UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE LA FASE AGUDA
DEL ICTUS QUE FAVORECEN EL DESARROLLO DE
EPILEPSIA

Laura Abraira del Fresno

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE LA FASE AGUDA
DEL ICTUS QUE FAVORECEN EL DESARROLLO DE

EPILEPSIA

Tesis Doctoral

Doctorando

Laura Abraira del Fresno

Directores de tesis
Francisco Javier Salas Puig
Estevo Santamarina Pérez

José Alvarez Sabin

Tutor

José Alvarez Sabin

Programa de doctorado en Medicina
Departamento de Medicina
Universidad Auténoma de Barcelona

2020

UrnB

Universitat Autonoma
de Barcelona



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

AGRADECIMIENTOS

A mis directores y tutor de tesis (Dr. Salas, Dr. Santamarina y Dr. Alvarez) por haberme
guiado desde el inicio con este proyecto.

A los demds comparieros de la Unidad de Epilepsia del Hospital Vall d’Hebron, en
especial al Dr. Toledo por estar disponible siempre que lo he necesitado y a Manolo por
su trabajo indispensable en este estudio y su paciencia infinita.

A los comparieros de la Unidad de Neurovascular por el trabajo realizado, en especial al
Dr. Bustamante, por haberme ayudado durante todo este tiempo.

Finalmente, a mi familia, a mi madre y a mi hermana por creer en mi desde el inicio, y a

mi padre, que en estos momentos estaria muy orgulloso de mi.



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

ACRONIMOS Y ABREVIACIONES

AIT Accidente Isquémico Transitorio

ApoCIII Apolipoproteina CIII

BHE Barrera Hematoencefalica

DAMPS Del inglés, Damage-Associated Molecular Patterns
FasL Fas Ligando

GDS Del inglés, Geriatric Depression Scale

GroA Del inglés, Growth-Related Oncogene o

HR Del inglés, Hazard Ratio

HSA Hemorragia Subaracnoidea Aguda

Hsc70 Del inglés, Heat Shock Cognate 70kDa protein
IGFBP-3 Del inglés, Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3
ILAE Del inglés, International League Against Epilepsy
IL-6 Interleuquina 6

MocA Del inglés, Montreal Cognitive Assessment

mRS Del inglés, Modified Rankin Scale

NCAM Del inglés, Neural Cell Adhesion Molecule

NIHSS Del inglés, National Institute of Health Stroke Scale
NT-proBNP Del inglés, N-terminal pro-B-type Natriuretic Peptide
OR Del inglés, Odds Ratio

RIQ Rango Intercuartil

ROC Del inglés, Receiver Operating Characteristic



S100B

TNF-R1

VAP-1

vWF

Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

Del inglés, S100 Calcium-Binding Protein B
Del inglés, Tumor Necrosis Factor Receptor I
Del inglés, Vascular Adhesion Protein-1

Del inglés, Von Willebrand Factor



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

INDICE
ABSTRACT 7
RESUMEN 11
1. INTRODUCCION 15
1.1 EPILEPSIA.GENERALIDADES 16
1.1.1 Epidemiologia 17
1.2 EPILEPSIA POSTICTUS 18
1.2.1 Epidemiologia 18
1.2.2 Tipos de crisis postictus 18
1.2.3 Factores de riesgo 19
1.2.3.1 Factores de riesgo clinicos 19

1.2.3.1.1 Gravedad clinica del ictus 20
1.2.3.1.2 Componente hemorragico 20
1.2.3.1.3 Afectacion cortical 21
1.2.3.1.4 Ictus isquémico con afectacion total 21

de la circulacion anterior (TACI)

1.2.3.1.5 Edad joven 21

1.2.3.1.6 Crisis sintomaticas agudas 21



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

1.2.3.1.7 Tratamientos del ictus agudo 22

1.2.3.1.8 Estatinas 22

1.2.3.2 Factores de riesgo genéticos 23

1.2.4 Modelos predictivos de epilepsia postictus 24

1.2.5 Modelos preclinicos de epilepsia postictus 25

1.3 FISIOPATOLOGIA Y EPILEPTOGENESIS 26

1.3.1 Fisiopatologia 26

1.3.2 Mecanismos y cambios moleculares durante la 26
epileptogénesis

1.3.3 Biomarcadores y epileptogénesis 30

1.3.4 Epileptogénesis e ictus 30

2. HIPOTESIS 33

3. OBJETIVOS 35

3.1 Objetivo principal 36

3.2 Objetivos secundarios 36

4. ARTICULOS CON RESOLUCION FAVORABLE 37

DE LA COMISION ACADEMICA DEL
PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDICINA




Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

4.1 Correlation of blood biomarkers with early-onset

seizures after an acute stroke event 38

4.2 Blood biomarkers predictive of epilepsy after an acute 44

stroke event

5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS 55
6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION 67
7. CONCLUSIONES 73
8. LINEAS DE FUTURO 75
BIBLIOGRAFIA 77
GLOSARIO 86
ANEXOS 87

- Anexo 1: Tabla: Lista de inmunoensayos utilizados para el 89

analisis de biomarcadores

- Anexo 2: Cuestionario utilizado en la entrevista telefonica 90
- Anexo 3: Escalas 95
Indice de Tablas 98

Indice de Figuras 99



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

ABSTRACT




Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

Introduction: Stroke is the most frequent cause of epilepsy over 60 years. The present
clinical risk factors are not enough to predict which patients are at greater risk of post-
stroke epilepsy. Stroke related seizures can be triggered by acute metabolic disturbances
secondary to brain damage (early-onset seizures) or appear spontaneously after a latent
period of epileptogenesis (late-onset seizures or epilepsy). The epileptogenesis process
involve multiple molecular changes that will make the brain tissue capable of generating
spontaneous seizures. The role of these molecules after an acute stroke event has not
been widely investigated. The study of clinical factors and blood biomarkers would let us
deep into the mechanisms of the development of epilepsy and to identify some predictive
biomarker. Thus, it will be helpful to investigate future modifying or preventive treatment

strategies.

Objective: We aimed to describe clinical factors and biomarkers present during acute
stroke and analyze their association with stroke related seizures. In addition, we aimed to
design a predictive model combining those factors to identify the patients who are at
higher risk of developing post-stroke epilepsy and thus, to better understand the

epileptogenesis mechanisms.

Methods: From a cohort of 1115 acute stroke patients (ischemic and hemorrhagic)
previously included in the Stroke-Chip study [1], a panel of 14 biomarkers was evaluated
for the analysis of early-onset seizures (n=964) and post-stroke epilepsy (n=895). All the
patients were reevaluated for the analysis of the development of epilepsy and the clinical

factors and blood biomarkers associated. In addition, we retrospectively analyzed early-
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onset seizures and their related factors. Multiple Cox regression models were used to

identify clinical variables and biomarkers independently associated with epilepsy.

Results: In our study fifty-one patients (5.7%) developed post-stroke epilepsy. NIHSS >8
(HR=4.013; 95% CI: 2.123-7.586; p<0.001) and early-onset seizures (HR=4.038; 95%
CI: 1.802-9.045; p<0.001) were the risk factors independently associated. Independent
blood biomarkers predictive of epilepsy were levels <1.234 of S100B, levels <2.496 of
Hsc70 and levels >1.203 of endostatin. Thirty-eight patients (3.9%) had early-onset
seizures. A greater NIHSS (OR=1.046; 95% CI: 1.001 — 1.094; p=0.044) and
hemorrhagic stroke (OR = 2.133; 95% CI: 1.010 — 4.504; p=0.047) were the risk factors
independently associated. Independent blood biomarkers predictive of early-onset
seizures were levels >0.326 of NCAM (OR=2.625; 95% CI: 1.271 — 5.420; p=0.009) and
levels <0.013 of TNF-R1 (OR= 3.334; 95% CI: 1.414 — 7.864; p=0,006). The area under
the ROC curve of the predictive model was stronger when clinical variables were
combined with blood biomarkers than when they were used alone for epilepsy (74.3%;
95% CI: 65.2%-83.3%) vs (68.9%; 95% CI: 60.3%-77.6%) and early-onset seizures

(73.5%; 95% CI: 65.1%—81.9%) vs (64%; 95% CI: 55%—72.9%).

Conclusion: Predictive clinical risk factors for post stroke epilepsy were a NIHSS >8
and having early-onset seizures. A higher NIHSS and hemorrhagic stroke were
independently associated with a greater risk of early-onset seizures. Regarding blood
biomarkers, down-regulated levels of S100B and Hsc70 and up-regulated levels of
endostatin were independently associated with the development of epilepsy. Lower levels

of TNF-R1 and higher levels of NCAM were predictive of early-onset seizures. The
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combination of both clinical variables and biomarkers would be helpful to identify the

patients who are more likely to have either early-onset seizures or post-stroke epilepsy.
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Introduccion: El ictus es la causa mas frecuente de epilepsia a partir de los 60 afios. Los
factores de riesgo descritos hasta el momento no son suficientes para predecir que
pacientes desarrollaran epilepsia. Después de un ictus agudo pueden aparecer, por una
parte, crisis sintomaticas agudas como resultado de las alteraciones metabdlicas
transitorias secundarias al dafio cerebral agudo o por otra, crisis epilépticas tardias. En
este ultimo caso, las crisis ocurren después de un periodo de latencia durante el que se
producen multiples cambios moleculares implicados en lo que se conoce como
epileptogénesis, proceso responsable de convertir un tejido cerebral no epileptégeno en
un tejido capaz de generar crisis epilépticas de manera espontanea. Hasta el momento
actual, la funcion de los marcadores que intervienen en este proceso no ha sido muy
estudiada. El analisis de los factores clinicos y biomarcadores nos permitiria conocer los
mecanismos del desarrollo de la epilepsia e identificar potenciales marcadores
moleculares predictivos. Ademads, poder identificar alguna diana molecular para
investigar futuras estrategias terapéuticas moduladoras o preventivas de la epilepsia post-

ictus.

