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1 INTRODUCCION

El dafio cerebral agudo (DCA), ya sea de origen traumatico,
hemorragico o isquémico, es un grave problema de salud a nivel mundial por
su alta incidencia y elevada morbimortalidad. Su prevalencia e incidencia
estan incrementdndose progresivamente debido a la mayor esperanza de
vida de la poblacién y al aumento de la supervivencia de todos los procesos
neurolégicos graves. El coste que supone para la sociedad en términos de
sufrimiento y en términos econdmicos es enorme. La diversidad en los
sistemas de recogida de datos, la heterogeneidad en las definiciones y las
diferencias de las poblaciones a estudio representan los principales
problemas para describir el impacto global de esta patologia.

El DCA se caracteriza por su dinamismo y por la dificultad en su
evaluacion clinica y diagnéstico. La exploracion neuroldgica puede verse
artefactada por farmacos o téxicos. El diagndéstico por imagen se basa en
pruebas como la tomografia axial computarizada o la resonancia magnética
cerebral. En ocasiones, no es posible trasladar al paciente a la sala de
radiodiagnostico para efectuar la prueba de imagen porque su inestabilidad
clinica lo contraindica. Ademas, la tomografia axial computarizada no tiene
alta sensibilidad para la deteccién de la lesion axonal difusa y la resonancia

magnética nuclear no esta disponible en todos los centros ni en todas las
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franjas horarias del dia. En los dltimos afios ha aumentado el interés por
disponer de indicadores pronosticos para decidir el nivel de asistencia,
facilitar la toma de decisiones, evitar la futilidad terapéutica y el consumo de
recursos innecesarios (Escudero y cols., 2008).

La fisiopatologia del DCA es compleja y en ella participan multiples
factores genéticos, moleculares, celulares... pendientes de dilucidar.
Ademés el DCA es un proceso muy heterogéneo, lo cual dificulta el
desarrollo de trabajos multicéntricos de los que se puedan extraer
“conclusiones inequivocas”. Probablemente todo ello contribuye a que en la
actualidad no se disponga de un tratamiento especifico que permita la

recuperacion del tejido dafiado o que aminore la progresion del dafio.

1.1. IMPACTO DEL DANO CEREBRAL AGUDO

1.1.1. Traumatismo craneoencefalico

El dafio cerebral traumético se define como la lesion cerebral de
origen traumatico que conduce al deterioro temporal o permanente de las
funciones cerebrales. El traumatismo craneoencefalico (TCE) se caracteriza
por su alta mortalidad y morbilidad convirtiendose en un verdadero problema
de salud publica. Los TCE son importante causa de muerte (Ledn-Carrion y
cols., 2005). La distribucion del dafio cerebral traumatico es bimodal,

afectando sobre todo a individuos por debajo de los 25 afios y por encima de
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los 65 afios. La incidencia global es de 200 casos por cada 100000
habitantes y afio (Murillo y cols., 1996; Brell e Ibafez, 2001; Tagliaferri y
cols., 2006; Reilly, 2007). Si bien varia de unos paises a otros, oscilando
entre 91-430 casos por cada 100000 habitantes, con una mortalidad de 9-89
fallecidos cada 100000 habitantes (Fearnside y Simpson, 2005). Segun
Ledn-Carrion y cols. (2005) en los paises industrializados el 5% de los
pacientes que requieren ingreso hospitalario presentan TCE grave. De todos
los pacientes con TCE que acuden a urgencias solo el 10% ingresa en una
unidad de cuidados intensivos (UCI). La prevalencia del TCE varia de unas
regiones a otras, no obstante tiende a ser parecida en zonas de similar
situacion socioecondémica (Ledn-Carrion y cols., 2005).

El desarrollo tecnolégico conlleva un incremento de los riesgos
traumaticos. Estos riesgos estan relacionados con el tréfico, el desarrollo
industrial, la construccion, la violencia o determinadas actividades deportivas
y/o de ocio. Los TCE dentro de estas actividades ocupan un lugar destacado
por su morbimortalidad.

La mortalidad varia segun la edad, las comorbilidades, la gravedad y
las lesiones afiadidas. Existen resultados dispares en los diferentes estudios
gue abordan la relacion entre la mortalidad y la edad en TCE graves, no
obstante se ha visto que existe una relacion lineal entre ambas variables
para edades comprendidas entre 25 y 75 afios. Segun un estudio realizado
por Gomez y cols. (2000) la mortalidad por TCE grave oscila desde el 4,3%

en las personas con edades comprendidas entre 15-20 afos, al 86,8% en
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los pacientes mayores de 65 afios. Segun un trabajo publicado por
Tagliaferri y cols. (2006), la mortalidad media por TCE es de 15 fallecidos
por cada 100000 habitantes y afio en Europa.

La recuperacion en los pacientes con TCE severo (puntuacion en la
escala de coma de Glasgow <8) no suele ser completa y depende en parte
de la atencidn especializada recibida. En los pacientes con TCE moderado
(puntuacion en la escala de coma de Glasgow 9-13) suelen recuperarse el
80-90% vy las secuelas son menores si se instaura de forma precoz un
adecuado tratamiento (Ledn-Carrion y cols., 2005). Las principales secuelas
son cognitivas, motoras, emocionales y sociales, siendo la depresion la mas
frecuente (Ledn-Carrion y cols., 1999; Ledn-Carrion y cols., 2001). Se estima
gue por cada paciente con dafio cerebral severo hay 17 enfermos con dafio
cerebral leve o moderado (Kay y Teasdale, 2001). Sin embargo, a pesar de
los numerosos pacientes con lesion cerebral leve/moderada y las
potenciales secuelas que pueden presentar, estos enfermos con frecuencia
son infratatados.

Ademas de las incapacidades permanentes o transitorias, los TCE
generan enormes costes econdmicos, sociales y familiares (Adekoya y cols.,
2002; Hyder y cols., 2007). La mayoria de los estudios se centran en el TCE
grave. La informacion disponible del coste del dafio cerebral traumatico en
Europa es escasa y generalmente se refiere solo al consumo de recursos
hospitalarios, lo cual probablemente es sbélo una pequefia parte del coste

total (Berg cols., 2005). La Brain Injury Association of America estima que
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en Estados Unidos el dafio cerebral traumatico cuesta a la comunidad

48.300 millones de ddlares por afo (Reilly, 2007).

1.1.2. Accidentes cerebrovasculares

Consideramos accidentes cerebrovasculares a la lesion neuroldgica
aguda debida a procesos patolégicos que afectan a los vasos sanguineos
intracraneales. Los accidentes cerebrovasculares se clasifican en dos

grupos:

e Accidentes isquémicos

e Hemorragias
Dentro de las hemorragias intracraneales (HIC) se incluyen la hemorragia
subaracnoidea y la hemorragia intracerebral o intraparenquimatosa. El
interés creciente por los accidentes cerebrovasculares se debe a su elevada
prevalencia, mortalidad, comorbilidad, efectos secundarios, consumo de
recursos sanitarios y poblacion diana a la que afecta. A nivel mundial, la
incidencia de las enfermedades cerebrovasculares es de 240-600 casos por
cada 100000 habitantes por afio (Grysiewicz y cols., 2008).

Los accidentes cerebrovasculares constituyen la segunda causa de
muerte a nivel mundial. En Espafia de cada 1000 fallecidos, 104,3 de ellos
mueren por accidente cerebrovascular (Ruiz-Jiménez y cols., 2002). En los
paises desarrollados este tipo de enfermedades son la primera causa de

discapacidad grave en adultos.
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El 80% de los accidentes cerebrovasculares son isquémicos (80%
aterotromboticos y 20% embolicos), es decir, por interrupcion del flujo
sanguineo. La incidencia por accidentes cerebrovasculares isquémicos es
de 172 casos por cada 100000 habitantes y afio (Alzamora y cols., 2008).

Los accidentes vasculares hemorragicos constituyen solo el 20% del
total e implican la rotura de un vaso dentro del cerebro. La hemorragia
intracerebral no traumatica es un sangrado intraparenquimatoso que puede
extenderse a los ventriculos y ocasionalmente, al espacio subaracnoideo.
La hemorragia intracerebral no traumatica supone el 8-15% de los
accidentes cerebrovasculares y es responsable del 16-26% de todas las
muertes relacionadas con accidentes cerebrovasculares. La incidencia varia
dependiendo de la edad, género, region y raza, pero en lineas generales se
estima que la incidencia anual de la misma es de 16 a 33 casos por cada
100000 habitantes y afio (Sacco y cols., 2009). En Espafia la incidencia
asciende hasta los 15 casos por cada 100000 habitantes y afio, siendo mas
frecuente en varones mayores de 55 afios (Escudero y cols., 2008).
Dependiendo de la etiologia, la hemorragia se clasifica en primaria y
secundaria. La hemorragia intracerebral primaria representa el 78-80% de
los casos y se origina por la ruptura de pequefios vasos, mientras que la
secundaria aparece en un grupo minoritario y se asocia a malformaciones
vasculares, tumores, trastornos de la coagulacion... (Rubiano y Angarita,

2008).
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La hemorragia subaracnoidea es la extravasacion de sangre al
espacio subaracnoideo. La incidencia de la hemorragia subaracnoidea es de
4-23 casos por cada 100000 habitantes y afio (De Rooij y cols., 2007; Van
Asch y cols., 2010), manteniéndose estable en las ultimas tres décadas. El
pico de edad aparece a los 60 afos, presentando las mujeres 1,6 veces mas
riesgo que los hombres (Fonnegray cols., 2008).

La hemorragia intracraneal se considera entre todos los accidentes
cerebrovasculares, la que tiene un efecto mas devastador, ocasionando una
alta morbimortalidad. La mortalidad a los 30 dias del evento oscila entre 35y
52% y la mitad de estas muertes, ocurre dentro de los dos primeros dias
(Fogelholm y cols., 2005; Flaherty y cols., 2006; Sacco y cols., 2009; Zia y
cols., 2009; Van Asch y cols., 2010). En la revision sistematica realizada por
Van Asch y cols. (2010) se estimé que del 12 al 39% de los pacientes con
hemorragia intracerebral logran ser funcionalmente independientes. El
pronéstico depende de la localizacibn de la misma, del tamafo del
hematoma, del nivel de conciencia inicial, de la edad del paciente y de las
comorbilidades previas (Fogelholm y cols., 2005; Broderick y cols., 2007;
Sacco y cols., 2009).

La mortalidad de la hemorragia subaracnoidea se acerca al 50%. De
los pacientes con hemorragia subaracnoidea que sobreviven, el 20-30% de
ellos queda con un compromiso neurologico severo y menos de un tercio
recupera el mismo estilo de vida que tenian antes del evento vascular

(Fonnegra y cols., 2008).
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1.2. FISIOPATOLOGIA DEL DANO CEREBRAL AGUDO

En la fisiopatologia del DCA se pueden distinguir desde un punto de
vista académico dos entidades diferentes pero relacionadas, el dafio
cerebral primario y el dafo cerebral secundario (Haddad y Arabi, 2012). La
lesion primaria se produce en el momento del insulto como resultado de la
agresion directa bien sea traumatico, hemorragico o isquémico. En las horas
y dias siguientes se producen una serie de reacciones bioquimicas,
moleculares y celulares que condicionan diferentes formas de muerte
celular como apoptosis, necrosis 0 autofagia, lo cual acaba generando la
lesion cerebral secundaria (Mifiambres y cols., 2005; Ballesteros y cols.,
2007). Los mdltiples mecanismos que se inician tras la agresion cerebral

inicial pueden ser agravados por factores locales y sistémicos, contribuyendo

Agresion Lesion cerebral primaria

Factores
<& |ocales

Tiempo

Factores
sistémicos

Lesion cerebral secundaria

Pérdida de
tejido cerebral

Figura 1.1. Dafio cerebral primario y secundario.
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al dafio cerebral secundario (Figuras 1.1 y 1.2). Los factores sistémicos y
locales interaccionan y se potencian entre si. La lesidbn secundaria es
responsable de un porcentaje importante de las muertes por DCA y es
potencialmente prevenible con medidas terapéuticas apropiadas. En la
génesis del dafio cerebral agudo destacan 4 procesos (Alted y Toral, 2006):

e Isquemia, exitotoxicidad y deficit energético

e Cascadas neuroquimicas que conducen a la muerte neuronal

y glial por necrosis o por apoptosis
e Inflamacion local

e Edema cerebral

Inflamacion Edema

celular
Excitotoxicidad
FACTORES g :gop;toTls y ?ecroslls 5
o érdida de la autoregulacion
LOCALES cerebral

Aumento de la presion intracraneal
» Convulsiones
BYAN[®)
CEREBRAL
AGUDO

Inflamacion sistémica
Hipotension Hipoxia
Hiperglucemia

FACTORES Farmacos
SISTEMICOS Fracaso multi6rgano

Hipertermia

Figura 1.2. Factores que intervienen en el DCA.
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La lesion primaria desencadena una serie de alteraciones en el
metabolismo cerebral que comprometen su homeostasis. Inmediatamente
después del dafio directo, se produce isquemia e hipoxia cerebral. Apoyando
estos hechos, se ha objetivado que el 90% de los pacientes que fallecen con
un TCE grave presentan hallazgos compatibles con isquemia (Rovegno y
cols., 2012). Se ha observado que la hipotension y la hipoxia son predictores
de mortalidad en pacientes con TCE (Chesnut, 2007). Hay diferentes
mecanismos implicados en la hipoperfusion postdafio cerebral. Asi por
ejemplo, se ha descrito un aumento en la produccién de sustancias
vasoconstrictoras como la endotelina-1 (Alted y Toral, 2006) y una
disminucion de sustancias vasodilatadoras, como el Oxido nitrico. La
isquemia juega un papel fundamental en el desarrollo del dafio cerebral
secundario. Como consecuencia de ello la produccién de energia va a
depender de la glicolisis anaerdbica, mecanismo poco eficiente de
produccion de energia, por lo que la produccién de ATP celular disminuye.
Se ha observado que los niveles de ATP empiezan a disminuir de forma
significativa unos minutos después del inicio de la hipoxia (Lipton, 1999). La
disminucién de ATP conduce al fallo de la bomba Na-K, produciéndose
disminucion del potasio y aumento del sodio a nivel intracelular, lo cual
ejerce un efecto osmoético e induce la entrada de agua al espacio
intracelular. Ademas, el aumento de sodio intracelular genera un gradiente
de concentracion de sodio que impide el intercambio pasivo de iones,

situacion que favorece el acimulo de hidrogeniones y calcio en el interior de
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la célula. La bomba de calcio también es dependiente de ATP, por lo que en
situaciones de déficit de éste, el calcio no sale al espacio extracelular y se
acumula dentro de la célula.

