation at dis-
charge were associated with SR.

Sut stroke risk exhibi bol

a specific
profile. Untargeted metabolomic analysis in cohort 1
indicated plasma biomarker potentially indicating
future SR. Molecular features detected (present in at
least 50% of samples in the same group) are repre-
sented in the heat map (figure 1B). TIA patients
with SR had a specific metabolomic signature, as
shown by partial least squares discriminant analysis
(PLS-DA) (figure 1C), reaching an accuracy ranging
from 66% (in positive ionization, specificity = 0.63,
sensitivity = 0.95) to 73% (in negative ionization,
specificity = 0.68, sensitivity = 1). The individual
importance of molecules in the model is presented in
the supplemental data (dataset 1).

Univariate statistics revealed that 94 ions differen-
tiated SR from non-SR patients (p < 0.05) (dataset 2,
supplemental data). By using orthogonal approaches
(exact mass, isotope distribution, tandem mass spec-
trometry [MS/MS], and retention time database), 6
molecules were identified: 1-monopalmitin, dodeca-
noic acid, meso-erythritol, threonate, and lysophos-
phatidylcholine (LysoPC[16:0]) downregulated and
myristoyl-ethanolamine upregulated (p < 0.05) in
SR patients. After pathway analysis, these molecules
clustered into free fatty acid metabolism, energy
metabolism, and solute carrier (SLC)-mediated
transmembrane transport pathways (dataset 3, sup-
plemental data).

Temporal patterns of stroke recurrence define specific
metabolomic profiles. The results (figure 1D) show that
PLS-DA of metabolomic profiles has a high accuracy in
differentiating early SR from later SR groups (dataset 1).
A total of 325 ions differentiated the groups by analysis
of variance (p < 0.05, dataset 2). These molecules (14
metabolites identified among all the differential ions),
indicating early recurrence, clustered into different
metabolic pathways with 13 common between
recurrence and temporal patterns of recurrence,
including fatty acid metabolism  (biosynthesis,
transport, and receptors) and regulation of insulin
secretion (table e-1, daraset 3).

Patients with LAA have a specific metabolomic pattern.
We focused on LAA etiology because of its importance
as a SR predictor.*® We evaluated metabolomic pro-
files of patients with symptomatic carotid or intracra-
nial stenosis of at least 50%. The results (figure 1E)
revealed that metabolomic profiles are able to offer a
high accuracy predicting presence of LAA (PLS-DA
accuracy 91%-98%, positive: specificity = 0.79,
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[ Table 1 Comparative characteristics, treatments, and stroke recurrence ]
Variable Cohort 1 (n = 131) Cohort 2 (n = 162) Total (n = 293)
Vascular risk factors

Age, y, mean (SD) 705 (11.4) 721 (11.2) 71.7 (10.8)
Male 85 (64.9) 94 (58.0) 179 (61.1)
Previous stroke 28 (21.4) 35 (21.6) 63 (21.5)
Hypertension 91 (69.5) 111 (68.5) 201 (68.8)
Coronary disease 18 (13.7) 21 (13.0) 39 (13.3)
Diabetes mellitus 41 (31.3) 47 (29.0) 88 (30.0)
Smoking 18 (13.7) 19 (11.7) 37 (12.6)
Hypercholesterolemia 49 (37.4) 61 (37.7) 110 (37.5)
Previous atrial fibrillation 17 (13.0) 17 (10.5) 34 (11.6)
Basal treatments
Aspirin 30 (22.9) 36 (22.4) 66 (22.6)
Clopidogrel 9(6.9) 18 (11.2) 27(9.2)
Anticoagulation 19 (14.5) 12 (7.5) 31 (10.6)
Statins 43 (32.8) 46 (28.6) 89 (30.6)
Renin-angiotensin system blockers 65 (49.6) 78 (481) 144 (491)
Clinical symptoms
Duration
<10 min 12(9.3) 17 (10.8) 29(9.9)
10-59 min 50 (38.2) 61 (37.7) 111 (37.9)
1h 69 (52.7) 84 (51.9) 153 (52.2)
Cluster TIA 36 (27.5) 33 (20.4) 65 (22.2)
Weakness 70 (53.4) 85 (52.4) 155 (52.9)
Isolated sensory symptoms 12(9.2) 13 (8.0 25(8.5)
Speech impairment 78 (59.5) 103 (64.0) 181 (62.0)
Vertebrobasilar 10(7.6) 12(7.5) 22(7.5)
ABCD2 5.2 (4.0-6.0 5.1 (4.0-6.0) 5.1 (4.0-6.0)
Etiologic subtypes
Large artery atherosclerosis 33(25.2) 32 (19.9) 65 (22.3)
Cardioembolism 23(17.6) 37 (23.0) 60 (20.5)
Small vessel disease 28 (21.4) 30 (18.6) 58 (19.9)
Undetermined cause 47 (35.9) 62 (38.5) 109 (37.3)
DWI (n = 251) 59 (45.7) 56 (36.8) 115 (40.9)
Time points
Stroke recurrence at 7 days follow-up 6 (4.6) 5(3.1) 11(3.8)
Stroke recurrence at 90-day follow-up 8(6.1) 7 (4.3) 15 (5.1)
Stroke recurrence at 1-year follow-up 13(9.9) 10(7.2) 23(8.5)
Stroke recurrence during the follow-up 20(15.3) 15(9.3) 35(11.9)

Abbreviations: ABCD2 = age, blood pressure, clinical features, duration of symptoms, and diabetes scale; DWI = diffusion-

weighted imaging.

sensitivity = 1; negative: specificity = 0.86, sensiti-
vity = 1; dataset 1). A total of 73 metabolites
were significantly different (Student # test) between