Objetivo: El objetivo de este proyecto es describir que factores clinicos, y marcadores
moleculares se asocian a la aparicion de epilepsia postictus y proponer un modelo
predictivo que combine dichos factores para detectar los pacientes con mayor riesgo de
desarrollar epilepsia después del ictus y asi, entender mejor el proceso de Ia

epileptogénesis.

12
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Métodos: Para ello analizamos un panel de 14 biomarcadores en una cohorte de 1115
pacientes con ictus agudo (isquémico y hemorragico) previamente incluidos en el estudio
Stroke-Chip [1], para el andlisis de las crisis sintomaticas agudas (n=964) y de epilepsia
post ictus (n=895). Se reevaluaron todos los pacientes y se examiné el desarrollo de
epilepsia y los factores clinicos y biomarcadores sanguineos asociados. Ademas,
evaluamos retrospectivamente la aparicion de crisis sintomaticas agudas y los factores
asociados. Utilizamos el modelo de regresion de Cox para identificar las variables y los
biomarcadores independientes asociados con las crisis sintomaticas agudas y con la

epilepsia.

Resultados: En nuestro estudio cincuenta y un pacientes (5,7%) desarrollaron epilepsia.
El NIHSS >8 (HR=4,013; 95% CI: 2,123-7,586; p<0,001) y la historia de crisis
sintomdticas agudas (HR=4,038; 95% CI: 1,802-9,045; p<0,001) fueron los factores de
riesgo independientemente asociados. Los biomarcadores predictivos para epilepsia
fueron los niveles < 1,234 de S100B, los niveles < 2,496 de HsC70 y los niveles > 1,203
de endostatina. Treinta y ocho pacientes (3,9%) presentaron crisis sintomaticas agudas.
Un valor de NIHSS mas elevado (OR=1,046; 95% CI: 1,001 — 1,094; p=0,044) y el ictus
hemorragico (OR = 2,133; 95% CI: 1,010 — 4,504; p=0,047) fueron los factores
predictivos independientes. Los biomarcadores que se asociaron independientemente a la
aparicion de crisis sintomaticas agudas fueron los niveles >0,326 de NCAM (OR= 2,625;
95% CI: 1,271 — 5,420; p=0,009) y los niveles <0,013 de TNF-R1 (OR= 3,334; 95% CI:
1,414 — 7,864). El area bajo la curva ROC del modelo predictivo fue mayor cuando se
utilizaron las variables clinicas y los biomarcadores de forma combinada tanto para las

crisis sintomaticas agudas (73,5%; 95% CI: 65,1%—81,9%) vs (64%; 95% CI: 55%—

13
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72,9%) como para la epilepsia postictus (74,3%; 95% CI: 65,2%-83,3%) vs (68,9%;

95% CI: 60,3%-77,6%).

Conclusion: En conclusion, el NIHSS >8 y la historia de crisis sintomaticas agudas, los
niveles bajos de S100B, Hsc70 y los niveles elevados de endostatina se asocian de
manera independiente a la epilepsia postictus. Un mayor valor en la escala de NIHSS, el
ictus hemorragico, los niveles bajos de TNF-R1 y los niveles altos de NCAM son
predictores independientes para las crisis sintomaticas agudas. La combinacion de las
variables clinicas juntos con los biomarcadores ayudaria a detectar los pacientes con
mayor probabilidad de presentar de crisis sintomaticas agudas o desarrollar epilepsia

postictus.

14
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1.1 Epilepsia. Generalidades

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica cronica que afecta a 70 millones de personas
a nivel mundial. Se caracteriza por una predisposicion para presentar crisis epilépticas de
manera espontdnea y perdurable en el tiempo. En mas de un 50% de los casos se
acompafia de comorbilidades neuroldgicas y psiquidtricas como el deterioro cognitivo o
los trastornos del estado de 4nimo (ansiedad o depresion) afectando negativamente a la
calidad de vida del paciente [2].

Segun las ultimas recomendaciones de la ILAE (International League Against Epilepsy),
es necesario cumplir los siguientes criterios diagnosticos: haber presentado dos crisis
epilépticas separadas por un tiempo de 24 horas, haber presentado una tUnica crisis no
provocada con un riesgo de recurrencia alto (>60% durante los siguientes 10 afios), o

presentar un sindrome epiléptico (Tabla 1) [2].

Tabla 1. Definicion clinica practica de la epilepsia (Fisher et al 2014)

La epilepsia es una enfermedad cerebral que se define por cualquiera de las siguientes circunstancias:

1. Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con >24h de separacion.

2. Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de presentar nuevas crisis durante los 10
afios siguientes similar al riesgo general de recurrencia (al menos el 60%) tras la aparicion de
dos crisis no provocadas.

3. Diagnostico de un sindrome de epilepsia.

Se considera que la epilepsia esta resuelta en los sujetos con un sindrome epiléptico dependiente de la
edad que han superado la edad correspondiente o en aquellos que se han mantenido sin crisis durante
los 10 ultimos afios y que no han tomado medicacion antiepiléptica durante al menos los 5 ultimos
afios.

16
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1.1.1 Epidemiologia

La incidencia de epilepsia en paises desarrollados con rentas altas se encuentra alrededor
de 50 (40-70) por 100000 habitantes por afo [3,4]. Presenta una distribucién bimodal con
dos picos de edad: en nifios menores de un afio de vida y en poblacién a partir de los 50
afios. La incidencia en la poblacion mayor de 50 afos se incrementa a medida que
aumenta la edad y alcanza el punto maximo a partir de los 70 afios [4].

Entre el 20% y el 60% de las epilepsias son de etiologia estructural y estdn causadas por
una lesion en el sistema nervioso central cuya causa subyacente mas frecuente varia
segin el rango de edad en el que debute la epilepsia [5]. Las malformaciones del
desarrollo cortical son mas frecuentes en la infancia, los traumatismos craneoencefalicos,
las infecciones y los tumores cerebrales pueden aparecer en cualquier rango de edad y las
enfermedades cerebrovasculares son la causa principal de epilepsia en pacientes de edad

avanzada [6].
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1.2 Epilepsia postictus

1.2.1 Epidemiologia

El ictus es la tercera causa de muerte y una causa muy frecuente de discapacidad en
paises desarrollados, afecta a uno de cada seis adultos y se estiman entre 3-6 millones de
casos al afio [7]. Representa la etiologia més frecuente de epilepsia a partir de los 60 afios
de edad (30%-49%) [8-10]. La incidencia se encuentra alrededor del 7% [11], aunque
puede variar entre el 2% y el 20% segun la etiologia subyacente [12]. El periodo de
mayor riesgo para la apariciéon de una crisis ocurre durante el primer afio de seguimiento
con un riesgo acumulado de hasta el 9,5% al cabo de 5 afios y de hasta el 11,5% a los 10
afios [13,14]. Asimismo, pueden afectar negativamente al prondstico funcional del ictus,

a la calidad de vida del paciente e incrementar los costes hospitalarios [15].

1.2.2 Tipos de crisis postictus

Seglin las ultimas recomendaciones de la ILAE (International League Against Epilepsy),
diferenciamos entre crisis sintomaticas agudas si aparecen durante la primera semana
después del inicio del ictus o tardias cuando lo hacen a partir del séptimo dia [16]. No
obstante, trabajos anteriores han considerado como crisis sintomatica aguda toda aquella
que ocurre durante las dos primeras semanas después del ictus, o incluso durante el
primer mes [17,18]. La importancia de este punto de corte en el tiempo radica en que el
riesgo de recurrencia de las crisis tardias a los 10 afios de seguimiento es superior
(71,5%) al de las sintomaticas agudas (30%) [19]. Por este motivo, segin las ultimas

recomendaciones de la ILAE, teniendo en cuenta que el riesgo de recurrencia de una

18
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crisis tardia es superior al 60%, presentar una Unica crisis tardia es criterio suficiente para
el diagnostico de epilepsia [2]. Desde el punto de vista fisiopatologico, las crisis
sintomaticas agudas son secundarias a las alteraciones metabdlicas transitorias producidas
durante la fase agudo del ictus de forma local (hipoxia, disfunciéon metabdlica,
hipoperfusioén global, hiperperfusion, excitotoxicidad glutamatérgica, disfuncion de los
canales ionicos y de la BHE), en cambio, las crisis tardias son el resultado de multiples
cambios moleculares englobados en el proceso descrito como epileptogénesis (gliosis,
inflamacion cronica, angiogénesis, neurodegeneracion, neurogénesis, pérdida neuronal y
plasticidad neuronal aberrante). Todo esto ocurre durante el transcurso de un periodo de

latencia que puede durar desde varios dias hasta persistir durante afos [10,20].