Tras la agresion cerebral inicial, el aumento del sodio intracelular hace
que el interior de la célula sea menos electronegativo y ello acerca el
potencial de reposo al umbral de disparo generando la despolarizacién de
membrana. Como consecuencia de la despolarizacion neuronal masiva y el
déficit energético, se libera glutamato en grandes cantidades. Este actla
sobre receptores especificos de pared, alterando distintos canales i6nicos.
Ello induce incremento del agua intracelular, salida de potasio al medio
extracelular y entrada de calcio y sodio en las células. El aumento de calcio
intracelular da lugar a la activacion de proteasas, lipasas y endonucleasas,
desencadenando en ultimo término la apoptosis.

Cuando el cerebro ha sido sometido a hipoxia, el restablecimiento del
flujo sanguineo cerebral produce lesién por reperfusion debido a radicales
libres (Figura 1.3). El estrés oxidativo por la produccion de radicales libres de
oxigeno y de nitrégeno puede producir dafio mitocondrial y del DNA,
destruccion del citoesqueleto y necrosis celular. También induce la relajacion
vascular originando mayor incremento del flujo sanguineo. Ademas hay una
disminucién de las sustancias antioxidantes (Alted y Toral, 2006). El aumento
de calcio intracelular y la lesiébn mitocondrial inducen la expresion de genes
gue activan proteinas apoptéticas e inhiben las proteinas antiapoptoéticas,

produciendo muerte celular (Alted y Toral, 2006).
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Figura 1.3. Muerte celular en el dafio cerebral agudo por isquemia-
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nitrico sintetasa; BHE: barrera hematoencefalica.

Otro mecanismo que interviene en la génesis del dafio cerebral

secundario es la inflamacién. La respuesta inflamatoria esta mediada tanto

por leucocitos circulantes reclutados en el area lesionada como por células

nerviosas. La ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE) desencadena la
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activacion endotelial y el reclutamiento de leucocitos circulantes. La
microglia es responsable de la respuesta inmune innata del sistema nervioso
central (Ransohoff y Perry, 2009; Kettenmann y cols., 2011; Marin-Teva y
cols., 2011). Al estimularse migra al lugar de la lesion, produce fagocitosis,
presenta el antigeno y libera citocinas, radicales libres y otros factores
solubles. Los astrocitos también participan en la respuesta inflamatoria local,
pues se produce una astrocitosis reactiva caracterizada por una hipertrofia,
hiperplasia y un aumento de la expresién de su filamento intermedio.
Cuando el dafio es leve esta astrocitosis favorece la remodelacién, pero
cuando es grave puede producir una cicatriz glial, que posteriormente
dificulta la remodelacién neuroplastica necesaria para la recuperaciéon (Laird,
2008). En funcién de la magnitud de la respuesta neuroinflamatoria, ésta
puede tener efectos neuroprotectores o neurotoxicos.

El edema cerebral es una lesion secundaria frecuente en el DCA,
independientemente de su etiologia. Se caracteriza por un incremento del
agua cerebral que conlleva un incremento del volumen del tejido cerebral.
Esta influido por complejos cambios moleculares, celulares, estructurales,
funcionales y vasculares. Hay varios tipos de edema cerebral:

e Edema citotdxico
e Edema vasogénico
e Edema intersticial

e Edema osmobtico
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El edema citotoxico y el edema vasogénico estan relacionados con el
acumulo intracelular o extracelular de agua, secundario a la lesion cerebral o
ruptura de la BHE, respectivamente. El edema intersticial normalmente se
utiliza para describir el acumulo de agua cerebral en pacientes con
hidrocefalia, el cual se localiza sobre todo en la sustancia blanca
periventricular. EI edema cerebral osmotico se produce por hipoosmolalidad
plasmatica, lo cual da lugar a la entrada de agua al interior de la célula.

El resultado final del dafio cerebral depende tanto del dafio cerebral
primario como del secundario, sobre el que interactian multitud de factores
locales y sistémicos. Esto explica la gran variabilidad en la evolucién del

dafo y la dificultad a la hora de establecer estrategias terapéuticas 6ptimas.

1.2.1. Muerte celular

La célula tiene una capacidad extraordinaria de adaptacién. Cuando
una célula sufre la agresién de un agente externo o interno que sobrepasa
su capacidad de adaptacion se produce la muerte celular. Hay varios tipos
de muerte celular: la apoptosis, la necrosis y la autofagia. La necrosis es un
proceso de desintegracion celular pasivo desde el punto de vista energético.
Se caracteriza por el aumento del tamafio celular, la pérdida de integridad de
la membrana celular y la salida del contenido intracelular al medio
extracelular. Esto pone en marcha una respuesta inflamatoria, que es

iniciada por enzimas proteoliticos y radicales libres que la célula contiene en

~ 14 ~



Introduccion

su interior (Majno y Joris, 1995). La necrosis es un proceso irreversible que
condena a la célula a perder su funcién especifica y a convertirse en restos

celulares que seran fagocitados por los macréfagos.

Tabla 1.1. Diferencias entre necrosis y apoptosis.

NECROSIS APOPTOSIS

Desencadenante Patolégico Fisiologico/Patologico
Requerimiento de i

. No Si
energia
Membrana . y .

_ . Lisis Expresion de glucoproteinas

citoplasmatica
Nucleo Edema Retraccion
Mitocondria Hinchazén Funcional
Degradacion DNA Aleatoria Ordenada
Reaccion inflamatoria Si No

La apoptosis es la muerte celular programada, caracterizada por la
autodigestion controlada de la célula. La célula inicia su propia muerte,
mediante la activacidbn de proteasas enddgenas que causan la lisis del
citoesqueleto. Disminuye el volumen celular. Se produce una pérdida de la
funciébn mitocondrial, la cromatina del ndcleo se condensa y el DNA se
degrada. Las endonucleasas lisan el material genético generando

fragmentos de tamafio multiplo de 180 pares de bases, que originan un
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patron en escalera en un gel de agarosa, caracteristico de la apoptosis (Kerr
y cols, 1972; Martin y cols, 1994). La célula se colapsa produciéndose una
escision en mudltiples estructuras, denominadas cuerpos apoptoticos,
constituidos por partes del citoplasma y organulos rodeados de membrana
plasmatica. Finalmente estos cuerpos apoptéticos son fagocitados vy
digeridos por células fagociticas vecinas, sin liberar su contenido al espacio
extracelular por lo que a diferencia de la necrosis la célula apoptoética no
genera una reaccion inflamatoria (Lizarbe, 2007). En la Tabla 1.1 se pueden
observar las diferencias entre necrosis y apoptosis.

La apoptosis esta regulada genéticamente, es decir precisa de un
programa genético de muerte celular. Existen diferentes sefiales que activan
el programa de muerte celular y también existen numerosas sefales cuya
mision es detener este proceso (Vaux y Korsmeyer, 1999). Las células
expresan moléculas que actian como efectoras de la apoptosis, las cuales
son inhibidas de forma activa para permitir la supervivencia de dichas
células. La apoptosis puede ser desencadenada por estimulos externos (via
extrinseca) o por una serie de estimulos intracelulares (via intrinseca).

La via extrinseca se activa cuando ciertas moléculas se unen a unos
receptores situados en la membrana plasmatica. Estos receptores pueden
ser de dos tipos:

e Por un lado aquéllos cuya activacion siempre conduce a la

muerte celular, conocidos como “receptores de muerte”.
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e Por otro lado, aquéllos que ejercen una funcién fisiol6gica pero
su sobreactivacion puede inducir la muerte celular (receptores
de glutamato, de trombina y canales i6nicos dependientes de
voltaje).

Los receptores de muerte son proteinas que se expresan en muchas células
del organismo y pertenecen a la superfamilia de genes del receptor del factor
de necrosis tumoral. De ellos, destaca en cuanto a induccién de apoptosis se
refiere el Fas, que se activa al unirse a su ligando FasL. Una vez establecida
la unién ligando-receptor se producen una serie de alteraciones en el
dominio de muerte, que conducen a un reclutamiento de moléculas
adaptadoras permitiendo el inicio de la apoptosis.

La via intrinseca, también llamada via mitocondrial, es activada por la
ruptura de la membrana mitocondrial y es mediada por mdultiples factores
(especies reactivas del oxigeno, translocacion del citocromo C, calcio, rayos
ultravioleta). Esta via esta regulada por proteinas de la familia Bcl-2. Como
consecuencia del dafio mitocondrial diferentes moléculas implicadas en la
apoptosis son liberadas al citoplasma, como por ejemplo el citocromo C vy el
factor inductor de apoptosis AlF. La mitocondria no es el Unico organulo
subcelular implicado en la muerte celular. Hay otras vias de induccion de
apoptosis. Los liposomas y el reticulo endoplasmico desempefian una
funcién importante en la liberacion de otros factores de muerte. El dafio en el

DNA también puede inducir el proceso de apoptosis.
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Tanto la via intrinseca como la extrinseca confluyen en las caspasas,
que son una de las familias proteicas claves en la apoptosis. Estas
proteasas son cistein dependientes y al activarse lisan elementos de la
infraestructura celular y a su vez, activan factores implicados en el dafio
celular. Esta familia de proteasas puede clasificarse en caspasas ejecutoras
y en caspasas iniciadoras. Las ejecutoras son responsables de la
degradacion del DNA del ndcleo celular y las iniciadoras activan a las
ejecutoras. Las caspasas son responsables de:

e Degradacién de moléculas implicadas en proteger a la célula
de los fenbmenos de apoptosis.

e Degradacién de moléculas implicadas en la estructura celular.

e Degradacion de proteinas relacionadas con la reparacion del
DNA y con los procesos de replicacion y transcripcion del DNA.

El DCA es un proceso dinamico que se inicia en el momento de la
agresion cerebral y continua en los dias posteriores. Esto implica un abanico
de opciones y momentos donde poder intervenir, para interrumpir, modular o
limitar la lesién cerebral. Uno de los procesos sobre los que se puede actuar
es la apoptosis (Nathoo y cols., 2004; Piao y cols., 2012). La apoptosis
ocurre en zona de penumbra isquémica donde se requiere que el dafio
alcance el umbral minimo necesario para iniciar la cascada de las caspasas,
mientras que en el centro de la lesion se produce la necrosis celular.
Diversos investigadores consideran que la muerte apoptotica contribuye al

desarrollo del DCA, asi hay trabajos que han mostrado la existencia células
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apoptoticas en modelos experimentales de cerebro de ratas sometidas a una
agresion cerebral aguda (Rink y cols., 1995; Pravdenkova y cols., 1996).
También en cerebros humanos con DCA se han observado la presencia de
células apoptoticas (Ng y cols., 2000; Nathoo y cols., 2004; Dressler y cols.,
2007; Miflambres y cols., 2008a).

El estudio de la muerte celular por apoptosis, su implicacion en el
DCA, asi como los beneficios terapéuticos que su modulacién puede
suponer en estos pacientes ha despertado un gran interés entre los

diferentes grupos de investigacion en los ultimos tiempos.

1.2.2. Papel de los astrocitos

En las ultimas décadas se han efectuado avances en el conocimiento
de la fisiopatologia, el diagnéstico y el tratamiento del DCA. Las
investigaciones recientes se han centrado en el estudio de los procesos que
generan esa lesion cerebral secundaria ante la posibilidad de que el
conocimiento de los mismos permita el disefio de futuras opciones
terapéuticas que lo modulen. Se ha postulado que el conocimiento de esos
procesos permitiria identificar marcadores bioquimicos que ayudarian a
determinar el pronostico, la respuesta al tratamiento, la valoracion de
opciones terapéuticas... (Wang y cols., 2005). La mayoria de los estudios
del DCA se han centrado en el papel de las neuronas y soOlo de forma

excepcional han prestado atencion a otras ceélulas del sistema nervioso
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central. Se ha visto que la interaccidbn neuronas-astrocitos es importante
para el normal funcionamiento cerebral. Recientes publicaciones han
demostrado la vulnerabilidad de los astrocitos a la agresion cerebral. La
afectacion de estas células puede comprometer la interaccion neurona-glia y
por tanto, jugar un papel significativo en los resultados del dafio cerebral
(Floyd y Lyeth, 2007). Por esa razon, diversas lineas de investigacién se han
centrado en el comportamiento de estirpes celulares nerviosas diferentes de
las neuronas durante el DCA, asi como los mediadores que se liberan
durante el mismo.

El sistema nervioso central (SNC) esta constituido por células
nerviosas y por la glia. La glia engloba los astrocitos, los oligodendrocitos,
las células ependimarias y las células de la microglia. Clasicamente los
astrocitos se consideraban Unicamente células de soporte de las neuronas.
Sin embargo, no sélo sirven de armazon para otras células sino que también
mandan prolongaciones alrededor de los capilares con el fin de mantener la
BHE, tapizan la membrana basal y forman la glia limitans que rodea todo el
SNC. En condiciones normales pueden transportar iones y liquidos desde el
espacio extracelular perineuronal a los vasos sanguineos. Ademas
interaccionan con el endotelio vascular cerebral, haciéndolo muy
impermeable, de modo que actian como una barrera al intercambio entre la
sangre y el cerebro (Stevens y Lowe, 1998).