LAA and non-LAA (dataset 2), with the resulting

Neurology 84 January 6, 2015

molecules identified after MS/MS analyses being
androsterone, stearic acid, ascorbic acid, and
LysoPC(22:6), all upregulated in patients with
LAA (p < 0.05).
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Results validation using an independent cohort. The
£ g § % § § = multivariate analysis of an independent cohort
é o) © &) ° 2 ° =5 (cohort 2) confirmed (1) metabolomic signature of
o
el & S SR; (2) metabolomics-based differentiation of SR
= N +
=Y R - . -8 @ I g temporal patterns; and (3) differences between LAA
£ c @ I T = T S -
= ft dqynyeceoe o and non-LAA (figure e-1, A-C). Common pathways
9 q © = = = © © o 0
gl > R © IRl © Rall 61 R affected by temporal patterns of recurrence between
g 3 5 - the 2 independent cohorts included biosynthesis of
3| R ¢ T a5 95 2@ = unsaturated fatty acids and SLC-transport-related
& =) =T goy © NoNl © Ol of o
2l e = 2 8 8 % 3 % % £ pathways (dataset 3). In both cohorts, LysoPC(16:0)
312 3 2882843 f? was significantly decreased in early SR patients
TE (figure 2, A and B), whereas LysoPC(22:6) was
o § § % % E -% upregulated in LAA patients (figure 2, C and D).
z a o [S] o o o 3
5 2
a 5 5 § Predictive potential of SR biomarkers described. In order
§ MR a 5 & & TT to define the capacity of these potential biomarkers,
& ' =5 5 > ¥ 9
2 £ = bl § % "; 8 8 & Q receiver operating characteristic (ROC) curves were
g 2 3 40 ®m a3 3R § performed using metabolites present in at least
E — _b,‘- 70% of the samples in the same group (SR and
g E % BB ﬁ g g 'é non-SR), pooling both cohorts, due to low
2 < 9 9 g g scE E number of SR. The results (figure 2E, table 3, and
2 = = =l = Bl 0 o
& 28 T 53 9389 E 52 table e-2) support the role of plasma LysoPC(20:4)
g as a potential biomarker, increasing significantly the
o § 'é % o £ predictive power of ABCD2 or LAA score from
; » o o9 .
5| a o o ofclc 1 64%-67% to 71%, as assessed by net reclassification
2 = e E improvement (NRI) or integrated discrimination
1S
-g o g' _ N = % improvement (IDI) tests (see supplemental data).
2 s E § E § 5 5 8 & o The Hosmer-Lemeshow test for calibration of the
g £ 3 > W o N b 9 S %:u: risk of prediction models shows that while the
13 _ - ABCD2 model was well-calibrated (x> 7.05, p =
5 s o
8|88 L oom3 8K 32 0.069), the ABCD2 + LAA model was not (x*
¢/ 1S gazs Tl 3 13.79, p = 0.003). The ABCD2 + LAA +
£ = = 2 2 o a o
& 28 g 2988 49 B LysoPC(20:4) model showed the highest calibration
g (x* 3.58, p = 0.309), whereas the ABCD2 +
g }
- « . g_ LAA + LysoPC(16:0) model showed the lowest
a 8 8 § 55 £ calibration values (x* 17.33, p = 6e-04).
2| a o IS) S o o © . . .
= k] When only early SR was considered, an unidentified
213 g .§ metabolite (figure e-1D) arose as a potential biomarker
AR N _E_ G R also increasing the predictive power of ABCD2 or LAA
Rl E = N I B = -
E ;g 3 5 ‘Q_’; % .:. % % § g score (from 62%—67% to 71%).
2 2
o @©
30 g ] = s 5 % DISCUSSION The results demonstrate the feasibility
o | a ¢ s s s o f @2 © . .
e| "2 2ElCE S EY : and utility of the metabolomic approach to reveal
H < = E‘ ‘:’ S’ % o jan o :‘ . potential biomarkers for SR after TIA, and for its
2 Z v n v n o «-H «H o = B . . .
2 g most frequent independent predictor, LAA. We iden-
3
£y tified candidate biomarkers for both SR prediction
£ _ 3% and LAA detection, both belonging to LysoPC fam-
3 [ O .-
° 8 £ o § ily. These biomarkers arose after analysis in 2 inde-
. g 3 E g';’..;‘;’ pendent cohorts (n = 131; n = 162), reinforcing
-é g_ A ¢ é §— o c‘.z potential study generalizability.
g £ . 28 g 3R B2 ‘We initially identified that a small set of metabo-
© > 2 2 3 £ V72 ; lites are different between SR and no SR. Considering
2 o = <+ 9 & . .
g £ § g g S 9 g § only this small set of metabolites, we reach an accur-
ol > 2] = e . . .
g, é g _§ gx T TR f, g Sl: b % acy of >60% in segregating these 2 populations,
E &3 ;f‘: - ° 2= = 53 § 3 suggesting that a combination of relatively low num-
I <3 ber of metabolites is, at least, as good as previous
40 Neurology 84 January 6, 2015

259



9.4. Primer articulo:

9. Anexos . . L. .
Metabolomics predicts stroke recurrence after ischemic attack

[ Figure 1 Study design and metabolomics profile of TIA patients ]

A

Eligible patients
for the original cohort
N=144

Excluded patients: n=13
Hyponatremia (1)
Psychosomatic disorders (2)
Migraine (3)

>{ Epilepsy (2)

Cerebral tumor (2)

Cerebral amyloid angiopathy (1)

Subdural hematoma (1)

Transient global amnesia (1)

Original cohort
n=131

Metabolomic
analysis

_>| Proposed biomarkers I

Validation cohort
n=162

Excluded patients: n=17
Hypoglycemia (2)
Psychosomatic disorders (3)
Migraine (2)

Epilepsy (3)
> Cerebral tumor (1)

Subdural hematoma (1)

Transient global amnesia (2)

Rheumatic meningitis (1)

Cervical myelopathy (2)

Eligible patients
for the
validation cohort
n=179

Y-Axis %0 Y-Axis

@ Y-Axis

(A) Flow diagram of experiment design. Metabolomic profile of stroke recurrence (SR) and large-artery atherosclerosis (LAA) in TIA patients in cohort 1. (B)
Heat map representation of hierarchical clustering of molecular features found in each sample. Each line of this graphic represents an accurate mass
ordered by retention time, colored by its abundance intensity and baselining to median/mean across the samples. The scale from —10 blue (low abundance)
to +10 red (high abundance) represents this normalized abundance in arbitrary units. Tridimensional partial least squares discriminant analysis (PLS-DA)
graphs demonstrate that SR ([C] blue spots represent SR plasma samples; red ones represent non-SR samples) and TIA temporal patterns recurrence ([D]
early recurrence [<90 days] is represented in blue spots, medium [>90 days and <1 any] inred, and late [>1 year] in brown) determine a plasma metabolome.
(E) Tridimensional PLS-DA graphs show differences between patients with LAA. Blue spots represent LAA and red ones non-LAA plasma samples.
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[ Figure 2 Plasma lysophosphatidilcholines as TIA recurrence biomarkers ]
A Cohort 1 B Cohort 2
m
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(A) Lysophosphatidylcholine (LysoPC) (16:0) arose as a potential blood biomarker of stroke recurrence ([A] cohort 1; [B]
cohort 2). **Indicates significant differences (p < 0.0001) by analysis of variance test with Tukey multiple comparison
test. LysoPC(22:6) as a blood biomarker of large-artery atherosclerosis (LAA) ([C] cohort 1; [D] cohort 2). *Indicates signif-
icant differences by Student t test (at least p < 0.05). (E) The inclusion of LysoPC (20:4) levels to age, blood pressure, clinical
features, duration of symptoms, and diabetes scale (ABCD2) and LAA score to receiver operating characteristic curve
increase the predictive power of stroke recurrence (areas: ABCD2 = 0.646, p = 0.0.05; ABCD2 + LAA = 0.678, p = 0.001;
ABCD2 + LAA + LysoPC(20:4) = 0.711, p < 0.001; integrated discrimination improvement (IDI) test for comparison of
prediction models: p < 0.0001). (F) Kaplan-Meier estimates of the proportion of patients remaining free from any cerebral
ischemic event. Red line indicates LysoPC(20:4) >1,14,000 MS counts; black line indicates LysoPC(20:4) <1,14,000 MS