1.2.3 Factores de riesgo

1.2.3.1 Factores de riesgo clinicos

Los estudios realizados durante los tltimos afios han descrito multiples factores de riesgo
clinicos asociados al desarrollo de epilepsia postictus entre los que destacan la gravedad
clinica del ictus, el ictus hemorragico, la localizaciéon cortical, el ictus isquémico con
afectacion total de la circulacion anterior (TACI), la edad joven (<65 afios) y la historia
de crisis sintomaticas agudas [21-23]. No obstante, la heterogeneidad de la metodologia
empleada en los diferentes estudios (tipo de ictus incluidos, variables analizadas y tiempo
de seguimiento) dificulta la interpretacion de los resultados [9]. Hasta el momento no se
conoce ningun factor de riesgo con la suficiente capacidad predictiva para identificar que
pacientes presentaran alguna crisis epiléptica a lo largo del seguimiento y por lo tanto,

que justifique la administracion de un tratamiento antiepiléptico de forma preventiva [9].
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1.2.3.1.1 Gravedad clinica del ictus

La gravedad clinica del ictus es uno de los factores de riesgo mas descritos. Si bien es
cierto que las variables utilizadas para evaluarla difieren entre los estudios publicados, los
ictus mas graves se asocian a una mayor probabilidad de desarrollar epilepsia
independientemente de la escala utilizada [14]. Los pacientes con ictus con puntuaciones
mas altas en la escala NIHSS presentan una mayor incidencia de epilepsia [13,24].
También aquellos pacientes con ictus con puntuaciones mas bajas en la escala Glasgow,
en la escala Barthel o con puntuaciones por debajo de 30 en la escala Escandinava del

ictus [8,22].

1.2.3.1.2 Componente hemorragico

Segun estudios epidemiologicos, el ictus hemorragico predispone a un mayor riesgo de
desarrollar epilepsia (10-20%) frente al ictus isquémico (2-14%) [25-27]. Se cree que la
transformacion hemorragica contribuye a la disfuncion de la BHE y aumenta su
permeabilidad. Esta actividad desencadenaria alguno de los mecanismos implicados en la
epileptogénesis e intensificaria la respuesta neuroinflamatoria [13,28]. No obstante,
trabajos mas recientes no confirman estos hallazgos y reportan una elevada

heterogeneidad de los resultados de los estudios publicados [20].

1.2.3.1.3 Afectacion cortical

La afectacion cortical multiplica por cuatro el riesgo de desarrollar epilepsia [20]. Se cree
que las areas parcheadas de tejido preservado en la region del infarto cortical podrian

constituir areas epileptogénicas [14].
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1.2.3.1.4 Ictus isquémico con afectacion total de la circulacion anterior

(TACT)

En linea con la gravedad clinica del ictus, el grupo de Graham estim6 un riesgo de 28,7%
en los pacientes con ictus isquémicos con afectacion de la totalidad de la circulacion
anterior, frente a un 13,4% en los que presentaban afectacion parcial de la circulacion

anterior y un 4,8% en aquellos con afectacion de la circulacion posterior [22].

1.2.3.1.5 Edad joven

Estudios poblacionales correlacionan la edad mas joven con un mayor riesgo de
desarrollar epilepsia postictus, especialmente por debajo de los 65 afios de edad [22]. No
obstante, otros autores no encuentran diferencias significativas entre los pacientes por
debajo de los 55 afios y mayores de 75 afos [29]. Estos resultados podrian estar en
relacién con una mayor supervivencia y no Unicamente con una mayor susceptibilidad al

desarrollo de epilepsia [9,14].

1.2.3.1.6 Crisis sintomaticas agudas

Las crisis sintomdticas agudas representan uno de los factores de riesgo asociados al
desarrollo de epilepsia postictus con mas evidencia cientifica. Ocurren entre el 2%-33%
de los pacientes con ictus agudo [28], y hasta el 35% de los pacientes que las presentan
pueden desarrollar epilepsia, aumentando el riesgo por cuatro [20]. No obstante, los
criterios de inclusion utilizados para la definiciéon de una crisis sintomatica aguda son
muy heterogéneos, lo que dificulta la interpretacion de los resultados de los estudios

publicados [9].
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1.2.3.1.7 Tratamientos del ictus agudo

Entre el 4% y el 16,7% de los pacientes que reciben tratamiento durante la fase aguda del
ictus (fibrinolisis y/o trombectomia mecéanica) presentan crisis sintomaticas agudas o
desarrollan epilepsia [30-32]. Estudios experimentales demuestran que el rTPA puede
tener efecto neurotdxico y disminuir el umbral epileptogeno. Por otra parte, se postula
que los cambios de perfusion cerebral subitos junto con la cascada inflamatoria que tiene
lugar tras la reperfusion dan lugar a un sindrome de reperfusion y podrian facilitar la
aparicion de crisis [33]. No obstante, los resultados de los estudios publicados son
contradictorios. Mientras que algunos estudios observan un mayor numero de crisis
sintomaticas agudas en los pacientes tratados con fibrinolisis, otros no encuentran
diferencias estadisticamente significativas [34-36]. Un estudio multicéntrico publicado
recientemente reporta un mayor numero de crisis en los pacientes tratados tanto con
trombolisis intravenosa como con tratamiento de reperfusion intrarterial durante los dos
primeros afios de seguimiento sin tener en cuenta el momento de aparicion de las crisis

[31].

1.2.3.1.8 Estatinas

Se ha descrito que el uso de estatinas durante la fase aguda del ictus disminuye el riesgo
de presentar crisis sintomaticas agudas. La hipotesis sugerida se basa en el efecto

neuroprotector y antinflamatorio sobre la BHE dafiada [37].
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1.2.3.2 Factores genéticos

Son pocos los estudios clinicos o epidemiologicos que han analizado la influencia de las
caracteristicas genéticas en el desarrollo de epilepsia después de un dafio cerebral agudo y
la mayoria se han llevado a cabo en epilepsia secundaria a un traumatismo
craneoencefalico [5]. Desde el punto de vista clinico el grupo de Zelano demuestra que
tener un antecedente familiar de primer grado con epilepsia incrementa el riesgo de
epilepsia postictus [38]. Se han identificado varios polimorfismos genéticos implicados
en la respuesta inflamatoria como el TNF-a o IL-6, genes con particular interés por su
papel como mediadores inflamatorios en la epileptogénesis [39]. Solo tres estudios han
analizado la contribucidon de variantes genéticas en la epileptogénesis postictus. [40—42].
Yang et al reportan una asociacion entre el alelo A del polimorfismo rs671 en un gen que
codifica la aldehido deshidrogenasa 2 y la epilepsia postictus. [40]. Zhang et al reportan
que el polimorfismo CD40-1C/T también podria contribuir al desarrollo de epilepsia.
Sugieren que las concentraciones plasmaticas de sCD40L estan implicadas en la
respuesta inflamatoria [41]. Chuan et al describen que un polimorfismo de TRPM6
(rs2274924) podria estar asociado a una mayor susceptibilidad para desarrollar epilepsia
después de un ictus. Los pacientes con epilepsia postictus con este polimorfismo
presentaban niveles disminuidos de Mg2+, reflejando que el polimorfismo TRPM6

podria influir en los niveles en plasma de Mg2+ en estos pacientes [42].
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1.2.4 Modelos predictivos de epilepsia postictus

A lo largo del tiempo se han disefiado varios modelos predictivos con el objetivo de
estratificar el riesgo de desarrollar epilepsia y valorar el potencial beneficio de iniciar
tratamiento antiepiléptico con fines preventivos. No obstante, no existe ninguna escala
con la suficiente capacidad predictiva para identificar a estos pacientes [8]. Algunas de
las escalas propuestas son la escala POSERS (Post-Stroke Epilepsy Risk Scale) disefiada
para pacientes con ictus isquémicos y hemorragicos [43], la escala CAVE para aquellos
con ictus hemorragicos [26], y la escala SeLECT, propuesta recientemente por Galovic et
al, para pacientes con ictus isquémico. Esta ultima escala determina el riesgo de epilepsia
en funcién de los siguientes parametros: la gravedad del ictus (NIHSS), la etiologia
aterotrombdtica, haber presentado crisis sintomaticas agudas, la localizacion cortical y la
afectacion del territorio de arteria cerebral media. Las puntuaciones mas altas en la escala
SeLECT se asocian a un riesgo de epilepsia postictus de hasta el 63% durante el primer

afio de seguimiento y un 83% a los 5 anos (Figura 1) [44].