En la actualidad, se sabe que los astrocitos desempefian una

importante funcion en varios aspectos del desarrollo, metabolismo vy
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patologia del sistema nervioso. Sin embargo, no esta claro su papel en el
DCA. Se postula que los astrocitos contribuyen a determinar la viabilidad del
tejido vulnerable en este tipo de pacientes ya que modulan el flujo
sanguineo, participan en la respuesta inflamatoria, contribuyen a la
homeostasis hidroelectrolitica y liberan diferentes sustancias que pueden
tener efecto neuroprotector o perjudicial (Rovegno y cols., 2012).

Hay diferentes mecanismos por los que los astrocitos podrian
contribuir a la progresion de la lesion cerebral (Figura 1.4). Algunos autores
sugieren que son capaces de transmitir sefiales de apoptosis por
transferencia intercelular a través de canales, mediando asi, el dafio de las
células vecinas (Lin y cols., 1998). La transmision de sefiales eléctricas en
los astrocitos estd mediada por la molécula mensajera inositol trifosfato (IP3)
y el calcio. El IP3 activa los canales de calcio en los organulos celulares,
liberandolo en el citoplasma del astrocito. Los iones de calcio asi liberados
estimulan la produccién de mas IP3 y el efecto neto es una onda eléctrica
que se propaga de astrocito a astrocito. A nivel extracelular es la liberacién
de ATP, y la consecuente activacion de receptores purinérgicos de los
astrocitos vecinos, la que interviene y media la comunicacién con células
distales.

Parece que los astrocitos pueden intervenir en la excitotoxicidad por
glutamato. En los primeros momentos, los astrocitos son capaces de captar
el glutamato extracelular y tamponarlo, pero pasado un tiempo, si persisten

los altos niveles extracelulares disminuyen los transportadores del mismo y
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la sobrecarga de sodio intracelular invierte el transporte de dicho
aminoacido, lo cual favorece el dafio por excitotoxicidad. Ademas los
astrocitos participan en el proceso inflamatorio y contribuyen a la aparicion
de edema citotoxico (Zhao y Rempe, 2010). También pueden liberar
moléculas con efectos neurotdxicos como la S100B y el 6xido nitrico. De
forma tardia, la expresion de proteoglicanos puede reducir la plasticidad
neuronal. No obstante, también pueden liberar neuroprotectores como la
eritropoyetina, el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor glial
neurotréfico, lo cual puede aminorar el dafio neuronal y mejorar la

recuperacion.

E

EXCITOTOXICIDAD \\.
(GLUTAMATO)

(
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Figura 1.4. Efectos nocivos de los astrocitos en pacientes con DCA. NO:

6xido nitrico.
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1.3. MARCADORES BIOLOGICOS

Un marcador biolégico o biomarcador es una caracteristica que se
puede medir objetivamente y que puede actuar como indicador de procesos
biolégicos normales, de procesos patolégicos o de respuestas bioldgicas a
intervenciones terapéuticas (Atkinson y cols.,, 2000). El estudio de
marcadores especificos de lesiones organicas tiene una larga trayectoria
(Ingebrigtsen y Rommer, 2002). Uno de los ejemplos clésicos es el infarto de
miocardio donde el dafio tisular puede ser evaluado mediante las
determinaciones séricas de proteinas cardiacas como la troponina. Sin
embargo en el caso del DCA el interés por encontrar marcadores es
relativamente reciente. En los ultimos afios, diversos investigadores han
intentado desarrollar marcadores que permitan estratificar la severidad del
dafio cerebral, identificar los pacientes con un alto riesgo de mortalidad y
morbilidad, detectar de forma precoz las complicaciones y evaluar la
respuesta al tratamiento. Por ello, estamos asistiendo a un aumento
exponencial de investigaciones relacionadas con los marcadores de dafio
cerebral. Las bases de datos ilustran esta realidad. La estrategia de
bdsqueda bibliografica en PubMed con los términos MeSH biomarker AND
brain injury muestra mas de 1200 publicaciones durante el periodo de tiempo
comprendido entre 2002-2011. La distribucion de esas publicaciones en el

tiempo esta reflejada en la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Numero de publicaciones hallada en la base PubMed con los

términos MeSH biomarker AND brain injury.

En 1983 Bakay y Ward describieron las caracteristicas ideales que
deberia mostrar un biomarcador de dafio cerebral. Para estos autores los
marcadores biolégicos de DCA deberian tener una alta especificidad para el
cerebro y una alta sensibilidad para detectar el dafio cerebral, elevarse sélo
tras la destruccién irreversible del tejido cerebral y aparecer en sangre de
forma precoz. Es importante que la variabilidad interpersonal sea minima. El
analisis deberia poder hacerse de forma inmediata y su resultado deberia
ser rapido y fidedigno. No hay que olvidar, que dicho biomarcador deberia
ser relevante en la préactica clinica diaria.

A pesar de los avances en la medicina, todavia hay muchos aspectos

del paciente neurocritico pendientes de dilucidar. La identificacion de
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marcadores biologicos en el contexto del DCA, permitiria mejorar la precision
del diagndstico y prondstico, seria de utilidad en la toma de decisiones
terapéuticas y ayudaria a evaluar la respuesta al tratamiento (Figura 1.6)
(Wang y cols., 2005). Estos marcadores deberian informar no solo de la
existencia del dafio cerebral y su extension, si no que ademas deberian ser
capaces de detectar la lesion cerebral secundaria y la aparicion de nuevas
complicaciones cerebrales. El entendimiento de la respuesta fisiologica
al dafo cerebral, asi como el conocimiento de los factores protectores o
nocivos puede ayudar a desarrollar nuevas terapias que mejoren el
prondéstico de los pacientes. Los resultados del DCA son variables y no son
facilmente predecibles. Conocer el prondstico es importante para la toma de
decisiones, para la planificacion del tratamiento y rehabilitaciéon y para la
comunicaciéon con el paciente y su familia. Varios estudios sugieren que los
biomarcadores de afectacién cerebral pueden ser potencialmente Utiles
como factores pronésticos en el DCA (Wilson y Montgomery, 2007).

El dafio cerebral es un proceso complejo en el que interaccionan
distintas moléculas, dando lugar a diferentes procesos biolégicos que no
estan perfectamente definidos. Son numerosas las lineas de investigacion
que se estan realizando a este respecto, describiéndose diversos
biomarcadores de lesion cerebral aguda (Ingebrigtsen y Romner, 2002;
Begaz y cols., 2006; Wilson y Montgomery, 2007; Kochanek y cols., 2008;

Kowésdi y cols., 2010).
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Figura 1.6. Uso potencial de los biomarcadores en cuidados neurointensivos.

Dado que la gran variabilidad en los resultados, no puede explicarse

s6lo por la severidad del dafio y las comorbilidades del paciente, algunos

autores han propuesto que

los factores genéticos pueden tener un

importante papel en la respuesta fisiopatolégica al dafio cerebral y por ello

se estan estudiado diferentes polimorfismos, como por ejemplo la ApoE
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(Nathoo y cols., 2003; Waters y Nicoll, 2005; Houlden y cols., 2006;
Martinez-Gonzalez y cols., 2006; Ariza y cols., 2006; Willemse-van Son y
cols., 2008).

Uno de los procesos que tiene lugar en los pacientes con DCA y que
contribuye a la aparicion de la lesion cerebral secundaria es la inflamacion.
Por ésta razon, algunos investigadores han estudiado como biomarcadores
diferentes factores relacionados con la respuesta inflamatoria al insulto
cerebral (Mifiambres y cols., 2003; Gopcevic y cols., 2007). Diferentes
grupos han centrado su interés en el estudio de los mecanismos de muerte
celular, lo cual puede representar el primer paso para la identificacion de
moléculas que pudieran considerarse marcadores (Mifiambres y cols., 2005;
Ballesteros y cols., 2007; Mifiambres y cols., 2008a). Numerosas lineas de
investigacion han intentado predecir los resultados analizando diferentes
proteinas que se expresan fundamentalmente en el cerebro y que son
liberadas predominantemente por las células cerebrales dafiadas. Las
proteinas que mas interés han despertado son la proteina S100B, la proteina
basica de mielina, la enolasa neuronal especifica y fragmentos proteoliticos
de microtibulos asociados a proteinas Tau (De Kruijk y cols., 2001,
Ingebrigtsen y Romner, 2002; Geyer y cols., 2009; Kovesdi y cols., 2010;
Vos y cols., 2010). El estudio de los biomarcadores de DCA esta en pleno
desarrollo y su utilidad en la practica clinica futura todavia esta por

determinar (Mondello y cols., 2011).
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1.3.1. Proteina S100B

La S100 es una proteina dimérica perteneciente a la familia de
proteinas fijadoras del calcio (Zimmer y cols., 1995; Donato, 2001). Tiene un
bajo peso molecular de (9-13 kilodaltons) (Kleindienst y cols., 2007). Fue
aislada por primera vez en 1965 por Moore y la llam6 S100 porgue tenia una
solubilidad del 100% en sulfato de amonio. En 1978 Isobe y cols.
demostraron la existencia de dos proteinas diferentes: la S100a y S100.
Mas tarde se modifico la nomenclatura: S100a pasé a llamarse S100Al y
S100B pas6 a llamarse S100B (Schafer y cols., 1995). Posteriormente se
han ido identificando méas de 20 miembros de la familia S100 (Donato, 2003;
Michetti y cols., 2012). Estas proteinas se caracterizan por tener 2 regiones
de union al calcio. Ademas algunos miembros de la familia S100 presentan
sitios de unién con el zinc y/o cobre, por lo que se cree que estos metales
pueden tener algun papel en su actividad biolégica (Michetti y cols., 2012).

Las mayoria de las proteinas S100 estan codificadas en la region
cromdsomica 1921 (Sedaghat y Notopoulus, 2008). Sin embargo el gen que
codifica la proteina S100B esta ubicado en la region 21922 (Michetti y cols.,
2012). En general, se suelen encontrar tres tipos de dimeros: 1 homodimero
constituido por 2 isobmeros S100A1 (S100A1A1), 1 heterodimero formado por
la combinacion de 1 isébmero a y 1 isébmero B (S100A1B) y por ultimo 1
homodimero constituido por 2 isbmeros S100B (S100BB). Habitualmente al

heterodimero S100BB se le denomina S100B (Bloomfield y cols., 2007).
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Hay una gran diversidad entre los distintos miembros de la familia de
proteinas S100 y ello probablemente expligue la amplia variedad de
procesos celulares en los que estan involucradas. A través de su interaccion
con distintos efectores intervienen en la contraccion, motilidad, crecimiento
celular, diferenciacion celular, organizacion de la membrana celular...

(Sedaghat y Notopoulus, 2008).

1.3.1.1. Produccion de la proteina S100B

La produccion de la proteina S100B puede ser intracerebral o
extracerebral. En el SNC se encuentra fundamentalmente en el interior de
los astrocitos, los cuales parecen desempefiar un importante papel en la
fisiopatologia del dafio cerebral, tal como se ha descrito con anterioridad.
También puede hallarse en otras células como los oligodendrocitos, células
de Schwann, células ependimales, e incluso puede estar en neuronas
(Kleindienst y cols., 2007). Por otro lado, varios estudios demuestran la
produccion extracerebral de la S100B. Puede encontrarse en melanocitos,
células de Langerhans, condrocitos, células dendriticas de 6rganos linfoides,
células satélite de la médula suprarrenal, células de Leyding, células satélite
de musculo esquelético y adipocitos (Arcuri y cols., 2002; Tubaro y cols.,
2010). Michetti y cols. (1983) realizaron un estudio en ratas y observaron
s6lo en el tejido adiposo alcanza una concentracion comparable al sistema

nervioso. Posteriormente, Haimoto y cols. (1987) estudiaron la distribucién
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de las proteinas S100A y S100B en diferentes tejidos humanos y observaron
gue la concentracion de la proteina S100B en células nerviosas era de 3500
ng/ml, mientras que en otras células como los adipocitos y los condrocitos

era muy inferior (100-200 ng/ml).

1.3.1.2. Liberacion de la proteina S100B

Hay varios estudios experimentales que muestran que la S100B es
secretada desde la astroglia, sin embargo el mecanismo exacto de liberacion
no se conoce. Se han descrito diferentes mecanismos de liberacion
(Shasboua y cols., 1984). En 1990 Whitaker-Azmitia y cols., apreciaron que
la serotonina al estimular los receptores 5-HT1A de la astroglia podia
aumentar la liberacibn de esta proteina. También la hormona
adrenocorticotropica puede inducir su liberacion. En el DCA se han realizado
multiples estudios para identificar el mecanismo por el que se produce la
liberacion de la proteina S100B. Inicialmente se pensaba que la S100B
pasaba al espacio extracelular por ruptura de la célula. Ellis y cols. (1995)
realizaron estudios microscépicos de cultivos de astrocitos y observaron que
inmediatamente después del dafio celular y alteracion de la permeabilidad
celular, se producia la liberacion de S100B. Mas tarde, en 1999, Ciccarelli y
cols. observaron que el tejido cerebral dafiado inducia la liberacion de ATP y
glutamato y éstos activaban receptores localizados en los astrocitos, lo cual

inducia la liberacion de S100B. En diferentes estudios experimentales se ha
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observado que el aumento de esta proteina puede aparecer unos segundos
después del dafio y posteriormente continuar aumentando hasta 48 horas
después de la agresion (Ellis y cols., 1995; Slemmer y cols., 2002;
Willoughby y cols., 2004). Seguramente no hay un Unico mecanismo que
induzca su liberacion durante la lesion cerebral aguda. Probablemente la
liberacion de esta proteina es una respuesta metabodlica a corto y medio

plazo del dafio cerebral e incluso puede que su liberacion se autoperpetue.
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Figura 1.7. Cinética de la proteina S100B.