counts. MS = mass spectrometry.

clinical, imaging, or etiologic variables in predicting
SR. Future work devoted to identify these and new
metabolites will help to increase the accuracy of the
test and ultimately develop a more scalable tool for
patients to assess their risk of SR.

Low plasma levels of LysoPC(16:0) arose as a
potential predictor of recurrence, especially in pa-
tients with early SR. This compound is one of the
products of Lp-PLA2 whose levels have been shown
to be increased in adverse prognosis after stroke.'"'®

Moreover, high levels of Lp-PLA2 and LysoPC(16:0)

Neurology 84 January 6, 2015

are associated with symptomatic carotid plaques.’
LysoPC(16:0) by itself increases on brain after

stroke??!

where it mediates phagocyte recruiting®
that can contribute to ischemic brain injury® and
also produces neuroinflammatory effects when
applied on CNS.?* All these results could pinpoint a
beneficial effect of reduced LysoPC(16:0) levels that
argue against our claim that it marks an early SR risk,
but although high levels of plaque LysoPC(16:0) are
correlated with high plasma and plaque levels of
Lp-PLA2, plasma LysoPC(16:0) levels are not.” It
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z has been demonstrated that plasma LysoPC(16:0) can
o 5 inhibit Lp- activity both in vitro and in vivo,
° g 8388388z & hibit Lp-PLA2 activity both in vitro and 26
2 6 6 6 6 6 6 6 © @ . . . .
S @ o v v 2 thereby suppressing their neuroinflammative proper-
H = = .27 . ..
5 3 I ties.”” Apart from suppressing Lp-PLA2 activity, plas-
£ 8 s 5 5 5 & 95 © % matic LysoPC(16:0) is neuroprotective on brain
T o —_ N @ N 5] [oe} (2} ~ o . . 5 . . .
S £ R 6666 6 063 o 3 ischemia models,” mainly through activation of
< 2 RN S T ST, B S A B B . 20 1 .
g fe g i Jof o Qof o Qiojo ol 5 TREK-1 potassium channels.”” Finally, it is known
] I QL 8 8 2 2 @2 2 2 o € . . .
- $5| o L @ @ N d XN e that LysoPC(16:0) is a potent inducer of superoxide
E 52|32 © © o n R~ o~ & . L .
; ®f|l < o 6 o 6 3 6 o O § ion production in endothelial cells*® and controlled
z “g levels of superoxide serve as angiogenic factors in
= 5 o NN o ey o g o ey ischemic angiogenesis.” Due to all these neuropro-
“— [} © o o N o n —_ . .
5 S a 6 6 6 6 8 6 8 o O tective properties, decreased plasma levels of LysoPC
=« [ . .
EN c (16:0) could contribute to an early SR risk. Nonethe-
- @ 3 . .
T ¢ 5 8 T @B @ N I o less, when we evaluated potential risk models
§ |5 @ RN 3R K 3 3 . i ioni
:: g 3)3 6 6 J 66 3 J o & accounting LysoPC(16:0), it did not add a significant
o o <t © D o0 o o o Q .. .
3 2g g SECEICE L G value over the clinical parameters explained by
S o2 8 8 2 ¢ 8 8 8 8 ¢ . .
65 53 g 888y gh 8 & ABCD2 and LAA presence. This fits with the fact
= £3 » B @ 8 © o 1y B §
£ A B < B ° o that ABCD2 and LAA are closely related to patho-
~ ® physiologic events previously invoked in the homeo-
2 ]
f B OFNel ool - NOE iy o stasis of LysoPC16:0 (enumerated above).
3 S 4 &6 © & © d 6 o L .
e & a 6 6 6 6 6 6 o o ¢ The potential implication of LysoPC metabolism
£ o %
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room, without controlling for previous food intake.
Nevertheless, the results provided were strengthened
by the use of 2 independent cohorts. Further, we are
not able to identify an important percentage of metab-
olites present in samples, due to the major bottleneck
in metabolomics: the lack of comprehensive metabolite
databases.”” However, the use of databases repositories
with accurate mass and retention time in reproducible
chromatographic systems will ease the future identifi-
cation of these metabolites.

In the future, metabolomics could be useful to
detect new biomarkers related to other interesting
phenomena related to transient ischemia, the ische-
mic tolerance. Nonlacunar ischemic stroke patients
with recent previous episodes of TIA have a favor-
able outcome, suggesting a neuroprotective effect
of TIA by inducing a phenomenon of precondition
ischemia.’®
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Article history: Background: Neuroimaging is essential for the diagnosis and prognosis of transient ischemic attack (TIA). The dis-
Received 2 August 2016 covery of a plasmatic biomarker related to neuroimaging findings is of enormous interest because, despite its rel-
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evance, magnetic resonance diffusion weighted imaging (DWI) is not always available in all hospitals that attend
to TIA patients.
Methods: Metabolomic analyses were performed by liquid chromatography coupled to mass spectrometry in
order to establish the metabolomic patterns of positive DWI, DWI patterns and acute ischemic lesion volumes.
Diffusion magnetic resonance imaging We used these m_ethods with an initial TIA cohort of 129 patients and validated them with a 2nd independent
Metabolomics cohort of 152 patients.
TIA Findings: Positive DWI was observed in 115 (40.9%) subjects and scattered pearls in one arterial territory was the
most frequent lesion pattern (35.7%). The median acute ischemic lesion volume was 0.33 (0.15-1.90) cm®. We
detected a specific metabolomic profile common to both cohorts for positive DWI (11 molecules including cre-
atinine, threoninyl-threonine, N-acetyl-glucosamine, lyso phosphatidic acid and cholesterol-related molecules)
and ischemic lesion volume (10 molecules including lysophosphatidylcholine, hypoxanthine/threonate, and leu-
cines). Moreover lysophospholipids and creatinine clearly differed the subcortical DWI pattern from other pat-
terns.
Interpretation: There are specific metabolomic profiles associated with representative neuroimaging features in
TIA patients. Our findings could allow the development of serum biomarkers related to acute ischemic lesions
and specific acute ischemic patterns.