SeLECT score (points)

(Se) Severity of stroke

NIHSS <3 0
NIHSS 4-10 1
NIHSS =11 2
(L) Large-artery atherosclerosis

No 0
Yes 1

(E) Early seizure (<7 days)

No 0
Yes 3
(C) Cortical involvement

No 0
Yes 2
(T) Territory of MCA

No 0
Yes 1

To calculate an individual’s SeLECT score, the points associated with each predictor
can be added to obtain the total risk score. As an example, a person who has a . .

stroke with initially 12 points on NIHSS due to large-artery atherosclerosis, no early Flgura [ : Escala SCLECT [44]
seizures, and with infarction involving the cortex in the MCA territory, will have a

risk score of 2 +1+0+2 +1=6 points. According to figure 3, 6 points corresponds Parametros incluidos en la escala SeLECT y
to a late seizure risk of 18% within 1 year and of 29% within 5 years after stroke.
NIHSS=National Institutes of Health Stroke Scale. MCA=middle cerebral artery. puntuamén corre Spondlente

Table 4: Calculation of the SeLECT score
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1.2.5 Modelos preclinicos de epilepsia postictus

Los modelos preclinicos en animales se caracterizan por la induccion de una isquemia
cerebral transitoria o irreversible en roedores bloqueando de forma global o focal el flujo
sanguineo cerebral. Los modelos mas frecuentemente utilizados son la oclusion mecéanica
de la arteria cerebral media, la fototrombosis o la vasoconstriccion mediante endotelina-1.
En el primer escenario se induce un infarto cortico-subcortical que genera crisis
sintomaticas agudas frecuentes. No obstante, la incidencia de epilepsia a largo plazo en
este modelo es baja. En el caso de la fototrombosis se inyecta colorante rosa de bengala y
seguidamente se activa mediante un haz de luz externo. En este tipo las crisis aparecen al
cabo de unas semanas de tiempo de latencia, pero los mecanismos implicados en la
generacion de estas crisis no estan bien definidos [20]. EIl nimero limitado de estudios
realizados hasta el momento junto con el tiempo de latencia prolongado necesario para la
aparicion de crisis dificulta la obtencién de resultados a largo plazo. Estas limitaciones
junto con la baja incidencia de epilepsia postictus obstaculiza el disefio de estudios

preclinicos y la extrapolacion de los resultados en humanos [21].
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1.3 Fisiopatologia y epileptogénesis

1.3.1 Fisiopatologia

La epilepsia es el resultado de un desequilibrio entre la actividad excitatoria e inhibitoria
de la red neuronal mantenida en el tiempo. El mecanismo por el que un tejido cerebral no
epileptogeno se convierte en un tejido capaz de generar crisis epilépticas de manera
espontanea se conoce como epileptogénesis [9]. La epileptogénesis es un proceso cronico
que puede estar desencadenado por factores genéticos o adquiridos y que se mantiene aun
mas alla del momento del diagndstico. La mayoria de los estudios sobre epileptogénesis
en humanos se han realizado en pacientes que han sufrido un ictus, un traumatismo

craneoencefalico o un estado epiléptico [45].

1.3.2 Mecanismos y cambios moleculares durante la epileptogénesis

Los mecanismos fisiopatoldgicos especificos que participan en el desarrollo de epilepsia
por una causa adquirida (traumatismos craneoencefalicos, ictus, infecciones o crisis
epilépticas prolongadas) no estdn bien definidos [9,21]. La epileptogénesis incluye
multiples procesos que incluyen la hiperexcitabilidad neuronal, la remodelacion de los
circuitos neuronales, la activacion de la microglia y disfuncion de los astrocitos y
multiples cambios neuroinflamatorios; todo ello asociado a una susceptibilidad genética
diferente para cada uno de los pacientes afectos (Figura 2) [5,9]. Se cree que muchos de
los procesos y cambios moleculares que ocurren durante la epileptogénesis podrian ser
similares para las diferentes lesiones cerebrales, asi como sucede con los factores de

riesgo clinicos (sangrado intracraneal, disrupcion de la BHE, dafio cerebral grave o crisis
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sintomdticas agudas) [5]. En la mayoria de los pacientes, las lesiones cerebrales no

desencadenan epilepsia. Una misma lesion puede ser o no epileptégena, de la misma

manera que no todos los procesos epileptogénos una vez iniciados daran lugar a una

epilepsia a largo plazo [5].

No desarrollo de
epilepsia

Dafio cerebral agudo
(traumatismo cranecencefalico, ictus, infecciones,
crisis febriles, estatus epiléptico de novo)

<:|_ Lesién epileptogénica |

Lesién no epileptogénica

(la mayoria de pacientes)

Procesos que pueden causar o modificar

el estado clinico después de una lesién
potencialmente epileptogénica

* Extension de la lesion y pérdida neuronal
* Disrupcion de la BHE

* Alteracion de la excitabilidad neuronal

* Neurogénesis

* Angiogénesis

* Plasticidad sindptica (axonal, dendritica)
* Reorganizacién molecular

* Cambios en los circuitos neuronales

* Perfil expresion genética

* Reprogramacion epigénetica

La epileptogenicidad del dafio depende de diferentes
modificadores o factores de riesgo

* Etiologia, localizacién y gravedad del daiio

* Crisis sintomdticas agudas, descargas periddicas o despolarizaciones
perilesionales

* Productos sanguineos (hemo, hierro, albimina) en el parénguima

* Factores genéticos y epigenéticos

* Edad

* Antecedentes personales (estrés, depresion, estilo de vida, etc.)

Periodo de latencia

(Tiempo entre el dafio epileptogénico y la primera crisis clinica evidente; puede
ser un periodo subclinico o crisis focales sutiles)
Puede durar dias, semanas, meses o incluso afios (segdn los factores de riesgo)

Debut clinico de la epilepsia

(primera crisis epiléptica espontdnea)

No progresién

Progresién de la epilepsia

Figura 2: Vision conceptual de los diferentes procesos epileptogénicos y factores de riesgo

implicados en el desarrollo de epilepsia después de un dafio cerebral agudo (adaptacion de

Klein et al 2017)
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Después un dafio cerebral agudo (traumatismo craneoencefalico, infeccion del sistema
nervioso central, ictus o estatus epiléptico) se desencadena una respuesta inflamatoria que
estimula la inmunidad innata en diferentes células del sistema nervioso central
(microglia, astrocitos) y se acompafia de una disfuncion de la BHE [5].

Durante los primeros minutos e incluso horas, se activa la inmunidad innata y se liberan
multiples mediadores inflamatorios como DAMPs (HMGB1 o S100B), citoquinas (IL-
1B, TNF-alfa, IL-6), quimioquinas, y se activan las vias efectoras COX-2 y PGE2 y la via
del complemento. Se acompafia de una disfuncion de la BHE que a su vez condiciona un
aumento de su permeabilidad y facilita la entrada de leucocitos al sistema nervioso
central. Esta actividad tiene como fin eliminar el acimulo de detritus ocasionado por la
muerte celular y contribuird a la liberacion de mas mediadores inflamatorios [5,46].

Esta cascada neuroinflamatoria es imprescindible para la reparacion del dafo cerebral y
el mantenimiento de la homeostasis. El tipo y la gravedad del dafio cerebral agudo
condicionarén la intensidad y la duracion de la respuesta. Cuando la cascada inflamatoria
es excesiva o se mantiene prolonga demasiado en el tiempo da lugar a una disfuncion
celular (neuromodulacion, hiperexcitabilidad, excitotoxicidad y pérdida neuronal) que
incrementa la excitabilidad neuronal y disminuye el umbral epileptogeno [5,46]. Ademas,
se produce una disrupcion de la BHE que aumenta la extravasacion de albumina,
mecanismo descrito que podria contribuir en la epileptogénesis [46,47]. Esta disfuncion
celular alteraria la expresion y funcion de los canales ionicos, generando posibles
canalopatias adquiridas que modificarian los niveles de glutamato y 4&cido y-

aminobutirico predisponiendo a la aparicion de crisis.
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Figura 3 : Representacion de los diferentes procesos fisiopatoldgicos inmunolédgicos e

inflamatorios desencadenados tras un dafio cerebral agudo [5].
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1.3.3 Biomarcadores y epileptogénesis

Un biomarcador se define como un indicador sobre procesos bioldgicos normales,
patogénicos o sobre respuestas a alguna exposicion o intervencion. Existen diferentes
tipos que incluyen biomarcadores moleculares, histologicos, radiograficos o fisioldgicos.
La investigacion de biomarcadores en epilepsia se encuentra en una fase muy precoz. Se
han publicado alrededor de unos 30 articulos sobre biomarcadores en epilepsia para
epileptogénesis, diagnodstico, farmacorresistencia, prondstico, prediccion sobre la
respuesta después de una cirugia de epilepsia, entre otros. La mayoria de los que se han
revisado han demostrado una alta sensibilidad especificidad siendo el area bajo la curva

mayor que 0.800 [48].