La S100B puede ser liberada al espacio intracelular y al espacio
extracelular proximo al tejido cerebral dafiado (Petzold y cols., 2003). Y
posteriormente puede pasar a la sangre a través de la BHE dafada.

También puede pasar al liquido cefalorraquideo y luego a la sangre a través
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113 minutos y es eliminada por via renal (Figura 1.7).

1.3.1.3. Determinacion de la proteina S100B

Tabla 1.2. Relacién de entidades en las que se ha estudiado la S100B en

muestras sanguineas.

Entidad clinica

Cardiopatia

Metastasis

cerebrales

Melanoma

Enfermedades

psiquiatricas

Obesidad

Tipo de muestra Referencia
Sanguineas Elting y cols., 2000
Sanguineas Regner, 2001
Sanguineas Savola, 2004
Sanguineas Foerch y cols., 2005
Sanguineas Beery cols., 2010
Sanguineas Missler y cols., 2002
Sanguineas Mazzini y cols., 2007
Sanguineas Liy cols., 2011
Sanguineas Vogelbaum y cols., 2005
Sanguineas Bouwhuis y cols., 2011
Sanguineas Laray cols., 2001
Sanguineas Rothermundt y cols., 2001
Sanguineas Machado-Vieira y cols., 2002
Sanguineas Andreazza y cols., 2007
Sanguineas Steiner y cols., 2010
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Tabla 1.3. Relacién de entidades en las que se ha estudiado la S100B en

muestras de orina.

Entidad clinica Tipo de muestra Referencia

Persson y cols., 1987

DCA

LCR Aurell y cols., 1991
Enf Alzheimer LCR Peskind, 2001

LCR Rothermundt y cols., 2004
Enf psiquiatric

LCR Graabe y cols., 2001
Escler05|s LCR Massaro, 1985

LCR: liquido cefalorraquideo.

La S100B se ha cuantificado en diferentes muestras biologicas
(Michetti y cols., 2012). En la mayor parte de los estudios ha sido
determinada en sangre venosa central o periférica. Se ha objetivado
incremento de la S100B sanguinea en pacientes con dafio cerebral agudo,
cardiopatia, metastasis cerebrales, melanoma, patologia psiquiatrica u
obesidad (Tabla 1.2). También hay estudios en los que se ha medido la
concentracion de la proteina S100B en liquido cefalorraquideo y se ha visto
gue esta aumentada en pacientes con DCA, tumores cerebrales, trastornos
psiquiatricos, enfermedad de Alzheimer o esclerosis (Tabla 1.3). Otras
muestras bioldgicas en las que se ha analizado la proteina S100B son la
orina (Gazzolo y cols., 2003a; Gazzolo y cols., 2009; Gazzolo y cols., 2010;

Liu y cols., 2010), la saliva (Michetti y cols., 2011), el liquido amniético (Tort
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y cols., 2004; Florio y cols., 2004) y la leche materna (Gazzolo y cols.,

2003D).

1.3.1.4. Funciones de la proteina S100B

El papel de la proteina S100B en el interior de las células todavia no
estd claro. A nivel intracelular parece que puede interaccionar con el
citoesqueleto, afectar diversas actividades enzimaticas, regular la
homeostasis del calcio e intervenir en la diferenciacion, proliferacion y
supervivencia/muerte celular (Mbele y cols., 2002; Raponi y cols., 2007;
Tsoporis y cols., 2009).

Una vez secretada, la proteina S100B tiene funciones autocrinas y
paracrinas. Su accion es dosis dependiente. A bajas concentraciones
(nanomolar) parece que tiene un efecto neuroprotector y neurotrdéfico.
Diversos estudios sugieren que a concentraciones nanomolares promueve el
crecimiento y disminuye el estrés oxidativo, la muerte neuronal y la
disfuncién mitocondrial (Ahlemeyer y cols., 2000; Brewton y cols., 2001;
Businaro y cols., 2006; Kleindienst y Ross Bullock, 2006). A concentraciones
mas elevadas (micromolares) puede activar los astrocitos y microglia, inducir
la activacion de la oxido-nitrico sintetasa, favorecer la liberacion del 6xido
nitrico por parte de los astrocitos, afectar la homeostasis del calcio, alterar la
homeostasis de lipidos e inducir la muerte celular (Huttunen y cols., 2000;

Petrova y cols., 2000; Adami y cols., 2001; Esposito y cols., 2008;
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Shanmugam y cols., 2008; Bernardini y cols., 2010; Bianchi y cols., 2010;
Reali y cols.,, 2012). Parece que también interviene en la cascada
inflamatoria, aunque su papel no esta claramente esclarecido. Varios autores
consideran que la proteina S100B tiene una actividad proinflamatorio (Adami
y cols., 2001; Koppal y cols., 2001), aunque también hay algunos que han
descrito un posible papel antiinflamatorio (Sorci y cols., 2011). A nivel de los
melanocitos parece que puede inducir la proliferacion de determinadas
lineas celulares del melanoma (Klein y cols., 1989). En definitiva,
actualmente hay muchos aspectos acerca del metabolismo vy

comportamiento de la proteina S100B que necesitan ser aclarados.

1.4. DRENAJE VENOSO CEREBRAL

Conocer los aspectos basicos de la anatomia y de la circulacion
cerebral es fundamental para el manejo del paciente neurocritico. Los
sistemas de drenaje venoso pueden apreciarse en las fases venosas de los
estudios angiograficos (Figura 1.8). Las venas del encéfalo no tienen tejido
muscular en sus delgadas paredes y no poseen valvulas. Salen del encéfalo
y se ubican en el espacio subaracnoideo. Perforan las aracnoides y la capa
meningea de la duramadre y drenan en los senos venosos craneales (Snell,

1999).
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Figura 1.8. Angiografia por caroétida interna derecha, fase venosa, vision
lateral. 1: Senos pericraneales; 2: Venas frontales; 3: Vena oftalmica
superior; 4: Vena angular; 5: Vena facial anterior; 6: Vena facial posterior; 7:
Bulbo de la vena yugular interna; 8: Vena emisaria; 9: Plexos venosos
suboccipitales; 10: Plexos venosos transversales; 11: Vena yugular externa.
(Osborn, 1999).

Entre 8 y 12 pares de venas corticales pasan por la superficie medial
y convexa de cerebro y se vacian en el seno sagital superior. Ademas
profundizan por debajo de la capa cortical y establecen comunicaciones con
las venas cerebrales internas (Stocchetti, 1996). El seno sagital superior o
también llamado longitudinal superior se ubica en toda la linea media y va

desde el polo frontal hasta la prominencia occipital. Alli confluye en la
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denominada prensa de Herdfilo o tércula. Este seno forma unos espacios
denominados lagunas venosas, cuando las venas meningeas confluyen en
él.

La vena cerebral media superficial drena la superficie lateral del
hemisferio cerebral. Esta vena transcurre por la cisura silviana y se vacia en
el seno cavernoso. Los senos cavernosos se sitian a los lados de la silla
turca y se comunican entre si gracias a los senos intercavernosos. Los
sSenos cavernosos comunican anteriormente con el seno esfeno-parietal y la
vena oftalmica y posteriormente con el seno basilar. La vena anastomatica
superior o de Trolard cruza la superficie de los I6bulos frontal y parietal,
creando una anastomosis entre la vena vertebral media superficial y el seno
sagital superior. La vena anastomatica inferior o de Labbe cruza el temporal
uniendo las venas cerebrales medias superficiales con el seno transverso. A
veces la vena de Trolard y la vena de Labbe pueden estar duplicadas. La
vena silviana superficial une la vena de Trolard y la vena de Labbe con el
seno esfenoparital, aunque a veces pasa directamente al seno cavernoso.
Los senos transversos discurren paralelos al borde externo tentorial y a nivel
de la cresta de la piramide petrosa desde la prominencia occipital. Confluyen
junto al seno petroso superior para formar los senos sigmoideos. Estos
senos discurren por el borde inferior del pefiasco y al unirse con el seno
petroso inferior entran en el foramen yugular para formar la vena yugular
interna (golfo o bulbo de la vena yugular) (Krayenbuhl y Yasargil, 1968;

Osborn, 1999). Los senos transversos no son especulares, si no que el seno
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transverso derecho suele ser mayor que el izquierdo. Hatiboglu y Anil (1992)
objetivaron que el seno lateral era mayor en el lado derecho en el 62% de
las personas, en el lado izquierdo en el 26% y era igual en ambos lados en
el 12% de las personas. Mientras que el seno transverso derecho recibe el
drenaje del seno longitudinal superior, el izquierdo recibe el drenaje del seno
recto. Esto debe tenerse en cuenta en la monitorizacion de la yugular, ya
gue a la vena yugular interna drenan los senos sigmoides, por lo que la
yugular derecha representa el drenaje cortical y la izquierda el profundo
(Rubiano y Salas, 2008).

Las venas de la superficie inferior del l6bulo frontal conectan
parcialmente con el seno longitudinal inferior y con el seno cavernoso. El
seno longitudinal o sagital inferior va anterior al cuerpo calloso desde el
borde inferior de la hoz cerebral al seno recto. Recoge sobretodo el drenaje
de las venas pericallosas. El seno recto se origina a nivel del esplenio del
cuerpo calloso, en la confluencia de la vena de Galeno y del seno
longitudinal inferior. Transcurre en sentido portero-inferior hasta confluir
generalmente en el seno transverso izquierdo.

Las venas temporales inferiores drenan parcialmente al seno
transverso y al seno petroso superior. LoS senos petrosos superiores
discurren junto al tentorio por el borde del pefiasco y comunican lateralmente
con la confluencia del seno transverso y el seno sigmoide y medialmente con

el seno cavernoso.
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La superficie occipital inferior tiene una gran vena (vena cerebral
posterior) que transcurre sobre el pedunculo cerebral hasta unirse con la
gran vena cerebral de Galeno, justo antes de que este ultimo entre en el
seno recto (Stocchetti, 1996).

El par de venas cerebrales internas, una de cada hemisferio, al unirse
forman la gran vena cerebral. Esta Ultima recibe la gran vena cerebral
posterior y las venas de la superficie superior del cerebelo, fluyendo después
en el seno recto. El par de venas cerebrales internas se forman por detras
del foramen de Monro por la confluencia de la vena coroidea y la vena
terminalis. La vena cerebral posterior también recibe la vena basal, la vena
taldmica y las venas del plexo coroideo del tercer ventriculo, cuerpo calloso,
region pineal y area del cuerno posterior del ventriculo lateral. La vena
terminalis drena la region del cuerpo estriado, talamo, fornix, septum
pellucidum y el cuerno anterior del ventriculo lateral. La vena coroidea drena
el plexo coroideo del ventriculo lateral, el hipocampo, el cuerno inferior del
ventriculo lateral, el fornix y en parte el cuerpo calloso. La vena basal drena
la insula, el opérculo, el cuerpo estriado, la vena cerebral anterior y
estructuras interpedunculares (Stocchetti, 1996).

Las venas cerebelosas se dividen en dos grupos, uno superior y otro
inferior. El inferior es mayor que el superior y aboca parcialmente en los
senos petroso, transverso y occipital. Las venas cerebelosas superiores
drenan parcialmente al seno recto, transverso y petroso superior. Las venas

medulares y pontinas terminan en los senos petrosos inferior y transverso.
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Los principales senos durales al unirse forman la prensa de Herdfilo.
Asi, el seno longitudinal superior y el seno recto, representan la union del
seno sagital superior y la gran vena cerebral. Los dos senos sigmoideos
laterales se originan en la regién torcular, alcanzando finalmente el bulbo
yugular. También los senos circular y cavernoso, en la base del craneo,
tienen comunicacion libre de un lado a otro a través del seno petroso al
bulbo de la vena yugular. El seno basilar es una red venosa que descansa
sobre el clivus, y se comunica con el seno cavernoso permitiendo la
comunicaciéon de los dos grupos de senos venosos, tanto superiores como
inferiores (Osborn, 1999; Stocchetti, 1996; Rubiano y Salas, 2008).