© 2016 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Keywords:

1. Introduction (Brazzelli et al., 2014). Moreover, DWI has been shown to be an impor-

tant predictor of early stroke recurrence (Purroy et al., 2004) and it has

Magnetic resonance diffusion weighted imaging (DWI) remains the
best neuroimaging technique to detect acute ischemia, above all since
the new tissular definition of transient ischemic attack (TIA) has be-
come essential in the evaluation of TIA patients (Easton et al., 2009). Ac-
cording to a recent meta-analysis, despite transient clinical symptoms,
one out of three patients with definite TIA has an acute DWI lesion
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been proposed to add to clinical prognostic scales like ABCD2I (Giles et
al,, 2011) and ABCD3I (Merwick et al., 2010). Furthermore, not only the
presence but also the patterns of DWI are important both for the etio-
logical classification and for patient prognosis (Purroy et al., 2011).
However, despite the increased availability of magnetic resonance im-
aging (MRI) not all TIA patients undergo DWI. Therefore, the discovery
of a plasmatic biomarker related to neuroimaging findings is of enor-
mous interest.

The use of metabolomics on TIA patients has started a new era in bio-
marker discovering for clinical purpose (Jove et al., 2015a). Metabolo-
mics allows the study of the complete set of low-molecular-weight
intermediates (metabolites), which vary according to the pathologic
state of the cell, tissue, organ, or organism and are context-dependent
(Jove et al., 2014; Mauri-Capdevila et al,, 2013).

2352-3964/© 2016 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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The aim of the present study was to perform a metabolomic analysis
to find new biomarkers associated with the presence of acute DWI le-
sion and the volume and patterns of these lesions. As previously (Jove
et al,, 2015a), results were validated in an independent cohort.

2. Methods
2.1. Subjects

This study was approved by the ethics committee of the Arnau de
Vilanova University Hospital. The main methodology has been previ-
ously described (Jove et al., 2015a). We prospectively recruited two in-
dependent cohorts of consecutive TIA patients who were attended to by
a neurologist during the first 24 h after the onset of symptoms. Both co-
horts shared the same methodology but were recruited at different
times (Fig. 1). We excluded 12 patients with contraindications to MRI
from the original study. We therefore analyzed 129 patients from cohort
1 and 152 patients from cohort 2. TIA was defined according to the clas-
sical definition as acute onset of focal cerebral or monocular symptoms
lasting <24 h and thought to be attributable to a brain ischemia (Anon,
1990). In order to avoid ethnic differences in the observed metabolomic
profiles, all the patients included were Caucasian in origin. Patients
were classified etiologically according to the Trial of ORG 10172
(TOAST) (Adams et al., 1993). Undetermined territory included patients
without higher brain function disturbance such us aphasia,
hemianopsia, neglect, or vertebrobasilar symptoms. Vertebrobasilar
TIA was characterized by the following symptoms: bilateral or shifting
motor or sensory dysfunction, complete or partial loss of vision in hom-
onymous fields, dizziness, vertigo, or any combination thereof (Purroy
etal, 2011).

2.2. Neuroimaging Protocol

A MRI was acquired using a 1.5-T whole-body system with a 24-mT/
m gradient strength, 300 ms rise time, and an echo-planar-capable

Eligible patients
for the original
cohort
N=144

Excluded patients: N=13
Myponatremia (1 case]
Psychosomatic disorders (2]
Migraine {3}

Epilepsy (2)

Cerebral tumor (2) €mmm————
Cerebral amyloid angiopathy (1)
Subdural hematoma (1)
Transient global amaesia (1)

Patients without DWI: <

N=2

Cohort 1
N=129

recruited from January 2008
to January 2010

receiver equipped with a gradient overdrive (Philips Intera 1.5 T, MRI
scanner). The images obtained included axial T2-weighted turbo spin-
echo (TR/TE: 4800/120), T1-weighted spin-echo (TR/TE: 540/15), axial
turbo fluid-attenuated inversion recovery (TR/TI/TE: 8000/2200/120),
and echo-planar diffusion images (TR/TE: 3900/95). The field of view
was 230 mm and the matrix was 256 x 256 in all sequences. The DWI
were obtained with a single-shot spin-echo echo-planar pulse sequence
with diffusion gradient b values of 1000 s/mm2 along orthogonal axes
over 20 axial sections, using 6 mm thick sections, and an interslice gap
of 1 mm. Tissue abnormality (positive DWI) was defined as areas of
high signal intensity on isotropic DWI reflecting an acute ischemic le-
sion. Patterns of DWI were determined according to a previous defini-
tion (Purroy et al., 2011): DWI normality, scattered pearls in one
arterial territory (SPOT), multiple vascular territories, a single cortical
lesion in one vascular territory and a subcortical pattern. Two Neurora-
diologists blinded to clinical features established the presence and pat-
terns of DWI abnormalities. The interobserver agreement (kappa value)
is 1.0 for identifying positive DWI and 0.98 for identifying DWI patterns.
Furthermore, OsiriX V.4.0 imaging software (Rosset et al., 2004) was
used to calculate the total volume of DWI abnormality. We manually
outlined the respective abnormalities using the OsiriX closed polygon
tool, thereby creating a region of interest (ROI). ROIs in between the
segmented slices were interpolated automatically. The resulting DWI
abnormality volume was then determined.