1.3.4 Epileptogénesis e ictus

Después de un ictus agudo diferenciamos una primera fase durante las primeras 24 horas,
seguida de una segunda o periodo de latencia y, por ultimo, una tercera fase durante la
que aparecen las crisis epilépticas de manera espontanea. Durante el periodo de latencia,
que puede durar desde algunos dias hasta varios afios, transcurren la mayoria de los
cambios moleculares y celulares que intervienen en la epileptogénesis [21]. Si bien los
mecanismos fisiopatologicos subyacentes del ictus isquémico y hemorragico son
diferentes entre si, en ambos escenarios se produce una respuesta inmunoldgica similar
como consecuencia del dafio celular [49].

Inicialmente se desencadena una respuesta inflamatoria aguda focal durante la que se
liberan multiples moléculas inflamatorias (DAMPs, microglia, citoquinas), se activan las
células endoteliales del sistema nervioso central y se produce una invasion de células

30



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

mieloides periféricas y linfocitos, todo ello junto con una disrupcion de la BHE[5,50]. Se
cree que esta respuesta focal va seguida de una cascada neuroinflamatoria distal a la zona
del infarto que se distribuiria globalmente por las diferentes regiones cerebrales de forma
cronica.

La respuesta neuroinflamatoria se ha relacionado con algunos de los principales factores
prondsticos del ictus, como la extension del infarto (asociado a la gravedad clinica del
ictus) y las complicaciones neurologicas (edema o transformacién hemorragica) o
sistémicas causadas por el aumento de la permeabilidad de la BHE [51]. No obstante, se
desconoce el impacto de estos cambios moleculares en otras complicaciones como la

epilepsia.
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Figura 4: Evolucion de la epileptogénesis y del desarrollo de las comorbilidades tras

el ictus agudo [14].
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2. HIPOTESIS
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El ictus representa la principal causa de discapacidad en paises desarrollados. El
envejecimiento de la poblacion junto con el incremento de la supervivencia gracias al
avance del tratamiento agudo del ictus son las causas principales del incremento de la
prevalencia de la epilepsia postictus. El 10% de los pacientes con ictus desarrolla
epilepsia y la mayoria de ellos lo hace durante el primer afio de seguimiento [14].

Sabemos que después de un dafio cerebral se desencadena una respuesta
neuroinflamatoria durante la que participan multiples moléculas que tienen una funcion
importante en el proceso de epileptogénesis. Ademads, estudios previos han observado una
asociacion entre esta respuesta y la aparicion de complicaciones tanto sistémicas como
neurologicas. Por este motivo, estas moléculas podrian estar implicadas también en la
aparicion de crisis sintomaticas agudas y en el desarrollo de epilepsia postictus. Encontrar
un biomarcador que contribuya a la prediccion de la epilepsia postictus nos ayudaria a
identificar aquellos pacientes que tienen un mayor riesgo de presentar crisis y a
comprender mejor el proceso de epileptogénesis. Ademas, si podemos identificar estos
pacientes serd mas facil llevar a cabo futuros ensayos clinicos para el desarrollo de
tratamientos antiepilépticos de carécter preventivo, ya que podremos seleccionar con mas
precision a los pacientes y conseguir una muestra mas representativa. A largo plazo,
estos avances nos ayudardn a continuar investigando sobre dianas moleculares o
neuronales como posibles dianas terapéuticas y a generar nuevas hipotesis especificas

sobre la epileptogénesis [5,52]
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo principal

Determinar la prevalencia de pacientes con ictus que sufren crisis sintomaticas

agudas y cuéles son los factores clinicos asociados con las mismas.

3.2 Objetivos secundarios

Identificar aquellos biomarcadores que pueden ser predictores de la presencia de
crisis sintomaticas agudas.

Estudiar la incidencia de epilepsia postictus y describir los factores clinicos
asociados con su presencia.

Identificar que biomarcadores se asocian con la presencia de epilepsia postictus.
Desarrollar un modelo predictivo de epilepsia postictus combinando las variables

clinicas y los biomarcadores.
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4. ARTICULOS CON RESOLUCION FAVORABLE
DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA
DE DOCTORADO EN MEDICINA
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4.1 Correlation of blood biomarkers with early-onset seizures after an
acute stroke event

Abraira L, Giannini N, Santamarina E, Cazorla S, Bustamante A, Quintana M, Toledo M, Grau-
Lopez L, Jiménez M, Ciurans J, Becerra JL, Millan M, Cardona P, Terceiio M, Zaragoza J,
Cdanovas D, Gasull T, Ustrell X, Rubiera M, Castellanos M, Ddvalos A, Montaner J, Alvarez-
Sabin J. Correlation of blood biomarkers with early-onset seizures after an acute stroke event.
Epilepsy Behav. 2020 Mar, 104(Pt B):106549. doi: 10.1016/j.yebeh.2019.106549. Epub 2019 Oct
31. Erratum in: Epilepsy Behav. 2020 May,;106:107045. PMID: 31677998.
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4.2 Blood biomarkers predictive of epilepsy after an acute stroke event

Abraira L, Santamarina E, Cazorla S, Bustamante A, Quintana M, Toledo M, Fonseca E, Grau-
Lopez L, Jiménez M, Ciurans J, Luis Becerra J, Millan M, Hernandez-Pérez M, Cardona P,
Tercenio M, Zaragoza J, Canovas D, Gasull T, Ustrell X, Rubiera M, Castellanos M, Montaner J,
Alvarez-Sabin J. Blood biomarkers predictive of epilepsy after an acute stroke event. Epilepsia.

2020 Aug 28. doi: 10.1111/epi.16648. Epub ahead of print. PMID: 32857458.
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Este trabajo analiza los factores clinicos y biomarcadores presentes durante la fase aguda
del ictus y su asociacion con la aparicion de crisis sintomaticas agudas y el desarrollo de
epilepsia a largo plazo. Se ha evaluado un panel de 14 biomarcadores (S100B, Hsc70,
TNF-RI, FasL, IL-6, NT-proBNP, endostatina, IGFBP-3, GroA, D-dimero, vWF, VAP-1,
Apo CIII y NCAM) en una cohorte de 1115 pacientes con ictus agudo isquémico y
hemorragico previamente incluidos en el estudio Stroke-Chip [1], estudio que evaluaba la
utilidad de estos biomarcadores durante la fase aguda del ictus con el objetivo de
diferenciar entre ictus mimic, ictus isquémico e ictus hemorragico.

Por una parte, se ha realizado un estudio retrospectivo para analizar la aparicion de las
crisis sintomaticas agudas y por otra, un estudio longitudinal prospectivo para evaluar el
desarrollo de epilepsia.

De un total de 1115 pacientes se han incluido 964 pacientes en el estudio de las crisis
sintomdticas agudas y 895 en la evaluacién de epilepsia postictus. Los criterios de
exclusion fueron: antecedentes de epilepsia (n=22), accidente isquémico transitorio
(n=101), hemorragia subaracnoidea (n=11), hematoma subdural (n=4), malformacion
arteriovenosa (n=1) e historia clinica insuficiente (n=12). Para el estudio de epilepsia se
excluyeron también los pacientes que perdieron el seguimiento (n=58) y aquellos con
diagnéstico de epilepsia dudoso (n=11).

A continuacion, se expone un resumen de los resultados sobre el andlisis de las crisis
sintomdticas agudas y sobre el desarrollo de epilepsia a largo plazo publicados en los

respectivos articulos indicados.
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Respecto a las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes incluidos en el
estudio que evalta la aparicion de crisis sintomaticas agudas y los factores clinicos y
biomarcadores asociados observamos una media de edad de 72,3 £+ 13,2 afios y un 56,8%
de pacientes hombres. La mediana de NIHSS fue de 9 (rango intercuartil [RIQ] 4-17) y el
84,2% (n=812) sufrieron un ictus isquémico. EI 3,9% (n=38) presentaron crisis
epilépticas sintomaticas agudas con una media de tiempo de aparicion desde el inicio del
ictus de 1 dia (RIQ: 0-4). La aparicion de crisis fue mas frecuente en los pacientes con
una puntuacién mas alta en la escala NIHSS (12,5 [RIQ:10-18] vs 8 [4-17], p=0,006), en
los que presentaron un ictus hemorragico (28,9% vs 15,2%; p=0,023) y en aquellos que
recibieron tratamiento con estatinas (39,5% vs 55,4%; p=0,05). En los pacientes con ictus
isquémico que requirieron tratamiento de reperfusion se observd una tendencia a
presentar mas crisis (4,3% vs 2,5%; p=0,161). Los tnicos factores clinicos predictivos
independientes para la aparicion de crisis sintomaticas agudas fueron una mayor
puntuacién en la escala NIHSS (OR=1,046; 95% IC: 1,001 — 1,094; p=0,044) y el ictus

hemorragico (OR = 2,133; 95% IC: 1,010 — 4,504; p=0,047) (Tabla 2).
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Crisis sintomaticas

n=964 agudas p
No (n=926) Si (n=38)
Edad (anos, media = DS) 72,3+13,2 72,4+13,1 68,8+t14,7 0,099
Sexo (hombres, n, %) 548 (56,8) 528 (57) 20 (52,6) 0,592
Tabaquismo (n, %) 157 (16,3) 152 (16,4) 5(13,2) 0,594
Alcoholismo (n, %) 59 (6,1) 56 (6) 3(7,9) 0,501
Hipertension arterial (n, %) 720 (74,7) 691 (74,6) 29 (76,3) 0,814
Diabetes mellitus (n, %) 245 (25.,4) 235(25,4) 10 (26,3) 0,896
Dislipemia (n, %) 466 (48,3) 449 (48.5) 17 (44,7) 0,650
Fibrilacion auricular (n, %) 318 (33) 307 (33,2) 11 (28,9) 0,589
Funcionalidad (mRs >2, n, %) 140 (14,9) 137 (15,2) 3(8.3) 0,258
Estatinas (n, %) 522 (54,8) 507 (55,4) 15 (39,5) 0,050
NIHSS basal (mediana, [IQR]) 9 (4-17) 8 (4-17) 12.5(10-18) 0,006
NIHSS basal >10 460 (47,8) 430 (46.,5) 30(78,9)  <0,001
Tipo de ictus Isquémico 812 (84,2) 785 (84,8) 27 (71,1)
0,023
(n, %) Hemorragico 152 (15,8) 141 (15,2) 11 (28,9)
Terapia reperfusion (n, %) 373 (46) 357 (45,6) 16 (59,3) 0,161
Transformacion hemorragica
17 (2,1) 15(1,9) 2(7,4) 0,108

sintomatica (n, %)