En resumen, el sistema de drenaje cerebral estd compuesto por
multiples venas de mayor o menor calibre que, en ultima instancia, acaban
desembocando en el bulbo de la vena yugular interna del hemisferio cerebral
correspondiente (Figura 1.9). Por esa razdn las muestras de sangre del
retorno venoso se convierten en una fuente de medicion de diferentes
parametros que informan de los eventos que acontecen en un tejido cerebral
agredido por un insulto traumatico, isquémico, hipéxico o metabdlico. De
modo mayoritario, la circulacion venosa cerebral superficial y profunda drena
en el lado derecho, especialmente a través del seno sagital o longitudinal
superior, el cual desemboca en el lado derecho hasta un 70% de las veces.
Del total de la sangre que llega al bulbo de la vena yugular 2/3 provienen del
hemisferio ipsilateral, y 1/3 del hemisferio contralateral (Shenkin y cols.,

1948; Stocchetti, 1996). No hay que olvidar que el drenaje venoso cerebral
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tiene multitud de comunicaciones, con vias extracerebrales. Se trata de las
venas emisarias (frontal, parietal y mastoidea), las venas que atraviesan los
foramenes de la base del craneo de las 6rbitas y las venas que comunican
con los plexos pterigoideos. A pesar de ello, en términos cuantitativos la
contribucion sobre el flujo cerebral total es insignificante, aproximadamente
un 2% (Krayenbihl y Yasargil, 1968; Stocchetti, 1996). Hace 6 décadas
Gibbs y cols. (1942) realizaron mediciones de las diferencias del contenido
de oxigeno entre la sangre arterial y la sangre procedente del bulbo de la
vena yugular, constituyendo el primer paso para el conocimiento y el control
del metabolismo cerebral. En la actualidad, la obtenciéon de muestras
sanguineas del bulbo de la vena yugular en los pacientes con un dafio
cerebral agudo es una actividad rutinaria en las unidades de pacientes
neurocriticos. En funciébn de la informacion obtenida de las muestras
sanguineas procedentes del bubo de la yugular interna se pueden adoptar
distintas decisiones terapéuticas (Robertson y cols., 1989; Cruz y cols.,
1991; Dearden, 1991; Cruz, 1992; Cruz y cols., 1992; Sheinberg y cols.,
1992; Diaz-Regafion y cols., 1998; Diaz-Regafén y cols., 2002). Muchas
lineas de investigacion se llevan a cabo a partir del analisis de la sangre
procedente del bulbo de la vena yugular interna (Mifiambres y cols., 2003;

Miflambres y cols., 2005; Ballesteros y cols., 2007; Bouvier y cols., 2012).
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Figura 1.9. Drenaje venoso cerebral. 1. Seno sagital superior; 2: Seno sagital
inferior; 3: Seno recto; 4: Seno transverso; 5: Seno sigmoideo; 6: Seno occipital; 7:
Seno cavernoso; 8: Seno petroso superior; 9: Seno petroso inferior; 10: Venas
emisarias; 11: Venas frontales; 12: Vena oftalmica superior; 13: Vena oftalmica
inferior; 14: Vena angular; 15: Vena facial anterior; 16: vena facial profunda; 17:
Plexos venosos pterigoideos; 18: Plexos venosos faringeos; 19: Vena facial
posterior; 20: Vena facial comdn; 21: Vena yugular interna; 22: Vena yugular

externa; 23: Vena vertebral; 24: Vena subclavia. (Osborn, 1999).
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1.5. APLICACION DEL ESTUDIO DEL DRENAJE VENOSO

CEREBRAL EN NEUROCRITICOS

La monitorizacién continua de los pacientes con patologia neuroldgica
cuyo denominador comun es la isquemia o hiperemia cerebral grave es de
gran valor en el abordaje diagnostico y terapéutico (Ballesteros-Flores y
cols., 2011). En el manejo del DCA es importante detectar y prevenir el
déficit de oxigeno en el cerebro. De hecho uno de los objetivos a conseguir
es restaurar de forma precoz y constante una adecuada oxigenacion del
parénquima cerebral para proporcionar un medio favorable que favorezca la
recuperacion del tejido cerebral con dafio reversible. La monitorizacion de
las funciones neuroldgicas y del metabolismo cerebral en pacientes con
lesiones cerebrales puede ser dificil. En la actualidad existen diferentes
métodos que pueden ser invasivos 0 no invasivos, o bien globales o
regionales (Tabla 1.4) (Ciro, 2008). Todos estos métodos permiten detectar
el metabolismo cerebral, valorar el flujo sanguineo cerebral y evaluar el
pronéstico (Lynne y cols., 2006; Bhatia y cols., 2007; Bullock y cols., 2007).
A pesar de esta diversidad en herramientas de monitorizacién, ningdn
sistema ha demostrado superioridad clara sobre el resto, sino que en
realidad todos ellos se complementan. La neuromonitorizacién multimodal
surge en respuesta a las diferentes situaciones en las que el examen clinico
del paciente no es suficiente para el correcto manejo diagndstico-

terapéutico.
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Tabla 1.4. Técnicas de neuromonitorizacion.

MONITORIZACION GLOBAL MONITORIZACION LOCAL

Presion intracraneal Presion intracraneal parenquimatosa
Oximetria yugular Microdidlisis cerebral
Electroencefalograma Presion tisular de oxigeno
Potenciales evocados EcoDoppler transcraneal

TAC, RMN, Arteriografia, Ganmagrafia | Espectroscopia cercana al infrarrojo

Mediciones sanguineas de productos Técnicas de flujo regional (Xenén 133,

de liberacién encefélica fluyjometria laser doppler...)

TAC: tomografia axial computarizada; RMN: resonancia magnética nuclear.

1.5.1. Oximetria yugular

La monitorizacion de la oxigenacion cerebral puede aportar
informacion sobre la situacion del paciente y puede ayudar en el manejo del
mismo. La oximetria yugular es una de la primeras técnicas que se empled
para valorar la isquemia cerebral. La medicion de la saturacion venosa
yugular (SvyOy), a través de un catéter en el golfo de la vena yugular, brinda
informacion del metabolismo cerebral, ya que mide la relacion entre el flujo
sanguineo cerebral (FSC) y la tasa metabdlica cerebral de oxigeno (TMCO,)
(Ballesteros-Flores y cols., 2011). La SvyO, fue determinada por primera vez
por Gibbs en 1942. En 1963 fue validada por Datsur. Las primeras

determinaciones de la SvyO, se obtuvieron por puncion directa de la vena
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yugular interna (1 cm por debajo y delante de la mastoides) (Rubiano y cols.,
2008). Posteriormente se realizd la cateterizacion por técnica de Sheldinger
y finalmente se incorporo el uso de fibra 6ptica que permitié la monitorizacion
continua (Dearden y Midgley, 1993).

Las diferencias anatOmicas que presenta el drenaje venoso
condicionan que la decision del lado a canalizar no sea indiferente, debiendo
individualizarse cada caso. Se han realizado estudios en los que se han
colocado catéteres yugulares bilaterales y se ha observado que puede haber
diferencias de hasta un 10% entre ambos valores (Stochetti y cols., 1994).
Una de las formas de elegir el lado a canalizar es comprimir cada una de las
venas yugulares internas y evaluar la elevacién de la presion intracraneal
(PIC). Se canaliza la yugular cuya compresion eleva mas la PIC, ya que es
el lado de mayor drenaje venoso (Ciro, 2008). Otra forma de elegir el lado a
canalizar es evaluando el flujo yugular con doppler venoso. En los pacientes
con dafio cerebral difuso la saturacion tiende a ser similar en ambos lados,
sin embargo en los pacientes con dafio cerebral focal la diferencia de la
SvyO, entre ambas venas se incrementa (Davies y Lindley, 2010). Por ello,
en pacientes con lesion unilateral se suele ubicar en el lado de la lesién.

En manos experimentadas la canulacion retrograda de la vena
yugular interna es un procedimiento simple y seguro. Tras colocar al
paciente en posicion supina y rotar la cabeza hacia el lado opuesto (neutral
si existe lesion cervical) se realiza una meticulosa asepsia del cuello. Se

inserta una aguja en el vértice de un triangulo creado por los dos vientres del
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esternocleidomastoideo con un angulo de 30° en relacion con la piel. La
aguja de puncion se introduce en direccion cefalica hacia la apdfisis
mastoides ipsilateral hasta que se aspira sangre venosa. Luego se introduce
la guia metalica (técnica de Seldinger) y se avanza a través de ella un
catéter oximétrico de fibra O6ptica hasta el bulbo de la yugular
(aproximadamente de 12 a 15 centimetros). Al chocar la punta del catéter
con el domo del bulbo de la vena yugular se nota una resistencia. En ese
momento se retira el catéter 1-2 cm, de modo que su extremo distal de dicho
catéter se ubica en el mencionado bulbo (Hanson, 2009; Burén y cols.,
2009). A este nivel el porcentaje de sangre extracerebral oscila entre 3-5%.
Si la punta distal del catéter estuviera 3 cm por debajo del bulbo de la
yugular el porcentaje de sangre extracraneal podria alcanzar el 20%
(Rubiano y cols., 2008). Por ello, siempre se debe efectuar una prueba de
imagen para confirmar la correcta colocacion del catéter y valorar posibles
complicaciones. Se puede realizar una radiografia anteroposterior o lateral
de cuello. El catéter debe quedar por encima de la union C1-C2 para
minimizar la contaminacion de la vena facial (Macmillan y Andrews, 2000).
Ademas, si el tiempo de monitorizacion es largo, seria conveniente repetir
control radiolégico para asegurar que el catéter no se ha desplazado.

La SvyO, puede ser medida mediante el principio de infrarrojos
(Gopinath, 1994). Basandose en que la oxihemoglobina y la hemoglobina no
oxigenada absorben la luz de forma diferente, el catéter emite una luz a 2 o

3 longitudes de onda y dispone de un detector fotoeléctrico que cuantifica la
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cantidad de luz absorbida y determina el porcentaje de hemoglobina
oxigenada.

Las complicaciones son infrecuentes. Entre ellas estan las infecciones
asociadas al catéter, la trombosis de la vena yugular y las relacionadas con
la puncion (puncion arterial, hematoma) (Berlot y cols., 1996; Coplin y cols.,
1997).

El cerebro representa el 2% del peso total del cuerpo, sin embargo
recibe el 20% del volumen total de eyeccion del ventriculo izquierdo. En
condiciones normales hay un mecanismo de autorregulacién cerebral que
permite que dentro de unos limites el flujo sanguineo cerebral se adapte
segun las necesidades del cerebro. En pacientes con dafio cerebral agudo
es frecuente que este mecanismo de adaptacion esté alterado.

Usando el principio de Fick se puede determinar de forma global la
adaptacion del flujo sanguineo cerebral a las necesidades metabdlicas del
cerebro. La SvyO, depende de la saturacién arterial, el flujo sanguineo y la
extraccion cerebral de oxigeno (Macmillan y Andrews, 2000). La ecuacion de
Fick relaciona estas variables:

FSC = CMRO,/AVDO;,
FSG es el flujo sanguineo cerebral
CMRO:;, es la tasa metabdlica cerebral de oxigeno
AVDO; es la diferencia arteriovenosa de oxigeno.

AVDO, = 1,34 x Hb X [(SataO2 — SvyO,) /100]
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Para determinar la AVDO, es necesario determinar el valor de la
hemoglobina (Hb), la saturacion arterial de oxigeno (Sat,O,) y la saturacién
yugular de oxigeno (SvyO.).

La utilizacion de la oximetria del bulbo de la vena yugular interna
aporta una informacion determinante sobre la oxigenacién cerebral. Hay
debate acerca del valor normal de la SvyO,. En general, se considera como
limite inferior de la normalidad 50-54% (Cruz, 1988; Sheinberg y cols., 1992;
Gopinath y cols., 1994; Lewis y cols., 1995; Poca y cols., 2005) y como limite
superior 75%. Los valores de SvyO, > 75% se relacionan con hiperemia, es
decir hay un exceso de flujo sanguineo respecto a los requerimientos
cerebrales. La hipoperfusion (SvyO, < 55%) implica un flujo sanguineo
insuficiente para suplir las necesidades de oxigeno del cerebro. La caida de
la SvyO, por debajo del 50% se relaciona con mal prondstico y los valores
superiores al 75% pueden en ocasiones deberse a una disminucion del
consumo por un coma barbitdrico, isquemia generalizada e incluso muerte
encefalica (Cormio y cols., 1999; Fandino y cols., 2000; McMillan y cols.,
2001; Diaz-Regafion y cols. 2002; Poca y cols., 2005; Haitsma y Maas,
2007). Es importante recordar que es una técnica que no debe interpretarse
de forma aislada, sino en conjunto con otros sistemas de monitorizacion.

La colocacién de un catéter de oximetria en el bulbo de la vena
yugular interna no solo aporta informacion de la oxigenacion cerebral, si no
que ademas permite tener acceso a la sangre venosa procedente del

cerebro. En muestras sanguineas procedentes del bulbo de la yugular se
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han determinado diferentes mediadores con el fin de valorar los procesos
fisiopatoldgicos que tienen lugar en el DCA. En este sentido se han realizado
diferentes estudios que intentan evaluar la produccion de mediadores
inflamatorios por parte del cerebro en los pacientes con lesion cerebral
aguda. Mc Keating y cols. (1997) objetivaron que existia una diferencia
significativa entre los niveles de interleucina 6 (IL-6) en sangre procedente
del bulbo de la yugular y sangre sistémica en pacientes con TCE o
hemorragia subaracnoidea. De esta manera demostraron la produccion de
IL-6 en el cerebro tras un TCE o hemorragia subaracnoidea. Mifiambres y
cols. (2003) demostraron que la diferencia yugulo-sistémica de IL-6 se
relaciona con el prondstico del dafio cerebral agudo. Murshid y Gader (2002)
estudiaron mediadores de la hemostasia en pacientes con dafio cerebral y
vieron que los niveles medios de algunos de ellos, como por ejemplo el
complejo trombina-antitrombina, eran mayores en sangre yugular que en
sangre periférica. Ballesteros y cols. (2007) obtuvieron sangre del bulbo
yugular de pacientes con DCA y observaron que ésta inducia la apoptosis de
células neuronales PC12 y ademas vieron que el porcentaje de apoptosis
era un factor predictor de mortalidad a los seis meses del DCA. En la
actualidad muchas lineas de investigacion se llevan a cabo a partir de las

muestras sanguineas procedentes del bulbo de la vena yugular interna.

~ 49 ~



2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales perseguidos son:

e Estudiar la relacion de las determinaciones de S100B en muestras de
sangre venosa procedente del bulbo de la yugular interna (muestras
regionales) y sangre venosa procedente de auricula derecha
(muestras sistémicas), asi como determinar su correlacion con los

resultados.

e Determinar si la ciclosporina y la hipotermia son capaces de inhibir la

apoptosis neuronal en un modelo in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. S100B

e Cuantificar la S100B en sangre venosa central y sangre procedente

del bulbo de la yugular interna en enfermos con DCA.

e Valorar si existe correlacion entre los niveles de S100B en muestras

regionales y muestras sistémicas.
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e Analizar si las determinaciones de S100B estan influidas por el tipo de
dafio cerebral o el género del paciente.

e Determinar el perfil temporal de la S100B en pacientes con DCA.

e Analizar la relacién entre determinaciones sanguineas de S100B y la

situacion funcional al sexto mes del DCA, asi como el desarrollo de

muerte encefalica.

e Analizar la relacién entre gradiente yugulo-sistémico de S100B y el

desarrollo de muerte encefalica.