2.3. Metabolomic Analysis

For non-targeted metabolomic analysis, plasma samples were ob-
tained in the morning in order to avoid diurnal variations and metabo-
lites were extracted with methanol according to previously described
methods (Wikoff et al., 2008). Briefly stated, 90 ul of cold methanol
(containing phenylalanine-C13 as an internal standard) were added to
30 ul of plasma, incubated for one hour at —20 °C and centrifuged for
three minutes at 12,000g. The supernatant was recovered, evaporated

Eligible
patients for
the validation
cohort
N=179

Excluded patients: N=17
Hypoglicemia (2]
Pxychosamatic disorders (3}
Migraine (2)
Epdepsy (3}

Cerebral tumor {1}
Subdural hematomna (1)
Transient global amnesia (2)
Rheumatic meningitis (1)
Cervical myelopathy (2}

Patients without DWI:

N=10

Cohort 2
N=152

recruited from January 2010
to January 2012

Fig. 1. Patient inclusion chart.
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using a Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain) and re-
suspended in water containing 0.4% acetic acid/methanol (50/50).

We used an ultra-high pressure liquid chromatography (UHPLC)
scheme with an Agilent 1290 LC system coupled to an electrospray-ion-
ization quadruple time of flight mass spectrometer (Q-TOF) 6520 in-
strument (Agilent Technologies, Barcelona, Spain). A column with a
particle size of 1.8 pm was employed. The preliminary identification of
differential metabolites was performed using the PCDL database from
Agilent (Agilent Technologies, Barcelona, Spain), which uses retention
times, exact mass and isotope distribution in an standardized chromato-
graphic system as an orthogonal searchable parameter to complement
accurate mass data (AMRT approach) according to previously published
works (Sana et al., 2008). The version of the PCDL database used had re-
tention times and accurate mass data for 679 compounds.

24. Statistical Analysis

Statistics calculations were performed using the SPSS software ver-
sion 20 (SPSS, Chicago, IL) or the Stata 11 statistics package (StataCorp,
College Station, TX). Normal distribution of the variables was checked
by the Kolmogorov-Smirnoff test. Partial least discriminate analysis
(PLS-DA) was performed using Mass Molecular Profiler software
(Agilent Technologies, Barcelona, Spain). Briefly stated, the number of
components chosen for PLS-DA was 4, and data were scaled using an
auto scaling algorithm. Validation of the model was achieved with a
N-fold validation type with 3 folds and 10 repeats as validation param-
eters. In all cases, significance was considered for p < 0.05.

Statistical significance for intergroup differences was assessed using
the X? test for categorical variables and the Student's t-test, ANOVA test
and Mann-Whitney U test for continuous variables. Univariate analyses
were performed to detect variables associated with the presence of pos-
itive DWI and DWI patterns. Assuming that the ischemia volume deter-
mined on DWI could be considered to constitute a continuous variable,
we tested whether any circulating metabolite could be correlated with
it. Receiver operating characteristic (ROC) curves for metabolomic
data were performed using the ROCCET platform. ROC curves were plot-
ted to predict the presence of positive DWI and DWI patterns.

3. Results

As we have published previously, we did not find any statistically
significant differences between the two cohorts based on vascular risk
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Table 1
Risk factors, clinical characteristics and neuroimaging data of both cohorts.
Variable Cohort 1 Cohort 2 Total p
(n = 129) (n=152) (n=281)
Vascular risk factors
Age, mean (SD) 71.1 (10.4) 718(11.2)  715(108) 0623
Male 83 (64.3) 91(59.9) 174 (61.9) 0442
Previous stroke 28 (21.7) 34(225) 62 (22.1) 0.894
Hypertension 89 (69.0) 102 (67.1) 191(68.0) 0735
Coronary disease 17 (13.2) 20(13.2) 7(13.2) 0.996
Diabetes mellitus 40 (31.0) 44 (28.9) 84(299)  0.707
Smoking 18 (14.0) 8(11.8) 36(12.8) 0598
Hypercholesterolemia 49 (38.0) 59 (38.8) 108 (38.4)  0.886
Previous atrial 17 (13.2) 15(9.9) 32(114) 0384
fibrillation
Basal treatments
Aspirin 30 (23.3) 36 (23.8) 66 (236) 0908
Clopidogrel 8(6.2) 7 (11.3) 25(8.9) 0.139
Anticoagulation 19 (14.7) 0(6.6) 29 (104) 0.026
Statins 43 (33.6) 46 (30.5) 89 (31.9) 0.576
Renin-angiotensin 64 (49.6) 1(47.7) 135(48.6) 0.744
system blockers
Clinical features
Duration
<10’ 12(93) 16 (10.5) 28(10.0) 0.925
10-59" 49 (38.0) 56 (36.8) 105 (37.4)
1h 68 (52.7) 80 (52.6) 148 (52.7)
Cluster TIA 35(27.1) 33(21.7) 68(242) 0290
Weakness 69 (53.5) 78 (51.3) 147 (523) 0716
Isolated sensory 12 (9.3) 13 (8.6) 25(8.9) 0.826
symptoms
Speech impairment 76 (58.9) 94 (62.3) 170 (60.7)  0.569
Vertebrobasilar 10(7.8) 12 (7.9) 22(7.9) 0.952
ABCD2, median (IQR) 52(40-60) 5.1(40-60) 5.1 0.753
(4.0-6.0)
Etiological subtypes
Large artery 32(248) 29(19.2) 61(21.8) 0.509
atherosclerosis
Cardioembolism 23(17.8) 35(232) 58 (20.7)
Small-vessel disease 28 (21.7) 29(19.2) 57 (20.4)
Undetermined cause 46 (35.7) 58 (38.4) 104 (37.1)
Neuroimaging features
DWI abnormality 59 (45.7) 56 (36.8) 115(409)  0.145
Scattered pearls onone 18 (14.0) 23 (154) 41 (14.7) 0.485
territory
Multiple territories 4(3.1) 3(2.0) 7(2.5)
Single cortical lesion 18 (14.0) 16 (10.7) 34(122)
Subcortical lesion 19 (14.7) 14 (94) 33(11.9)
DWI normality 70 (54.3) 93 (62.4) 163 (58.6)
DWI volume, mean (SD)  0.36 0.33 0.33 0.987
(0.15-1.91) (0.15-2.45) (0.15-1.90)

factors, clinical characteristics and neuroimaging data (Jove et al.,
2015b). We observed DWI abnormalities in 115 (40.9%) patients. More-
over, SPOT pattern, present in 41 (35.7%) patients, was the most
frequent pattern (Table 1). Clinical features, vascular risk factors and eti-
ology varied significantly among the different DWI patterns (Table 2).
Patients who had DWI abnormalities in multiple territories were older
than patients with other patterns. Motor weakness was more frequent
among subcortical lesion and multiple territories pattern. LAA was the
most frequent etiology among SPOT. Moreover, SPOT and multiple ter-
ritories pattern had higher volumes of DWI lesion. The median acute is-
chemic lesion volume was 0.33 (0.15-1.90) cm®.