Tabla 2: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con ictus agudo y crisis

sintomaticas agudas.
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En relacién con los biomarcadores sanguineos, observamos valores elevados de dimero-
D, Apo CIII, NCAM y FasL y valores disminuidos de Hsc70 y TNF-R1 en los pacientes
que presentaron crisis sintomaticas agudas (Figura 5). Mediante el analisis de curvas
ROC se obtuvieron los puntos de corte que indicaban una mayor sensibilidad y
especificidad. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los marcadores
TNF-R1 (<0,013) y NCAM (>0,326) (Figura 6). Los biomarcadores predictivos
independientes observados tras realizar el andlisis del modelo de regresion multiple
ajustado por las variables clinicas estadisticamente significativas fueron los niveles
elevados de NCAM (>0,326) (OR= 2,625; 95% CI: 1,271 — 5,420; p=0,009) y los niveles

disminuidos de TNF-R1 (<0,013) (OR= 3,334; 95% CI: 1,414 — 7,864).
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Figura 5: Radar chart que muestra la media de los valores Z-score de los

biomarcadores analizados.
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Figura 6: Curvas ROC que muestran los puntos de corte optimos para los biomarcadores TNF-

R1yNCAM

El riesgo de presentar crisis sintomaticas agudas aument6 hasta el 9,2% al combinar
ambos biomarcadores (Figura 7). El area bajo la curva ROC del modelo predictivo fue
mayor al combinar las variables clinicas junto con los biomarcadores (73,5%; 95% CI:

65,1%—81,9%) frente al uso de aislado de las variables clinicas (64%; 95% CI: 55%—

72,9%) (Figura 8).
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Figura 8: Curva ROC sobre el modelo predictivo para las crisis sintomaticas agudas. La

capacidad predictiva del modelo de regresion fue superior para la combinacion de las variables

clinicas junto con los biomarcadores (73,5%; IC 95%: 65,1% - 81,9%) que para las variables

clinicas de forma aislada (64%; IC 95%: 55%-72,9%)
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Por otra parte, en relacion con el analisis de la epilepsia a largo plazo observamos una
media edad de 72,0 £ 13,1 afos y el 57,8% fueron hombres. La media de seguimiento fue
de 4.8 afios (RIQ 1,6 —5,2) y el 41% (n=367) fueron éxitus. La mediana de NIHSS basal
fue de 8 (RIQ 4-17) y el 84% (n=752) sufrieron un ictus isquémico. El 5,7% (n=57)
desarroll6 epilepsia con una media de tiempo desde el inicio del ictus de 232 dias (RIQ
86-491). Los pacientes que desarrollaron epilepsia presentaron con mds frecuencia una
mayor puntuacion NIHSS (p<0,001), crisis sintomaticas agudas (p<0,001) e ictus con
afectacion cortical (p=0,004). En los pacientes con ictus isquémico que requirieron
tratamiento de reperfusion se observo una tendencia a desarrollar epilepsia (p=0,101).
Los unicos factores clinicos predictivos independientes fueron el NIHSS >8 (HR=4,013;
95% CI: 2,123-7,586; p<0,001) y la historia de crisis sintomadticas agudas (HR=4,038;

95% CI: 1,802-9,045; p<0,001) (Tabla 3).
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n=895 Epilepsia P

No (n=844)  Si (n=51)

Edad, afios, media + DS 72,1+13,1 72,3+12,9 68,4+15,5 0,265
Sexo, hombre, n (%) 517 (57,8) 487 (57,7) 30 (58,8) 0,914
Tabaquismo, n (%) 145 (16,2) 137 (16,2) 8 (15,7) 0,745
Alcoholismo, n (%) 57 (6,4) 55(6,5) 2(3,9) 0,412
Hipertension arterial, n (%) 668 (74,6) 632 (74,9) 36 (70,6) 0,793
Diabetes mellitus, n (%) 230 (25.7) 217 (25,7) 13 (25,5) 0,869
Dislipemia, n (%) 437 (48,8) 412 (48,8) 25 (49) 0,935
Estatinas antes del ictus, n (%) 491 (55,4) 455 (54,5) 36 (70,6) 0,279
Fibrilacion auricular, n (%) 289 (32,3) 275 (32,6) 14 (27,5) 0,679
Funcionalidad (mRS>2), n (%) 120 (13,8) 112 (13,6) 8(16,3) 0,197
NIHSS basal, mediana [RIQ] 8 [4-17] 8 [4-17] 13 [7-18] <0,001
NIHSS basal >8, n (%) 442 [49,5] 404 [48,0] 38 [74,5] <0,001
NIHSS al alta, mediana [RIQ] 3[1-12] 3[1-12] 4,5[2-13] <0,001
Tipo de ictus Isquémico 752 (84) 707 (83,8) 45 (88,2) 0,750
(n, %) Hemorragico 143 (16) 137 (16,2) 6 (11,8)
Crisis sintomaticas agudas, n (%) 33 (3,7) 26 (3,1) 7 (13,7) <0,001
Terapia reperfusion, n (%) 344 (45,9) 319 (45,2) 25 (55,6) 0,101
Fibrinolisis 319 (42,5) 298 (42,3) 21 (46,7) 0,362
Trombectomia 65 (8,6) 60 (8,5) 5(11,1) 0,486
Localizacion cortical, n (%) 270 (38,8) 245 (37,7) 25 (55,6) 0,004
Transformacion hemorragica sintomatica, 17 (2,3) 16 (2,3) 1(2,2) 0,069
n (%)

Tabla 3: Caracteristicas clinica y demograficas de los pacientes con ictus agudo y epilepsia a

largo plazo.
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Los pacientes con epilepsia postictus presentaron niveles mas elevados de dimero-D,

endostatina y FasL y niveles mas bajos de Hsc70 y S100B (Figura 9). Los unicos

biomarcadores sanguineos predictores independientes para el desarrollo de epilepsia tras

realizar el modelo de regresion multiple ajustado por las variables clinicas

estadisticamente significativas fueron los niveles de S100B <1,234 (HR 2,955; 95% IC:

1,534-5,491; p=0,001), los niveles de Hsc70 <2,596 (HR=3,795; 95 IC: 1,476-9,760,

p=0,006) y los niveles de endostatina >1.203 (HR= 4,300; 95% IC: 1,028-17,996;

p=0,046).
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Figura 9: Radar chart que muestra la media de los valores Z-score de los

biomarcadores analizados.
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El riesgo de epilepsia aumentd hasta el 17% al combinar los diferentes biomarcadores

(Figura 10). El area bajo la curva ROC del modelo predictivo fue mayor combinando las

variables clinicas junto con los biomarcadores (74,3%; 95% CI: 65,2%-83,3%) frente al

uso aislado de las variables clinicas (68,9%; 95% CI: 60,3%-77,6%) (Figura 11).

Number of
pathological
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Survival free of late-onset seizure
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Figura 10: Combinaciéon de los biomarcadores predictivos (Endostatina >1,203; S100B

<1,364; Hsc70<2,496). El riesgo de epilepsia se incrementa un 2,6% al afiadir cualquiera de

los biomarcadores, un 5,0% después de afiadir dos de los tres biomarcadores de manera

aleatoria y hasta un 16,8% combinando los tres.
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Figura 11: Curva ROC sobre el modelo predictivo de epilepsia. La capacidad
predictiva del modelo de regresion fue mayor al combinar las diferentes
variables clinicas con los biomarcadores sanguineos (Endostatina, S100B y

HsC70) respecto al uso aislado de las variables clinicas.
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6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION
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Este estudio describe los factores clinicos y biomarcadores presentes durante la fase
aguda del ictus y evaltia, por una parte, su asociaciéon con la aparicion de crisis

sintomadticas agudas y por otra, el desarrollo de epilepsia postictus a largo plazo.