2.2.2. Modulacion de la apoptosis

e Evaluar si la dopamina induce apoptosis en la linea celular SH-SY5Y.

e Investigar si la hipotermia puede inhibir la apoptosis inducida por

dopamina en células SH-SY5Y.

e Analizar si la ciclosporina puede inhibir la induccion de apoptosis por

parte de la dopamina en células SH-SY5Y.
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3 JUSTIFICACION

A pesar de los avances en las unidades de cuidados intensivos
y de los esfuerzos por mejorar los resultados en los pacientes con DCA, el
porcentaje de enfermos que fallecen o quedan con secuelas neurolégicas
graves es todavia alto. La aproximaciéon al DCA a distintos niveles (celular,
metabdlico o genético) es importante para un mejor entendimiento que
ayude a relacionar los procesos fisiopatoldgicos y las implicaciones clinicas
que éstos conllevan. Los modelos experimentales en el DCA tienen un valor
incuestionable en la investigacion de mencionados procesos y en el
desarrollo de estrategias terapéuticas

Los estudios in vitro permiten aislar los diferentes elementos que
como consecuencia de los procesos que tienen lugar después de la agresion
son liberados al espacio extracelular pasando posteriormente al torrente
sanguineo. La determinacion de éstos, puede permitir en la practica clinica
una mejor comprension de lo que esta ocurriendo en el cerebro dafiado e
incluso, vaticinar el prondstico de los pacientes con DCA. El uso de un
biomarcador capaz de predecir los resultados y detectar de forma precoz las
complicaciones podria ayudar a la toma de decisiones en el manejo de este
tipo de pacientes. Uno de los elementos que aumenta durante la agresion

cerebral y que puede pasar al torrente circulatorio es la S100B. Este trabajo
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pretende valorar la utilidad en la practica clinica de la determinacion
sanguinea de S100B como marcador del DCA.

El dafo cerebral secundario contribuye de forma importante al
empeoramiento del pronéstico de pacientes con DCA. De ahi el interés por
identificar nuevas terapias que disminuyan su desarrollo. La apoptosis juega
un papel importante en su génesis. Cuanto mayor es la tasa de apoptosis,
mayor es el dafio y peor el prondstico de los pacientes. Los estudios in vitro
permiten valorar los efectos a nivel celular de los distintos tratamientos que
se utilizan en la practica o son susceptibles de ser usados. Ello puede
ayudar a establecer estrategias preventivas y terapéuticas que contribuyan a
mejorar los resultados. En el presente trabajo se pretende evaluar la
capacidad de la hipotermia y de la ciclosporina para modular la apoptosis en

un modelo neuronal.
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4 MATERIAL Y METODOS

Los aspectos ético-legales planteados en el presente trabajo de
investigacion han sido sometidos a la aprobacién del Comité de Etica e
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, que

aprobé su realizacion.

4.1. PACIENTES

En el presente trabajo se han incluido los pacientes que fueron
admitidos en la unidad de cuidados intensivos (UCI) del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla con DCA. Todos los enfermos incluidos
en el estudio precisaron intubacion orotraqueal por deterioro de su nivel de
consciencia (ECG < 9). La gravedad del dafio cerebral se confirmd mediante
la realizacion de TAC. Todos los pacientes fueron sedados con midazolam
y/o propofol en perfusion continua segun necesidades. El fentanilo se
empled como analgésico en perfusion continua.

A todos los pacientes se les colocO6 como parte de la
neuromonitorizacion un catéter en el bulbo de la vena yugular interna para la

medida de la saturacion de oxigeno de la hemoglobina, ipsilateral a la lesion,
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cuando ésta era focal, y en el lado derecho, cuando era difusa (Opticath 5,5
F Abbott Laboratorio North Chicago IL. USA), siguiendo la técnica descrita
por otros autores (Andrews y cols., 1991). La posicion correcta del extremo,
se confirmd mediante radiografia anteroposterior del cuello.

Los pacientes fueron atendidos por el equipo médico de intensivistas
de la UCI, de modo independiente a la realizacion de este estudio.

Se solicito el consentimiento informado a los familiares de los
pacientes, para la obtencion de las muestras sanguineas procedentes del
catéter localizado en bulbo de la vena yugular y procedentes del catéter
venoso central (ANEXO [). En todos los pacientes la primera muestra
sanguinea (muestra 0) se obtuvo en las primeras 8 horas tras el DCA.

Se obtuvieron muestras venosas periféricas de sujetos sanos, para su

posterior comparacion con los pacientes estudiados.

4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se descartaron los pacientes que presentaban alguna de las
siguientes caracteristicas:

e Menores de 14 afios

e Dafio de partes blandas o esquelético

¢ Neoplasias (tumores del SNC y melanoma)

e Enfermedades neurodegenerativas
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4.3. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

De todos los pacientes se recogieron los datos de filiacién (edad y
sexo) y el tipo de DCA. Se recogi6 la estancia en UCI, la estancia
hospitalaria, los dias de ventilacion mecénica, la mortalidad en UCI y la
mortalidad hospitalaria fuera de UCI. Se cuantificaron los pacientes que
presentaron muerte encefélica de acuerdo con los criterios clinicos y legales

aceptados en Espafa (Real Decreto, 1999).

Tabla 4.1. Escala de resultados de Glasgow (Jennet y Bond, 1975).

VALORACION FUNCIONAL PUNTUACION

Buenarecuperacion. Se reincorpora a sus actividades

normales. Pueden quedar déficit neuroldgicos o psicoldgicos 5
menores.

Discapacidad moderada (discapacitado pero independiente).
Independiente para las actividades de la vida diaria, aunque

discapacitado como consecuencia de déficit como hemiparesia, 4
disfasia, ataxia, alteraciones intelectuales, déficit de memoria o

cambios de personalidad.

Discapacidad grave (consciente pero dependiente). Depende

de otros para la vida cotidiana debido a déficits fisicos, mentales 3
0 ambos.

Estado vegetativo persistente 2
Muerte 1
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Se valoré el estado funcional de los pacientes a los 6 meses mediante

la escala de resultados de Glasgow (Jennet y Bond, 1975) (Tabla 4.1).

La gravedad de los pacientes se valor6 mediante 2 clasificaciones, la

escala de coma de Glasgow (ECG) (Teasdale y cols., 1975) y el indice Acute

Physiology and Chronic Health Evaluation Il (Knaus, 1985) (Ver ANEXO II).

Tabla 4.2. Escala de coma de Glasgow (Teasdale y cols., 1974).

PARAMETRO CLINICO

RESPUESTA PUNTUACION
Espontanea 4
Al estimulo verbal 3
Apertura ocular
Al estimulo doloroso 2
Ninguna 1
Conversacion orientada 5
Conversacion confusa 4
Mejor respuesta verbal | Palabras inapropiadas 3
Ruidos incomprensibles 2
Ninguna 1
Obedece Localiza 6
el dolor Retira al 5
Mejor respuesta dolor Flexion al 4
motora dolor Extension al 3
dolor 2
Ninguna 1
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Se registré el tiempo de retraso desde el momento del DCA vy la
obtencion de la primera muestra. Se valoré la presencia de sensores o
drenajes intracraneales y se registré el momento de su colocacion. También
se tuvo en consideracion la realizacién de cirugia intracraneal y el momento

en el que ésta se realizo.

4.4. MUESTRAS SANGUINEAS

Se recogieron de forma simultanea 5 ml de sangre procedente del
bulbo de la vena yugular interna (regional) y 5 ml de sangre procedente de
un catéter venoso central (sistémica) en el momento de ingreso, a las 24, 48
y 72 h después. Se extrajo el suero mediante centrifugacion de la muestra
sanguinea a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se conservd a -40°C hasta su posterior utilizacion.

4.5. MEDICION DE LA PROTEINA S100B

Las muestras de suero almacenadas se descongelaron a temperatura
ambiente. Luego se cuantificd la concentracién de proteina S100B mediante
un test de electroquimioluminiscencia por el sistema de inmunoensayo
Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Se siguieron las

recomendaciones técnicas del fabricante para la realizacién del test. El
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andlisis de las muestras requiri6 18 minutos. El limite superior e inferior
detectable fue 0,005 y 39 ugl/l, respectivamente. Los valores < 0,105 g/l son
considerados como normales por el fabricante, basandose en estudios

previos.

4.6. SITUACION FUNCIONAL Y PRONOSTICO

Se analizé si existia correlacion entre los diferentes niveles de S100B
en sangre procedente del bulbo de la yugular y en sangre sistémica con la
mortalidad en UCI, la mortalidad intrahospitalaria y la mortalidad a los 6
meses en los pacientes con DCA secundario a trauma o a hemorragia no
traumatica. También se compar6 los niveles de S100B con el desarrollo o no
de muerte encefalica.

Se evalud la relacién entre los niveles de S100B y la situacion

funcional de los pacientes a los 6 meses del DCA.

4.7. CULTIVOS CELULARES

Las células de cultivos de neuroblastoma muestran respuestas
electrofisiologicas similares a las neuronas estandar, como la generacion de
potenciales de accién, sintesis de neurotransmisores... La SH-SY5Y es una

linea derivada de células humanas utilizada en la investigacion cientifica. Es
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un clon de neuroblastoma humano proveniente de la sublinea celular SK-N-
SH, la cual fue obtenida de un neuroblastoma metastasico humano de la

cresta neural del sistema nervioso simpatico (Raguenez y cols., 1999).

Figura 4.1. Células SH-SY5Y, a las 20 horas de cultivo con medio DMEN.

Aumento 80x.

Para realizar los ensayos de apoptosis inducida por dopamina se
utilizaron cultivos de células SH-SY5Y no diferenciadas. Para ello, las
células SH-SY5Y se cultivaron en placas de 12 pocillos a una concentracion
de 1 x 10°/ ml en DMEM suplementado con un 10% suero bovino fetal, 100
U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina en condiciones basales a

37°C en una atmoésfera que contenia un 5% de CO; (Figura 4.1). El medio
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fue cambiado cada 48-72 horas hasta que las células formaron una

monocapa en cada pocillo (Figura 4.2). Alcanzado este momento se

procedio a realizar los ensayos.

Figura 4.2. Células SH-SY5Y, a las 30 horas de cultivo. Aumento 40x.
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4.7.1. Induccion de apoptosis en los cultivos celulares

Para realizar los experimentos de apoptosis inducida por dopamina, a
la monocapa las células SH-SY5Y se afiadid dopamina a diferentes
concentraciones (50, 100 y 300 uM). Como control negativo, en algunos
pocillos no se agreg6 dopamina. Las células asi tratadas fueron cultivadas a
37°C con 5% de CO,. Al cabo de 24 horas, se realizaron los estudios de

apoptosis por citometria de flujo.

4.7.2. Modulacion de apoptosis en los cultivos celulares:

hipotermiay ciclosporina

Para evaluar los efectos de la hipotermia en la modulacién de la
apoptosis inducida por dopamina en las células SH-SY5Y, se realizaron
cultivos paralelos de células tratados con dopamina a concentraciones de
100 pM y 300 uM. En cada una de las placas se incluyeron pocillos no
tratados con dopamina como control negativo. Estos cultivos fueron
sometidos sometidas a diferentes temperaturas de cultivo (32°C y 37°C)
durante 24 horas. Después de este periodo de incubacion, las células fueron
recogidas de los pocillos para evaluar los porcentajes de células apoptéticas
en cada condicion. El porcentaje de células apoptéticas se cuantificO por
citometria de flujo.

Para evaluar el efecto de la ciclosporina en la modulacion de la

apoptosis inducida por la dopamina, las células SH-SY5Y fueron incubadas
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con ciclosporina a concentraciones de 1 uM o 10 pM durante 2 y 6 horas
antes de ser tratadas con la dopamina. Después de este periodo de
incubacion, los cultivos fueron tratados con dopamina a una concentracion
de 100 uM, mantenidos a 37°C y con 5% de CO;, durante 24 horas. Como
control se utilizaron cultivos celulares sin ciclosporina tratadas con
dopamina. Posteriormente se cuantificd el porcentaje de células apoptéticas
por citometria de flujo.

En todos los experimentos, las diferentes condiciones de cultivo se

ensayaron por triplicado.

4.8. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS

4.8.1. Método TUNEL

Las células apoptéticas fueron evaluadas por el método TUNEL
(transferasa-mediated dUTP nick end labeling) basado en la deteccién del
ADN internucleosomal fragmentado tipico de apoptosis. Esta técnica es una
de las mas empleadas en la deteccion y cuantificacion de la apoptosis.

La tincion TUNEL se efectudé siguiendo las especificaciones del
fabricante. Las células a estudio fueron fijadas con paraformaldehido al 1%
(Sigma-Aldrich) en una solucion salina fosfatada (PBS, Phosphate Buffered
Saline) a una concentracién de 1-2 x 10° células/ml durante 1 hora en hielo.

Después se efectuaron lavados con PBS. Luego fueron resuspendidas en
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etanol frio al 70% y mantenidas durante 30 minutos o toda la noche a - 20°C.
Antes de realizar la tincion las células se lavaron dos veces con PBS.

Se utilizaron control células positivas y negativas incluidas en el kit
proporcionado por el fabricante. Fijadas las células SH-SY5Y y las células
control fueron incubadas con la solucién de tincion que contenia terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) durante una hora a 37°C. Posteriormente
las células fueron lavadas con PBS y centrifugadas. Al pellet resultante se
afadié Anti-FITC labeled-antiBr-dUTP y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. Luego, las células fueron tratadas

con ioduro de propidio y analizadas por citometria de flujo.

4.8.2. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que implica
medir las caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las
células conforme se las hace pasar a través de un rayo de luz.

Las células fueron analizadas usando el citbmetro FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose,CA,). De cada muestra se adquirieron 10000
células que fueron evaluadas mediante citometria para determinar la
proporcion de células viables, necréticas y apoptoticas. Las determinaciones
se realizaron por triplicado y de forma independiente. Los resultados se

expresaron como porcentaje de células apoptoticas.
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4.9. ANALISIS ESTADISTICO

Se efectud un analisis descriptivo empleando pruebas paramétricas o
no parameétricas dependiendo de las caracteristicas que presentaron las
variables. Se empled el test x* o el test exacto de Fisher para las variables
categoricas segun estuviera indicado.