3.1. Metabolomics and Positive DWI

Following metabolomic analyses of the discovery and validation co-
horts, a distinctive pattern of metabolites was found. As shown in the
heatmap (Fig. 2A), positive DWI exhibited a differential metabolomic
profile in the discovery cohort. For PLSDA modeling, a three-component
model with a high degree of accuracy (0.62, R2 = 0.85) was obtained in
the discovery cohort (Fig. 2A). Similarly, the PLSDA model in the valida-
tion cohort also reached a high degree of accuracy (0.64, R2 = 0.96, Fig.
2B). In addition to the separation offered by the PLSDA plot, whose axis
showed the integration of multiple compounds, we explored the capac-
ity of individual metabolites to explain separation between DWI and

Percentages are shown in parentheses as appropriate.
DWI, diffusion-weighted images; TIA, transient ischaemic attacks; SD, standard deviation;
IQR, interquartile range.

non-DWI groups. The results (Fig. S1) revealed that several molecules
could differentiate these groups, with receiving operating characteristic
curves consistent in both cohorts. Univariate statistics showed that a
total of 87 molecular features in the discovery cohort were significantly
different between positive DWI and normal DWI patients (Student's t-
test, p values between 6.98 E—5 and 0.05, supplemental dataset 1).
After applying the same approach to the validation cohort, 379 molecu-
lar features showed significant differences between these two groups
(Student's t-test, p values between 2.34 E—5 and 0.05, supplemental
dataset 1). When searching for common differential molecular features
shared by these two cohorts, 11 molecular features were found (Table
3). When we applied a database search using the PCDL software (inte-
grating exact masses, isotope distribution and retention time identity
with an identical LC/MS system) it was possible to propose several iden-
tities (Table 3), including creatinine, threoninyl-threonine, N-acetyl-
glucosamine, lysophosphatidic acid (LPA) and a cholesterol-related
molecule. Most differential compounds showed ROC areas (data not
shown) between 0.6 and 0.65, demonstrating that these molecules
could serve as potential biomarkers for acute ischemic lesions on DWI.
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Table 2
Risk factors and clinical features by DWI patterns.

Variable All cases DWI normality ~ Scattered pearls one territory ~Multiple territories ~ Single cortical lesion ~ Subcortical lesion  p
(n = 281) (n = 166) (n = 41) (n=7) (n=34) (n=33)
Vascular risk factors
Age, mean (SD) 715 (10.8) 73.4(9.9) 69.2 (11.3) 74.1 (5.5) 68.8 (13.8) 67.2(10.2) 0.005
Male 174 (61.9) 95 (57.2) 32(78.0) 5(71.4) 20(58.8) 22 (66.7) 0.165
Hypertension 191 (68.0) 118 (71.1) 27 (65.9) 4(57.1) 20 (58.8) 22 (66.7) 0.687
Previous stroke 62 (22.1) 42(253) 8(19.5) 2(28.6) 7 (20.6) 3(9.1) 0.340
Diabetes mellitus 84(29.9) 58 (34.9) 7(17.1) 1(143) 9(265) 9(27.3) 0.175
Coronary disease 37(13.2) 23(139) 6(14.6) 1(143) 6(17.6) 1(3.0) 0.448
Smoking 36 (12.8) 13(7.8) 8(19.5) 0(0) 7(20.6) 8(242) 0.020
Hypercholesterolemia 108 (38.4) 64 (38.6) 17 (41.5) 5(71.4) 18 (52.9) 4(12.1) 0.003
Previous atrial fibrillation 32(11.4) 20(123) 9(22.0) 1(14.3) 1(2.9) 1(3.0) 0.054
Clinical features
Cluster TIA 68 (24.2) 31(19.0) 13(31.7) 3(42.9) 9(26.5) 10(30.3) 0.216
Speech impairment 170 (60.7) 103 (63.6) 20(48.8) 3(42.9) 19 (55.9) 22 (66.7) 0317
Motor weakness 147 (52.3) 68 (41.0) 27 (65.9) 5(71.4) 21(61.8) 26 (78.8) <0.001
Isolated sensory symptoms 25 (8.9) 20(12.0) 1(2.4) 1(143) 0(0) 3(9.1) 0.096
Vertebrobasilar symptoms 22 (7.9) 11(6.7) 4(9.8) 1(16.7) 3(86) 3(9.1) 0.867
Lacunar syndrome 105 (37.5) 61(36.6) 15 (36.6) 0(0) 9(25.7) 20 (62.5) 0.007
Duration (n = 272) 0.087
< 10" 28 (10.0) 22(133) 3(7.3) 1(14.3) 0(0) 2(6.1)
10-59’ 105 (37.4) 58 (34.9) 16 (39.0) 2(28.6) 20 (58.8) 9(27.3)
1h 148 (52.7) 86 (51.8) 22 (53.7) 4(57.1) 14 (41.2) 22 (66.7)
ABCD2, median (IQR) 5.1 (4.0-6.0)
Etiological subtypes
Large artery disease 61(21.8) 30 (18.1) 16 (39.0) 2(286) 11 (32.4) 2(6.1) <0.001
Cardioembolism 58 (20.7) 34(20.5) 13 (31.7) 2(28.6) 7 (20.6) 2(6.1)
Small vessel disease 57 (20.4) 33(19.9) 0(0) 0) 0) 29 (87.9)
Undetermined 99 (35.2) 68 (41.0) 12 (29.3) 3(42.9) 16 (47.1) 0(0)
DWI volume, mean (SD) 0.33(0.15-1.90) - 0.67 (0.28-2.99) 0.49 (0.04-1.19) 0.27 (0.07-7.17) 0.23 (0.17-0.68)  0.079

Percentages are shown in parentheses as appropriate.

DWI, diffusion-weighted images; TIA, transient ischaemic attacks; SD, standard deviation; IQR, interquartile range.

3.2. Metabolomics and Acute Ischemic Lesion Volume

In the discovery cohort, 43 molecules showed a significant correla-
tion with acute ischemic lesion volume (Pearson correlation test, p
values between 3.12 E— 07 and 0.05, Supplementary dataset 2). In the
validation cohort 211 molecules showed this feature (Pearson correla-
tion test, p values between 1.31 E—10 and 0.05, supplementary data
set 2). After searching for common molecules, a total of 7 different mol-
ecules were found including lysophosphatidylcholine, hypoxanthine/
threonate, and leucine (Table 4). Globally, these molecules showed a
significant direct relationship with ischemia volume.