En linea con la literatura previa, el 3,9% de nuestra cohorte de pacientes presentd crisis
sintomdticas agudas y el 5,7% desarrolld crisis epilépticas tardias o epilepsia
[13,22,53,54]. Si bien es cierto que algunos autores reportan cifras de hasta el 10% de
incidencia de epilepsia postictus, la heterogeneidad de los métodos empleados, debido
principalmente a los diferentes criterios utilizados para definir las crisis sintomaticas
agudas o tardias, dificulta la interpretacion de los resultados [23,33]. Es posible que en
nuestro estudio el nimero de crisis epilépticas esté infraestimado al no haberse podido
realizar EEG para el diagnéstico de las crisis en todos los pacientes.

Respecto al andlisis de las caracteristicas clinicas, los resultados hallados fueron
congruentes con estudios previos [22]. La gravedad clinica del ictus, definida como una
mayor puntuacion en la escala de NIHSS, y el ictus hemorragico fueron los factores
clinicos predictivos independientes para la aparicion de crisis sintomaticas agudas. La
gravedad clinica del ictus y la historia de crisis sintomaticas agudas lo fueron para el
desarrollo de epilepsia postictus. A pesar de que la localizacion cortical es un factor de
riesgo ampliamente descrito, en nuestro estudio no resultd ser predictor independiente
para el desarrollo de epilepsia al asociarse de forma importante con la gravedad del ictus
(NIHSS) [44].

Uno de los aspectos clinicos mas controvertidos en la literatura es la asociacion del
tratamiento de reperfusion del ictus agudo (fibrinolisis y/o trombectomia) y la aparicion

de crisis. En nuestro estudio el 4,2% de los pacientes presentaron crisis sintomaticas
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agudas y el 7% desarrollo epilepsia, acorde con estudios previos que reportan incidencias
entre el 4% y el 16,7%) [30-32].

En los pacientes que requirieron tratamiento de reperfusion durante la fase aguda del ictus
observamos una tendencia para presentar tanto crisis sintomaticas agudas como epilepsia
a largo plazo. Naylor et al reportan una mayor incidencia de crisis durante todo el
seguimiento en los pacientes que han recibido tratamiento de reperfusion aguda sin
encontrar diferencias entre los tratamientos realizados [31]. Sin embargo, el grupo de
Belcastro no observé diferencias entre los pacientes que recibieron tratamiento y los que
no [36].

En relacion con el analisis de los biomarcadores, en nuestro estudio los niveles elevados
de NCAM vy niveles bajos de TNF-RI se asociaron a un mayor riesgo de crisis
sintomaticas agudas. Sin embargo, encontramos marcadores diferentes en el analisis del
desarrollo de epilepsia, en el que los niveles bajos de S100B y Hsc70 junto con niveles
elevados de endostatina se correlacionaron con una mayor predisposicion para presentar
crisis a largo plazo.

El papel de los biomarcadores en el desarrollo de crisis y epilepsia postictus es
desconocido. No obstante, estudios previos analizan la funcion de estos biomarcadores en
otros procesos bioldgicos y nos permite argumentar nuestros resultados y generar

posibles hipodtesis acerca del rol de estas moléculas en la epileptogénesis postictus.

NCAM es una molécula de adhesion neuronal que desempefia un papel importante en la
plasticidad sinaptica. E1 aumento de estos niveles durante la respuesta neuroinflamatoria
en el ictus agudo modularia la sinapsis para reparar el dafio cerebral; este aumento de
actividad y por tanto, probable incremento de las sinapsis podria disminuir el umbral

epileptogeno [55].
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La disminucion TNF-R1 podria ejercer un papel similar. Durante la neuroinflamacion
aguda los valores de TNF-alfa aumentan, actuando como mediador proinflamatorio. Este
mediador puede unirse a dos receptores diferentes desencadenando respuestas opuestas.
Por una parte, se ha descrito que ejerce una funcion pro-convulsiva cuando se une al
receptor TNF-R1, y por otra, genera una actividad anticonvulsiva si la union se produce
con el receptor TNF-R2. Los niveles disminuidos del receptor TNF-R1 reflejarian la
concentracion libre de este receptor en plasma. En los pacientes con una mayor
predisposicion a presentar crisis sintomaticas agudas, se produciria una uniéon masiva de
TNF-alfa al receptor TNF-R1, receptor con actividad pro-convulsiva, disminuyendo la
concentracion libre del mismo [56].

En relacion con los biomarcadores en el desarrollo de epilepsia postictus, encontramos
niveles disminuidos de los marcadores S100B y Hsc70, junto con niveles elevados de
endostatina. Las moléculas S100B y Hsc70 pertenecen a un grupo de sustancias llamadas
DAMPS (Damage Associated Molecular Patterns) que se liberan en el momento agudo

del ictus y estimulan la cascada neuroinflamatoria [5].

Los astrocitos activados durante la cascada neuroinflamatoaria liberan la proteina S100B
y esta contribuye a la activacion glial, y consecuentemente, a la epileptogénesis [57]. No
obstante, seglin estudios previos, la liberacion de este molécula se inicia al cabo de 8
horas tras el dafio cerebral agudo, llegando al pico maximo a las 72 horas, por lo que la
determinacion analizada en nuestro estudio podria ser demasiado precoz [58]. Por otra
parte, en linea con nuestros resultados, la proteina S100B es esencial para el

mantenimiento de la integridad de la BHE, por lo que los niveles disminuidos podrian
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sugerir una disfuncién de la BHE vy, por lo tanto, un déficit en la capacidad de respuesta
neuroinflamatoria. También se han descrito niveles bajos de S100B una vez ya se ha
producido la disfuncion de la BHE. Esto podria ser debido a que la disfunciéon de la BHE
implica la exposicion del tejido cerebral a la albumina que estimularia la secrecion de IL-
1B; citoquina que inhibe la produccion de S100B [59,60].

La proteina Hsc70 [consitutive] junto con Hsp70 [inducible] pertenece a la familia de las
heat shock proteins. La proteina Hsc70 es necesaria para mantener la homeostasis en
condiciones basales, participa en la sintesis de proteinas y es minimamente inducible en
condiciones de estrés [61]. En cambio, la proteina Hsp70 es altamente inducible en
condiciones de estrés, se encarga de la reparacion celular y su sobreexpresion puede
reducir a su vez la expresion de Hsc70 [62]. Segun esta teoria, los niveles de Hsc70
podrian estar disminuidos basalmente e interferir en la sintesis de estructura de la BHE vy,
por consiguiente, alterar su funcion. Ademads, los niveles de Hsc70 podrian estar
disminuidos como consecuencia de una sobreexpresion de Hsp70.

Por ultimo, la endostatina tiene como funcién inhibir la angiogénesis, por lo tanto, los
niveles elevados podrian comprometer la reparacion celular [63]. Se han descrito niveles
elevados en el liquido cefalorraquideo en pacientes después de haber sufrido
traumatismos craneoencefélicos graves, no obstante, no se han llevado a cabo estudios en
pacientes con ictus [64].

A pesar de la falta de evidencia cientifica sobre la funciéon de los biomarcadores en la
epileptogénesis postictus, observamos que los marcadores asociados a las crisis
sintomadticas agudas son diferentes a los relacionados con el desarrollo de epilepsia. Estos
resultados van en linea con las diferencias ya descritas en relacion con los diferentes

mecanismos fisiopatologicos subyacentes de ambos tipos de crisis [20]. Por este motivo,
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los biomarcadores asociados a la aparicion de crisis sintomaticas agudas estarian mas
relacionados con la gravedad de la inflamacion durante la etapa mas inicial de la fase
aguda del ictus. Estos marcadores reflejan los cambios metabolicos transitorios que
actian como desencadenantes de las crisis sintomdticas agudas. En cambio, los valores
de los biomarcadores observados en el andlisis del desarrollo de epilepsia podrian seguir
una linea distinta. Los niveles disminuidos de S100B y Hsc70 sugieren un déficit basal de
estas proteinas que interferiria en los mecanismos implicados en la reparacién del dafio
cerebral. En estos pacientes no se produciria la respuesta neuroinflamatoria necesaria
para reparar el dafio cerebral producido por el ictus. Por lo tanto, es posible que esta
alteracion contribuya a una mayor gliosis, una plasticidad sinaptica aberrante o al
desarrollo de canalopatias adquiridas [5].

Una vez obtenidos los biomarcadores estadisticamente significativos para la aparicion de
crisis sintomaticas agudas y epilepsia a largo plazo, analizamos la capacidad predictiva de
la suma de estos biomarcadores junto con las variables clinicas con el objetivo de disefiar
un modelo predictivo para detectar a los pacientes con mas riesgo de presentar crisis. En
nuestro estudio, la capacidad predictiva del modelo de regresion fue superior al combinar
las variables clinicas junto con los biomarcadores respecto al uso aislado de las variables
clinicas tanto para las crisis sintomdticas agudas como para la epilepsia a largo plazo.