Para estudiar la correlacién entre variables continuas se empleé el
coeficiente de correlacién de Spearman.

Se empled la prueba ANOVA de medidas repetidas para evaluar las
diferencias entre los grupos (buen prondstico vs. mal pronéstico y muerte
encefalica vs. no muerte encefélica) en las muestras tomadas en los cuatro
puntos temporales.

Se desarrollaron curvas ROC para evaluar el valor 6ptimo de corte de
la S100B medidos en diferentes momentos para la prediccion de resultados
desfavorables. Los resultados desfavorables incluyen mal pronéstico a los
seis meses (GOS) y desarrollo de muerte encefalica. La obtencién de esos
puntos de corte permitié el calculo de la sensibilidad y especificidad para las

determinaciones de este biomarcador en los diferentes puntos temporales.
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5 RESULTADOS

5.1. POBLACION A ESTUDIO

Se incluyeron 83 pacientes con HIC (43) y TCE (40), todos ellos
ingresados en la UCI del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Hubo
un predominio masculino (57 varones y 26 mujeres). No se incluyeron
pacientes con los criterios de exclusion que se detallaron en el apartado
Material y Métodos.

La mortalidad fue del 55,4% (46 pacientes) y al sexto mes del DCA,
22 pacientes (26,5%) tenian una buena situacion funcional (puntuaciones en
escala GOS de 4 6 5). Se diagnosticO muerte encefélica en 25 pacientes
(30,1%). La Tabla 6.1 muestra las caracteristicas de la poblacién incluida. El
tiempo transcurrido desde el evento cerebral hasta la obtencién de la
primera muestra sanguinea fue siempre menor de 8 horas (5,4 horas; SD 3,3
horas).

Asi mismo se obtuvieron muestras sanguineas de 10 sujetos sanos,
que se tomaron como controles.

No se detectaron diferencias en las caracteristicas de la poblacion

dependiendo del género.
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Tabla 5.1. Caracteristicas demogréficas de la poblacion analizada.

Muestra (N=83)

Edad (afios) 55 (IQR: 30)

Género (femenino) 26 (31,3%)

Tipo de DCA
e TCE 40 (48,2%)

e HIC 43 (51,8%)

Neurocirugia 12 (14,5%)
Sensor de PIC 36 (43,4%)

Drenaje ventricular 15 (18,1%)

APACHE II 17,1 (5,2)

ECG 6 (IQR 4)

ECG < 4 21 (25,5%)

Pupilas

e Reactivas 47 (56,6%)

e Alteradas 36 (43,4%)

Muerte encefalica 25 (30,1%)

GOS al 6° mes 1 (IQR:3)

GOS 4y 5 (buen prondstico) 22 (26,5%)

Tiempo DCA-UCI (horas) 2,3 (IQR: 2,2)

Todos los valores se expresan como mediana (rango intercuartil) o valor
absoluto (porcentaje). DCA: dafio cerebral agudo. UCI: Unidad Cuidados
Intensivos; ECG: Escala de Coma de Glasgow; GOS: Glasgow Outcome
Score.
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5.2. S100B Y DANO CEREBRAL AGUDO

5.2.1. Determinacion de la S100B

Se efectud la obtencién de muestras sanguineas de los pacientes
incluidos tal como se describe en el apartado material y métodos.
Mencionadas muestras se conservaron a -40°C y se descongelaron minutos

antes de su empleo para la determinacion de la proteina S100B.

5.2.2. Relacién entre las determinaciones sistémicas y

regionales de la S100B

Interesaba conocer si el suero procedente del drenaje venoso cerebral
presentaba unas determinaciones superiores a las sistémicas y si existia
correlacion entre ambas determinaciones. Corroborar esa superioridad
confirmaria el origen cerebral de dicha determinacion de S100B.

Se objetivd que los niveles de S100B eran mas elevados en las
muestras regionales que en las sistémicas. Estas diferencias alcanzaron
significacién en todos los momentos temporales excepto a las 48 horas.

Se compararon las determinaciones regionales y las sistémicas en los
diferentes momentos temporales. Se objetivd que en todos los puntos
temporales (0 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas) existia una correlacion

positiva entre ambas mediciones (r> 0,79; p< 0,001).
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Tabla 5.2. Determinaciones de S100B en las diferentes muestras.

Regional  Sistémica Diferencia VYI-SVC

VYI (ug/l) *  SVC (ugll) * (ngll)

0 horas 0,23 (0,36)

0,21 (0,27) | 0,04 (IC95%: 0,02 a 0,06)

A 0,22 (0,34) | 0,21 (0,35) | 0,03 (IC95%: 0,02 a 0,07) | 0,009

RS 0,15 (0,17) | 0,14 (0,20) | 0,03 (IC95%: 0,01 a 0,05) | 0,267

ZAeee 0,11 (0,13) | 0,07 (0,12) | 0,02 (IC95%: 0,01 a 0,06) | 0,001

VYI: vena yugular interna. SVC: sangre venosa central. IC95%: intervalo de
confianza al 95%. * Datos se muestran como mediana (rango intercuartil). p:

nivel de significacion estadistica.

Tabla 5.3. Correlaciones bivariadas entre las determinaciones regionales de

S100B (VYI) y las determinaciones sistémicas (SVC).

IC 95% de r

VYl vs SVC (0 horas) 0,687 a 0,866

VYl vs SVC (24 horas) 0,799 0,963 a 0,987 0,0001

VYl vs SVC (48 horas) 0,720 0,565 a 0,825 0,0001

VYl vs SVC (72 horas) 0,941 0,884 a 0,970 0,0001

r: coeficiente de correlaciéon. IC 95%: intervalo de confianza al 95%. p: nivel
de significacién estadistica.
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Figura 5.1. Correlacion entre las relaciones regionales (VYI) y sistémicas
(SVC) en los diferentes puntos temporales (0 horas, 24 horas, 48 horas, 72

horas).

5.2.3. Patréon temporal de las determinaciones de S100B

La cinética de las determinaciones de esta proteina refleja una
elevacion durante las primeras 48 horas tras el dafio cerebral. Este patron
fue observado tanto en las determinaciones regionales (F 10,518; p: 0,0001)

como en las sistémicas (F 7,366; p: 0,001) (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Curso temporal de las determinaciones de S100B en muestras
regionales (grafico A) y sistémicas (grafico B). Las barras de error

representan el intervalo de confianza 95% de la media.
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5.2.4. Cinética de la S100B de los pacientes que desarrollaron

muerte encefalica

Se diagnostic6 muerte encefalica en 25 pacientes (30,1%). Las
determinaciones sistémicas de S100B de estos pacientes mostraron dos
elevaciones; al ingreso y a las 48 horas del DCA. Este comportamiento fue
diferente al detectado con las determinaciones sistémicas de los pacientes

gue no desarrollaron muerte encefalica (F: 2,847; p: 0,042).

Muerte encefalica 14F
0---0 No
o—o0 Si _ A B

08F

06F

04}

-“1E 1 1 1 1 00F 1 L 1 1
VYI_Oh VYI_24h VYI_48h VYI_72h SVC_0h SVC_24h SVC_48h SVC_72h

Figura 5.3. Patron temporal de las terminaciones regionales (grafico A) y
sistémicas (grafico B) dependiendo del desarrollo de muerte encefalica. Las

barras de error representan el intervalo de confianza 95% de la media.

El patron detectado con las determinaciones de muestras sanguineas
procedentes del golfo de la vena yugular (muestras regionales) fue similar

resaltando los dos ascensos tanto al ingreso como al 2° dia. Las muestras
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regionales de los que no desarrollaron mencionado tipo de fallecimiento
tuvieron un comportamiento constante difiriendo significativamente respecto
a los que sobrevivieron (F: 4,859; p: 0,003).

Paralelamente el gradiente regional-sistémico presentdé un
comportamiento parecido. Se detectaron dos elevaciones al ingreso y al 2°
dia en aquellos pacientes que evolucionaron hacia muerte encefalica. Por el
contrario, los pacientes que no desarrollaron muerte encefalica presentaron
un gradiente regional-sistémico que se mantuvo constante en todos los
momentos temporales y menor que el detectado en los pacientes con muerte

encefélica (F: 0,951; p: 0,346).

Muerte encefalica
O---0 No
O—0 3

25}
20F
15F
1,0}

05F

-1,5 = 1 1 1 1
Grad. Oh Grad. 24h Grad. 48h Grad. 72h

Figura 5.4. Patron temporal del gradiente dependiendo del desarrollo de
muerte encefalica. Las barras de error representan el intervalo de confianza
95% de la media.
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Tabla 5.4. Diferencia media entre las determinaciones regionales y

sistémicas de S100B en funcion del desarrollo de muerte encefalica.

Diferencia Muerte Encefélica vs. No Muerte Encefélica

Muestras regionales (VY1)

Muestras sistémicas (SVC)

0,866 (1IC95%: 0,064 a 1,668) | 0,212 (IC95%: 0,014 a 0,439)

0,211 (1C95%: -0,461 a 0,503) | 0,038 (IC95%: -0,353 a 0,429)

1,416 (IC95%: -1,131 a 3,965) | 0,566 (IC95%: -0,001 a 1,134)

0,006 (1C95%: -0,123 a 0,135) | -0,002 (IC95%: -0,114 a 0,110)

VYI: vena yugular interna. SVC: sangre venosa central. IC95%: intervalo de

confianza al 95%. Datos se muestran como diferencia media.

5.2.5. Cinética de la S100B en los pacientes que presentaron

mal pronostico (GOS 1-3) alos seis meses

El 73,5% de los pacientes evoluciond hacia mal prondstico a los seis
meses del DCA. Se empled la escala GOS para evaluar la situaciéon
funcional al cabo de seis meses, y se consideré mal prondstico la puntuacion
menor 6 igual a 3 puntos.

Las determinaciones regionales de S100B en este grupo de pacientes
presentaron dos elevaciones: al ingreso y al 2° dia del DCA. Sin embargo las
muestras regionales de aquellos pacientes que evolucionaron positivamente
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no presentaron cambios en las mediciones sucesivas (F:6,872; p:0,001).
Paralelamente el gradiente regional-sistémico presentdé un comportamiento
similar. Se detectaron dos elevaciones, una al ingreso y otra al 2° dia en
aquellos pacientes que evolucionaron hacia una situacion funcional
desfavorable a los seis meses del DCA. En los pacientes que presentaron
buena evolucion al 6° mes del DCA, el gradiente se mantuvo constante
(F:0,174; p:0,914). Las diferencias fueron significativas en todos los

momentos excepto en el punto temporal de 72 horas.

1,8 | Pronéstico 08F —
o---0 GOS 4-5 —_
18| 0—0 GOS1-3 A sl B

14}
0.6
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Figura 5.5. Patron temporal de las determinaciones sistémicas (grafico A) y
regionales (grafico B) dependiendo de la situacion funcional al 6° mes del
DCA. Las barras de error representan el intervalo de confianza 95% de la

media.
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Figura 5.6. Patron temporal del gradiente regional-sistémico de las
determinaciones de S100B dependiendo del pronostico al 6° mes. Las

barras de error representan el intervalo de confianza 95% de la media.

Respecto a las determinaciones sistémicas, se detect6 un pico a las
48 horas en aquellos pacientes con mala evolucién, mientras que los que
presentaron buena situacion funcional, mantuvieron niveles similares a lo
largo del tiempo (F:4,420; p:0,006) (Figura 5.5). Ademas los casos de mala
evolucion clinica tuvieron niveles superiores en todos los momentos
temporales que aquéllos que tuvieron buena evolucion al 6° mes del DCA

(significacién al ingreso y a las 48 horas) (Tabla 5.5).
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Tabla 5.5. Diferencia media entre las determinaciones regionales vy

sistémicas en funcion de la evolucion funcional al 6° mes del DCA.

Diferencia Mal prondstico vs. Buen prondéstico

Muestras regionales (VY1) Muestras sistémicas (SVC)

0,414 (1C95%: 0,076 a 0,752) | 0,158 (IC95%: 0,031 a 0,285)

0,343 (1C95%: -0,184 a 0,870) | 0,295 (IC95%: -0,142 a 0,737)

0,700 (IC95%: -0,767 a 0,218) | 0,376 (IC95%: 0,092 a 0,659)

0,015 (1C95%: -0,100 a 0,931) | 0,016 (IC95%: -0,085 a 0,117)

VYI: vena yugular interna. SVC: sangre venosa central. IC95%: intervalo de
confianza al 95. Buen pronéstico: GOS 1-3. Mal prondéstico: GOS 4-5.

5.2.6. Determinaciones de la S100B dependiendo del

género de los pacientes

Se estudié si el género podia influir en las determinaciones de la
proteina S100B. No se observaron diferencias significativas en los valores

de la S100B en las muestras sanguineas de sangre regional y sistémica

segun el género (Tabla 5.6).
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Tabla 5.6. Determinaciones de S100B segun género (en ug/l).

Tipo de muestra

SVC 0h 0,24 (0,25) 0,17 (0,48)

VYI 0Oh 0,25 (0,31) 0,20 (0,46) 0,686
SVC 24h 0,16 (0,27) 0,30 (0,52) 0,370
VYI 24h 0,21 (0,30) 0,29 (0,60) 0,811
SVC 48h 0,18 (0,19) 0,16 (0,22) 0,901
VYI 48h 0,13 (0,16) 0,16 (0,19) 0,412
SVC 72h 0,06 (0,11) 0,10 (0,17) 0,314
VYI 72h 0,10 (0,11) 0,11 (0,21) 0,252

SVC: muestras sistémicas. VYI: muestras regionales. Valores muestran la

mediana (rango intercuartil)

5.2.7. Determinaciones de la S100B dependiendo del tipo de

dafo cerebral agudo

Se quiso determinar si el tipo de dafio podia influir en las
determinaciones de la proteina S100B. Se incluyeron 40 pacientes con TCE,
mientras que los 43 enfermos restantes presentaron HIC como causa del
DCA. Ambos grupos fueron similares en gravedad (ECG y APACHE) si bien
existi6 un predominio del género masculino en el grupo de origen traumatico

(80% vs 58,1%) y una mayor edad entre los pacientes con hemorragia
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cerebral (57,4 afios vs. 45,3 afos). La Tabla 5.7 muestra las caracteristicas
demograficas de ambos grupos.