3.3. Metabolomics and DWI Patterns

The results for the discovery cohort suggest specific metabolomic
profiles that cluster patients according to their DWI pattern. Subcortical
pattern patients were therefore clearly different from those with isolat-
ed cortical lesions and those with normal DWI according to a PLSDA
model with a moderate degree of accuracy (two-component model
0.503, R2 0.63, Fig. 3A). This was confirmed by the analysis in the confir-
mation cohort, where accuracy increased (two-component model 0.58,
R2 0.92, Fig. 3B). This supported the notion that, according to the
metabolomic profiles, the subcortical DWI pattern could be clearly dif-
fered from other patterns, such us isolated cortical lesions and DWI neg-
ative patients. A random forest classification scheme confirmed these
findings, with subcortical patterns being classified with lower margin
of error (<0.05) in both cohorts.

In the case of univariate measurements, in the first cohort a total of
81 molecules were seen to be significantly different from these patterns
(p values ranging between 2E — 04 and 0.05, Supplemental dataset 3).
In the confirmation cohort, 285 molecules differed across the DWI pat-
tern (p values between 5.94E— 11 and 0.05, Supplemental dataset 3).
Confirming the existence of potential biomarkers for the DWI pattern,
8 molecules were found to be common between these two cohorts

(Table 5). These comprised lysophospholipids, as well as creatinine
and other unknown metabolites.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first time that a metabolo-
mics approach has revealed potential biomarkers related to neuroimag-
ing findings after TIA. Previous data from different groups related
metabolomics data with neuroimaging in the context of bipolar disor-
der (McIntyre et al., 2014), multiple sclerosis (Vingara et al., 2013), de-
mentia such as Alzheimer's disease (Lista et al., 2015), schizophrenia
(Waddington, 2007), Parkinson disease (Ren et al., 2015) and even pe-
diatric cerebral infections (Pappa et al., 2015). We found a specific
metabolomic profile related to acute ischemic lesions, volume and spe-
cific acute ischemic patterns. In a previous report, Bivard et al. (2014),
using magnetic resonance spectroscopy, discovered in ischemic stroke
patients with posttreatment hyperperfusion signs of increased gluta-
mate, N-acetylaspartate and lactate. These changes were related to in-
creased metabolism and potentially enhanced ulterior neuroplasticity.
In our case, positive DWI was linked to changes in several other metab-
olites, such as creatinine, N-acetyl-glucosaminylamine and LPA. Inter-
estingly, N-acetyl-glucosaminylamine, that is structurally related to N-
acetyl-glucosamine, and other similar molecules are modulators of im-
mune response (Srikrishna et al., 2001) when expressed at the endothe-
lial membrane. Assuming the important role of microglia and activated
neutrophils in brain ischemia response (Amantea et al., 2015), the pres-
ent findings could be in line with changes in expression and cleavage of
glycoprotein components. It should be noted that, one of the potential
markers for DWI positivity was a low level of LPA. These molecules,
and their signaling through their cognate receptor LPA1, have been im-
plicated in the generation of ischemia-related neuropathic pain (Halder
etal, 2013). Moreover, some molecules from this family are also consid-
ered angiogenic factors (Ren et al,, 2011; Binder et al., 2013). Therefore,
diminished levels may be associated with a lower capacity to withstand
hypoxia-induced apoptosis (Liu et al., 2009). Interestingly, other
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Fig. 2. Association of DWI with differential metabolomic patterns. Upper panels: heatmap showing major metabolites differentiating plasma metabolomic profiles from DWI positive
versus non DWI positive patients, both in the discovery cohort (A) and in the validation cohort (B). A PLSDA model could be designed with a high accuracy, as shown in the lower

panels, both for the discovery cohort (A) and for the validation cohort (B).

researchers have found increased LPA in plasma from patients with vas-
cular cerebral ischemia (Li et al., 2008). In this context, both activated
platelets and atheroma plaque are known sources of LPA (Haseruck et
al,, 2004). The fact that LPA is a platelet activator and thrombotic
agent reveals the potential involvement of these molecules in cerebral

Table 3
Molecular features differing between positive DWI and negative DWI patients.

changes linked to hypoxia. In order to explain whether the decreased
LPA observed in our DWI positive patients is a protective trait (in light
of its thrombogenic role) or a negative feature (based on the
antiapoptotic properties), it should be taken into account that we have
specifically found an increase in LPA (0-20:0). Furthermore, the

Discovery cohort

Validation cohort

Metabolite

Identification® Mass RT (min) p value® Mass RT (min) p value®
LysoPA(0-20:0)/5alpha-cholestane-3alpha,7alpha,12alpha,23,25-pentol 452.34 5.98 0.011 452.34 6.21 0.001
Unknown 1 218.01 0.29 0.028 218.01 0.21 0.007
Unknown 2 220.11 9.13 0.006 220.11 9.13 0.008
Creatinine 113.06 0.38 0.050 113.06 0.38 0.012
Threoninyl-Th: ine/N-acetyl-b-gluc i ine/DiHDPA 362.25 11.67 0.009 362.25 11.94 0.012
Unknown 3 216.07 043 0.007 216.08 0.56 0.013
Unknown 4 154.97 0.14 0.023 154.97 0.28 0.013
Unknown 5 157.99 0.30 0.039 157.99 0.23 0.017
Unknown 6 146.07 0.41 0.019 146.07 0.39 0.038

RT, retention time; LysoPA, lysophosphatidic acid.

2 Potential identities, based on retention time and exact mass are presented. When it is not possible to attribute only one identity, two or three potential identities are shown.

b After Student's t-test between positive DWI and negative DWI patients.
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Table 4
Molecular features correlating with acute ischemic lesion volume.

Identification® Discovery cohort

Validation cohort

Mass RT (min) Pearson correlation coefficient” p value Mass RT (min) Pearson correlation coefficient” p value
LysoPC (22:6) 567.33 10.72 020 0.06 567.33 10.89 0.29 0.00
Hypoxanthine/threonate 136.04 0.78 0.20 0.06 136.04 0.78 0.23 0.01
Unknown 1 294.19 9.36 0.18 0.09 294.19 9.41 0.19 0.02
LysoPC (20:4)¢ 54333  10.68 0.18 0.08 54333 11.10 0.18 0.03
Unknown 2 760.03 0.34 -0.21 0.05 760.02 033 -0.16 0.04
Isoleucine/leucine/norleucine 131.09  0.56 0.30 0.00 131.09 055 0.16 0.05
Unknown 3 85.09 0.56 029 0.01 85.09 0.55 0.16 0.06

RT, retention time; LysoPC, lysophosphatidylcholine.