Es decir, los biomarcadores aportan informacion a la que ya conocemos sobre los factores
de riesgo clinicos. No obstante, en este estudio se ha analizado una Unica determinacion
basal. Se necesitaria disponer de determinaciones periddicas durante las primeras horas y
dias después del inicio del ictus para poder analizar el comportamiento dinamico de los

diferentes biomarcadores.
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7. CONCLUSIONES

73



Estudio de los mecanismos de la fase aguda del ictus que favorecen
el desarrollo de epilepsia

En nuestra serie el 3,9% de los pacientes presentaron crisis sintomaticas agudas y los
factores clinicos independientes asociados fueron la gravedad clinica del ictus con una
mayor puntuacion en la escala de NIHSS y el ictus hemorragico.

Los niveles elevados de NCAM vy los niveles bajos de TNF-R1 se asociaron de forma
independiente a un mayor niimero de crisis sintomaticas agudas.

En nuestra serie el 5,7% de los pacientes desarrollaron epilepsia y los factores clinicos
asociados fueron la gravedad clinica del ictus con una puntuaciéon en la escala
NIHSS>8 y la historia de crisis sintomaticas agudas.

Los niveles bajos de los biomarcadores S100B y Hsc70 y los niveles altos de
endostatina son predictores independientes de epilepsia postictus.

La combinacion de las variables clinicas y los biomarcadores tiene una mayor
capacidad predictiva frente al uso aislado de las variables clinicas tanto para las crisis

sintomaticas agudas como para la epilepsia postictus.
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8. LINEAS DE FUTURO
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La epilepsia postictus es cada vez mas frecuente debido al aumento de la supervivencia
del ictus junto con los avances en el tratamiento del ictus agudo y tiene un impacto
negativo en la calidad de vida de los pacientes. Actualmente no es posible identificar que
pacientes tendran crisis y desconocemos si iniciar algin tratamiento antiepiléptico con
caracter preventivo podria beneficiar al paciente.

Definir un biomarcador pronostico de epilepsia postictus que tenga traducibilidad clinica
es una necesidad para avanzar en el desarrollo de tratamientos antiepileptogénicos.
Ademas, facilitaria llegar a un consenso de cara a optimizar el manejo clinico de los
pacientes tras un ictus tanto desde el punto de vista preventivo como de tratamiento para
las crisis epilépticas postictus.

Actualmente, el descubrimiento de nuevos biomarcadores en epilepsia se encuentra ain
en fases muy precoces respecto a otras enfermedades como el cancer o la enfermedad de
Alzheimer. Los resultados de este estudio contribuyen a los factores de riesgo clinicos ya
conocidos sobre la epilepsia postictus y nos aportan informacion sobre los procesos
moleculares que ocurren durante la epileptogénesis después del ictus agudo.

Son necesarios futuros estudios para validar estos biomarcadores con la suficiente
sensibilidad y especificidad para poder disefiar una escala prondstica para su uso en la
practica clinica habitual.

Ademas, con una escala prondstica podriamos seleccionar de forma mas homogénea los
pacientes tributarios para futuros ensayos clinicos con el objetivo de evaluar no sélo la
eficacia de farmacos antiepiléptogénicos sino también generar nuevas hipotesis de

epileptogénesis.
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GLOSARIO

o Crisis epiléptica: presencia transitoria de sintomas y/o signos debidos a una
actividad anormal excesiva y sincrénica del cerebro [65].

o Epilepsia: enfermedad neuroldgica crdnica caracterizada por una predisposicion
duradera para generar crisis epilépticas y por sus consecuencias neurocognitivas,
psicolégicas y sociales. La definicion de epilepsia requiere la aparicion de, al menos,
una crisis epiléptica [65].

e Ictus isquémico: episodio de alteracion neurologica causado por un infarto focal
cerebral, médula espinal o retiniano [66].

e Ictus hemorragico: coleccion de sangre focal en el parénquima cerebral o sistema
ventricular no causado por un traumatismo [66].

e Accidente Isquémico Transitorio: episodio de alteracion neuroldgica transitorio de
menos de 24 horas de evolucién causado por una isquemia focal arterial sin
evidencia de infarto por imagen o anatomia patoldgica [66].

o Epileptogénesis: se entiende como el proceso mediante el cual un determinado
grupo o circuito neuronal se convierte en hiperexcitable, pudiendo generar crisis
epilépticas de forma espontanea [14].

e Biomarcador: caracteristica que puede ser medida y evaluada de forma objetiva
como un indicador tanto de procesos biologicos fisioldgicos o patologicos como de

la respuesta farmacoldgica secundaria a intervenciones terapéuticas [5].
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ANEXOS
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Anexo 1: Tabla: Lista de inmunoensayos utilizados para el analisis de

biomarcadores
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Quantificati
Molecule Maker Reference Dilution Units
on threshold

NT-proBNP  Roche 4,842,464 1/1 5 pg/mL
IGFBP-3,

Aushon 2-plex 85,214 1/25 48.4,2.34 pg/mL
TNF-R1
GroA, FasL, 0.39, 1.56,

Aushon 3-plex 85,723 172 pg/mL
IL-6 0.20
D-dimer Stago 947 1/42 10 ng/mL
VWF Stago 942 1/102 1 %
VAP-1 eBioscience BMS259TEN 1/1000 0.019 ng/mL
Endostatin R&D RYD-DNSTO 1/50 0.023 ng/mL

USCNK/Cloud E93063Hu/
Hsc70 1/1 0.134 ng/mL
-Clone Corp SED063Hu

S100B Cusabio CSB-E08065h 1/1 1.17 pg/mL
NCAM Abnova KA2003 1/150 10 pg/mL
Apo-CIII Abnova KA0465 1/2500 0.002 pg/mL
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Anexo 2: Cuestionario utilizado en la entrevista telefonica
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Anexo 3: Escalas
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Tabla 4. Escala de Rankin Modificada

Nivel Grado de discapacidad
0 Asintomatico Sin limitaciones
1 Discapacidad Es capaz de llevar a cabo todas las tareas y actividades
no significativa | habituales.
pese a la
existencia  de
sintomas
2 Discapacidad Es incapaz de llevar a cabo todas sus actividades habituales
ligera previas, pero es capaz de realizar sus necesidades personales
sin ayuda.
3 Discapacidad Requiere alguna ayuda, pero es capaz de caminar sin
moderada ayuda de otra persona.
4 Moderadamente | Es incapaz de caminar y de atender sus necesidades
severa personales sin ayuda.
5 Severa Confinamiento a la cama, incontinencia, requerimiento de
cuidados y atenciones constantes.
6 Muerte
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Escala NIHSS

Nivel de conciencia

Preguntas LOC

Ordenes LOC

Mirada

Campos visuales

Paralisis facial

Brazo izquierdo

Brazo derecho

Alerta

Somnoliento

Estuporoso

Coma

Responde ambas correctamente

Responde una correctamente

Incorrecto

Realiza ambas correctamente

Realiza una correctamente

Incorrecto

Normal

Paralisis parcial de la mirada

Desviacion oculocefalica

Sin déficit campimétricos

Cuadrantanopsia

Hemianopsia homonima

Hemianopsia homonima bilateral,
ceguera

Movimientos normales y
simétricos

Paresia ligera

Paralisis parcial

Paralisis completa

No claudica. BM 5

Claudica. BM 4

Algun esfuerzo contra gravedad.
BM 3

Sin esfuerzo contra gravedad.
BM 2-1

Ningin movimiento. BM 0

No claudica. BM 5

Claudica. BM 4

Algun esfuerzo contra gravedad.
BM 3

Sin esfuerzo contra gravedad.
BM 2-1

Ningan movimiento. BM 0

N - ON—=O0ON—-=0ON -0 WwWN—=O

~N -0 WN - O w

-0 & W

w

Pierna izquierda

Pierna derecha

Ataxia de miembros

Sensibilidad

Lenguaje

Disartria

Extincion

No claudica. BM 5
Claudica. BM 4

Algun esfuerzo contra gravedad.

BM 3
Sin esfuerzo contra gravedad.
BM 2-1
Ningan movimiento. BM 0
No claudica. BM 5
Claudica. BM 4

Algun esfuerzo contra gravedad.

BM 3
Sin esfuerzo contra gravedad.
BM 2-1
Ningin movimiento. BM 0
Ausente
Presente en una extremidad
Presente en dos extremidades
Si esta presente se localiza en:

Brazo derecho (1: si; 0: no)
Brazo izquierdo (1: si; 0: no)
Pierna derecha (1: si; 0: no)
Pierna izquierda (1: sf; 0: no)

Normal

Hipoestesia ligera a moderada

Hipoestesia severa o anestesia.

Normal, sin afasia

Afasia ligera a moderada

Afasia severa. Broca, Wernicke...

Afasia global o mutismo

Articulacién normal

Ligera a moderada

Severa o anartria

Sin anormalidad

Parcial (s6lo una modalidad
afectada)

Completa (mas de una
modalidad)

~ -0 &~ W

N = O & W

ON O WN—-ON—-O

BM: balance motor.

Version espafiola simplificada de la escala NIHSS [67]
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Curva ROC sobre el modelo predictivo de epilepsia. La
capacidad predictiva del modelo de regresion fue mayor al
combinar las diferentes variables clinicas con los biomarcadores
sanguineos (Endostatina, S100B y HsC70) respecto al uso

aislado de las variables clinicas.
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