2 Potential identities, based on retention time and exact mass are presented. When it is not possible to attribute only one identity, two or three potential identities are shown.

b Correlation coefficient with ischemia volume.

© Note the difference in RT between the two cohorts. No peak with similar exact mass and isotope distribution was found closer to the first retention time.

structure-function relationships for LPAs are strongly dependent on the
side chain (Haseruck et al., 2004).

As in our previous work (Jove et al., 2015b), specific patterns of
LysoPC were again relevant. LysoPC (22:6) and LysoPC (20:4), that
were previously related to LAA and stroke recurrence respectively,
were now associated with lesion volume. Furthermore, LysoPC (16:0),
that was low in those TIA patients who suffered a subsequent stroke,
was now related to SPOT and cortical patterns. All these associations
made sense because SPOT and cortical patterns which are overrepre-
sented in LAA patients (Purroy et al., 2011) had the biggest lesion
volume.

Our work shows some inherent limitations. The fact that the patients
were heterogeneous in fasting time, as well as differences in gender, eti-
ology, pharmacological treatment or age, to name a few, could hinder
some potential biomarkers. Moreover, plasma metabolites levels could
be influenced by many factors such as diet, medications, age and clinical
variables (Mauri-Capdevila et al., 2013). However, the use of two co-
horts allows overcoming these potential limitations, increasing the ro-
bustness of the resulting data (Jove et al., 2015a; Shi et al., 2004). A
further limitation of the present work is the fact that many molecules
where not identified, although it is a common circumstance for these
kind of analyses (Vaniya and Fiehn, 2015). However, the use of orthog-
onal approaches, such as the use of retention time in standardized chro-
matographic systems, exact mass and isotope pattern, could help to
overcome this limitation, leading to the formulation of potential

biomarkers (Sana et al., 2008). Additionally, there is an important step
left to be done in order to implement our results in the everyday clinical
practice. We have to recognize that metabolomic analysis is too expen-
sive and requires extensive temporal and personal resources. So once
potential biomarkers are identified, economic and fast techniques, ame-
nable to most clinical laboratories, need to be developed to detect them.
Finally, we included only TIA patients even we knew that the diagnosis
of transient ischemia could sometimes be problematic as many condi-
tions mimic this situation. Further research should be done in big tis-
sue-defined ischemia cohorts to confirm our results.

Globally, our data support the existence of metabolic patterns asso-
ciated with neuroimaging features after transient brain ischemia that
could allow the development of serum biomarkers related to acute is-
chemic lesions and specific acute ischemic patterns.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.ebiom.2016.11.010.
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Identification®

Discovery cohort

Confirmation cohort

Mass  RT P Fisher's LSDC (n of patients) Mass  RT P Fisher's LSD¢ (n of patients)
(min) value® (min) value®
LysoPC(16:0)/LysoPE(19:0) 495.33 10.77 0.02 Normal DWI (70)- Isolated cortical lesion 495.33 10.78 0.00 Isolated cortical lesion (16) - SPOT
(18); SPOT(18) - Isolated cortical lesion (23); Normal DWI (83) - SPOT (23)
(18); Subcortical (19) - Isolated cortical
lesion (18)
2-Oxo-4-methylthiobutanoic acid  148.02 9.69  0.04 Normal DWI(70) - Isolated cortical lesion 148.01 9.68 0.00 SPOT (23) - Isolated cortical lesion (16);
(18); Subcortical - Isolated cortical lesion SPOT (23) - Normal DWI (83)
(18)
Creatinine 113.06 038 0.00 Isolated cortical lesion (18) - Multiples 113.06 038 0.01 Isolated cortical lesion (16) - SPOT (23);
territories (4); Normal DWI(70) - Isolated Normal DWI (83) - SPOT (23);
cortical lesion (18); Subcortical (19) - Subcortical (14) - SPOT (23)
Isolated cortical lesion (18); Normal
DWI(70) - Multiples territories (4); Scattered
one territory - Multiples territories (4);
Subcortical (19) - Multiples territories (4)

Pyroglutamic 129.04 065 0.02 Isolated cortical lesion (18) — SPOT (18); 129.04 038 0.01 Isolated cortical lesion (16) - SPOT
acid/N-Acryloylglycine/Pyrroline Normal DWI (70)- SPOT(18); Subcortical (23); Normal DWI (83) — SPOT (23)
hydroxycarboxylic (19) - SPOT (18)
acid/4-Oxoproline?

Unknown1 760.03 034 0.05 Normal DWI (70)- Isolated cortical lesion ~ 760.02 0.33  0.02 Normal DWI (83) - Isolated cortical

(18); SPOT (18) - Isolated cortical lesion lesion (16); Subcortical (14) - Isolated
(18); Subcortical (19) - Isolated cortical cortical lesion (16); Normal DWI (83) -
lesion (18) SPOT (23); Subcortical (14) - SPOT (23)
Unknown2 82597 035 0.02 SPOT(18) - Normal DWI(70); Subcortical 82598 033 0.03 SPOT (23) - Isolated cortical lesion (16);
(19) - Normal DWI (70) SPOT (23) - Normal DWI (83)
Eicosatrienoic acid 306.26 12.17 0.05 Isolated cortical lesion (18)- Normal 306.26 12.13 0.03 SPOT (23) - Isolated cortical lesion (16);

DWI(70); Isolated cortical lesion (18) -
Subcortical (19); SPOT(18) - Normal
DWI(70); SPOT (18) - Subcortical (19)

SPOT (23) - Normal DWI (83)

RT, retention time; LysoPC, lysophosphatidylcholine; SPOT, scattered pearls in one arterial territory; DWI, diffusion-weighted images; LysoPE, lysophosphatidylethanolamine.
2 Potential identities, based on retention time and exact mass are presented. When it is not possible to attribute only one identity, two or three potential identities are shown.

b After ANOVA considering different DWI patterns.

© Post-hoc analyses using Fisher's Least Significant Difference test, indicating significantly different groups separated by semicolon. Identical differences found in both cohorts are

marked by a bold font.

¢ Note the difference in RT between the two cohorts. No peak with similar exact mass and isotope distribution was found closer to the first retention time.
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