En cuanto a la evolucion de ambos tipos de DCA, se objetivo un peor
pronéstico en los pacientes con hemorragia cerebral, reflejado tanto en el
desarrollo de muerte enceféalica como en la situacion funcional al 6° mes

(Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Caracteristicas de la poblacién dependiendo del tipo de DCA.

TCE (n=40) HIC (n =43) p
Género (varon) 32 (80%) 25 (58,1%) 0,040
Edad (afios) 46,5 (IQR 45) | 56 (IQR 18) | 0,002
ECG 7 (IQR 4) 5 (IQR 3) 0,059
Apache lI 15,9 (6) 18,2 (4,1) 0,056
Muerte encefalica 10 (25%) 15 (34,9%) 0,350
GOS 6 meses 2 (IQR 4) 1(IQR 1) 0,002
Buen prondéstico (GOS 4-5) 18 (45%) 4 (9,3%) 0,001
Mortalidad a 6 m 18 (45%) 28 (65,1%) | 0,080

Todos los valores se expresan como media (desviacion estandar), mediana
(rango intercuartil) o valor absoluto (porcentaje). TCE: traumatismo

craneoencefalico. HIC: hemorragia intracraneal.
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5.2.7.1. Determinaciones regionales de S100B dependiendo
del tipo de dafno cerebral
Las determinaciones de S100B en muestras venosas intracraneales
fueron similares en los pacientes con TCE y en los pacientes con HIC, sin

detectarse diferencias significativas (Tabla 5.8) en los diferentes momentos

temporales.

Tabla 5.8. Determinaciones regionales de S100B segun tipo de DCA (ug/l).

Determinaciones de S100B en

HErEe e 1 muestras regionales (VYI) (pg/l)

determinacién

TCE HIC

0,30 (IQR 0,36)

0,20 (IQR 0,31)

24 horas 0,21 (IQR 0,35) 0,31 (IQR 0,38) 0,481

48 horas 0,15 (IQR 0,24) 0,14 (IQR 0,19) 0,219

72 horas 0,14 (IQR 0,23) 0,09 (IQR 0,09) 0,098

Datos expresados como mediana (rango intercuartil). TCE: traumatismo

craneoencefalico. HIC: hemorragia intracraneal.

5.2.7.2. Determinaciones sistémicas de S100B dependiendo

del tipo de dafio cerebral

No se objetivaron diferencias en los niveles de S100B medidos en

muestras sanguineas sistémicas dependiendo del tipo de DCA. Tanto en los
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pacientes con DCA como con HIC las determinaciones de S100B no

difirieron de modo significativo en los distintos puntos temporales (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Determinaciones sistémicas de S100B segun tipo de DCA (ug/l).

Determinaciones de S100B en

AETERTD de L muestras sistémicas (SVC) (ug/l)

determinacion
HIC

TCE

0 horas 0,26 (IQR 0,35) 0,15 (IQR 0,24)

24 horas 0,20 (IQR 0,29) 0,26 (IQR 0,40) 0,479

48 horas 0,15 (IQR 0,26) 0,10 (IQR 0,18) 0,189

72 horas 0,10 (IQR 0,23) 0,06 (IQR 0,12) 0,218

Datos expresados como mediana (rango intercuartil). TCE: traumatismo

craneoencefalico. HIC: hemorragia intracraneal.

5.2.8. Capacidad de las determinaciones de S100B para el
diagnostico de mala situacién funcional al 6° mes del
dafo cerebral agudo
Interesaba evaluar la capacidad diagndstica de los niveles de S100B

en las diferentes muestras y en los diferentes momentos temporales. Se

elaboraron curvas ROC con relacion a la situacion de mala situacion

funcional al sexto mes del DCA, medida mediante escala GOS como

puntuaciones comprendida entre 1 a 3.
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Respecto al diagnostico de mala evolucion clinica a los seis meses
del DCA, las determinaciones de 100B en las muestras tomadas al ingreso
(sistémicas y regionales) presentaron un &rea bajo la curva ROC similares,
sin detectarse diferencias entre ambas. Para la determinacion periférica el
area bajo la curva ROC fue de 0,59 (IC95% 0,46-0,73) y para los niveles
regionales el area fue de 0,61 (IC95% 0,46-0,75).

Las mediciones sistémicas a las 24 horas del DCA presentaron un
area bajo la curva ROC de 0,68 (IC95% 0,53-0,84), mientras que para los
niveles regionales en el mismo momento temporal presentaron un area bajo
curva ROC de 0,70 (IC95% 0,54-0,84). La diferencia entre ambas no fue
significativa.

Similar comportamiento presentaron las determinaciones de S100B a
las 48 horas, pues para los niveles periféricos el area bajo la curva ROC
para diagnostico de mal prondstico fue de 0,63 (IC95% 0,47-0,79) y para los
niveles regionales el area bajo la curva fue de 0,63 (IC95% 0,46-0,80). La
diferencia detectada entre ambas no fue significativa (Figura 5.7).

Los niveles de S100B a las 72 horas tanto periféricos como regionales
presentaron un area bajo la curva ROC similar, siendo de 0,51 (IC95% 0,28-
0,74) para las primeras y 0,52 (1IC95% 0,26-0,77) para las segundas. La
diferencia entre areas no alcanzo significacion estadistica.

Se estimaron los puntos de corte que proporcionan mejor sensibilidad

y especificidad en el diagndstico de muerte encefélica, tanto para las
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determinaciones regionales y sistémicas en los diferentes momentos

temporales. Las Tablas 5.10 y 5.11 muestran mencionados puntos de corte.
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Figura 5.7. Curvas ROC de las determinaciones regionales (VYI, trazado
azul) y sistémicas (SVC, trazado verde discontinuo) en los diferentes puntos

temporales para el diagnostico de mala situacion funcional al 6° mes del

DCA.
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Tabla 5.10. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad de las

determinaciones regionales (VYI) para el diagndstico de mal prondstico.

Tipo de muestra Mal prondéstico (GOS 1-3)

y momento de Punto de corte

. . Sensibilidad Especificidad
determinacion (ug/l)

VYl 0 horas 0,60 17,2 93,8

VYI 24 horas 0,63 25,6 100

VYI 48 horas 0,15 46 64,03

VYI 72 horas 0,21 23,1 75

VYI. muestras regionales.

Tabla 5.11. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad de las

determinaciones sistémicas (SVC) para el diagnostico de mal prondstico.

Tipo de muestra Mal prondstico al 6° mes del DCA

y momento de

e | Puntode corte (ug/l) | Sensibilidad | Especificidad

SVC 0 horas 0,26 47.3 76,5

SVC 24 horas 0,32 43,5 90,9

SVC 48 horas 0,30 27,7 92,9

SVC 72 horas 0,20 12,5 100

SVC: muestras sistémicas.
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5.2.9. Capacidad de las determinaciones de S100B para el

diagnostico de muerte encefalica

Los niveles periféricos al ingreso de S100B mostraron un area bajo la
curva ROC de 0,65 (IC95% 0,52-0,79) para diagnéstico de muerte
encefélica. Los niveles regionales en el mismo momento temporal
presentaron un area de 0,67 (IC95% 0,53-0,80). Con relaciébn a las
determinaciones sistémicas y regionales tomadas a las 24 horas, se
objetivaron areas bajo la curva para el diagnéstico de muerte encefalica de
0,60 (IC95% 0,43-0,76) y 0,57 (IC95% 0,40-0,75) respectivamente. La
diferencia entre ambas no fue estadisticamente significativa.

Los niveles periféricos de S100B a las 48 horas del DCA presentaron
un area bajo la curva de 0,73 (IC95% 0,60-0,88) para el diagnéstico de
muerte encefalica. En el caso de las muestras regionales a las 48 horas, el
area abajo la curva fue de 0,73 (IC95% 0,58-0,90). Tampoco fue significativa
la diferencia entre ambas curvas ROC.

En el caso de las determinaciones efectuadas con muestras tomadas
a las 72 horas, se objetivaron areas bajo la curva de 0,60 (IC95% 0,40-0,80)
para las determinaciones sistémicas y 0,53 (IC95% 0,30-0,77) para las
regionales, sin detectarse diferencias entre dichas curvas ROC.

Se estudiaron los puntos de corte que proporcionan mejor sensibilidad

y especificidad para el diagnéstico de muerte encefalica, tanto para las
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determinaciones regionales y sistémicas en los diferentes momentos

temporales (Tablas 5.12 a 5.14).
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Figura 5.8. Curvas ROC de las determinaciones regionales (VYI; trazado
azul) y sistémicas (SVC, trazado verde discontinuo) en los diferentes puntos

temporales para el diagnéstico de muerte encefalica.
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Tabla 5.12. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad de las

determinaciones regionales (VYI) para el diagndstico de muerte encefalica.

Tipo de muestra Muerte encefalica

y momento de

determinacion Punto de corte (ug/l) | Sensibilidad Especificidad

VYIl O horas 0,72 30,4 96

VYI 24 horas 1,07 20 94,8

VY| 48 horas 0,62 35,7 95,35

VY| 72 horas 0,36 11,7 96,43

VYI:. muestras regionales.

Tabla 5.13. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad de las

determinaciones sistémicas para el diagnéstico de muerte encefalica.

Tipo de muestra Muerte encefélica

y momento de

it | Punto de corte (ug/l) | Sensibilidad | Especificidad

SVC 0 horas 0,75 23,8 98,04

SVC 24 horas 1,10 12,5 95,12

SVC 48 horas 0,70 40 95,65

SVC 72 horas 0,20 16,6 92,86

SVC: muestras sistémicas.
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Tabla 5.14. Puntos de corte, sensibilidad y especificidad del gradiente

regional-sistémico de S100B para el diagnostico de muerte encefalica.

Tipo de muestra

Muerte encefalica

y momento
determinacién Punto de corte (ug/l) | Sensibilidad | Especificidad
Grad 0 horas 0,32 10 100
Grad 24 horas 0,16 26,7 94,9
Grad 48 horas 0,99 9,9 97,4
Grad 72 horas 0,12 16,7 96,43

Grad: gradiente (determinacion regional — determinacion sistémica).

5.3. MODULACION DE LA APOPTOSIS

5.3.1. Dopaminainduce apoptosis en las células SH-SY5Y

Se empledé dopamina para inducir apoptosis. Las células fueron
cultivadas en presencia de concentraciones crecientes de dopamina (50 uM,
100 uM y 300 pM). Se objetivo que la proporcidon de células apoptéticas eran
dosis dependientes, de modo que a mayor concentracion de dopamina,
mayor porcentaje de células apoptéticas. Para la concentracion de 50 uM, se
objetivd una media de 10,5% de células apoptéticas, mientras que para la
concentracion de 100 uM fue de 37% y en el caso de dopamina a 300 uM, la

proporcién de apoptosis fue de 58,3%. Las diferencias entre estas ultimas
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concentraciones con relacién a la primera fueron significativas (Figura 5.9).

Las células que fueron cultivadas sin dopamina, no mostraron apoptosis.

100 p: 0,04

T = > I o « |
T T T

Células vivas (%)

)
T

DA50pM  DA100uM DA 300 pM

Figura 5.9. Efecto de las diferentes concentraciones de dopamina como
estimulo apoptético sobre la poblacion de células vivas. Las barras de error
representan el error estandar de la media. DA: dopamina. p*: significacion

respecto a la concentracion menor de dopamina (50 uM).

5.3.2. Efecto de la hipotermia sobre la apoptosis inducida por

dopamina en las células SH-SY5Y

Para evaluar el efecto que la hipotermia pudiera tener sobre la

apoptosis inducida por dopamina en mencionada linea celular, se efectuaron

~ 89 ~



Resultados

cultivos a concentraciones crecientes de dopamina en condiciones
ambientales diferentes. Se utilizaron dos rangos de temperatura: 37°C y
32°C. La Figura 5.10 muestra un ejemplo de la tincibn para evaluar las

diferentes poblaciones celulares bajo las diferentes condiciones ambientales.
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Figura 5.10. Ejemplo de la citometria de flujo de cultivos celulares
efectuados con dopamina a diferentes concentraciones como estimulo
apoptotico y en condiciones ambientales de hipotermia (32°C) o a 37°C. El
recuadro superior de cada gréfica muestra el porcentaje de células

apoptoticas.

~90 ~



Resultados

A la temperatura de 32°C la proporcion de células apoptoticas fue 7%
(1,4%), y 3,45% (1,1%) para las concentraciones de 100 uM y 300 uM de
dopamina respectivamente. Cuando los cultivos se efectuaron a
temperaturas mas elevadas (37°C), la proporcion de células apoptoticas fue
mayor [42% (SD:21%) y 58% (SD:7,9%) respectivamente]. A la
concentracion de 300 pM las diferencias en el porcentaje de células
apoptoticas segun temperatura de cultivo, alcanzaron la significacion

estadistica (Figura 5.11).

W 32°C
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Control DA50uM DA100 uM DA 300 uM
Figura 5.11. Diagrama de barras mostrando la media de células apoptoticas
en los cultivos efectuados con diferentes concentraciones del estimulo
apoptético y bajo las dos condiciones térmicas. Las barras de error
representan el error estandar de la media. DA: dopamina.
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5.3.3. Efecto de la ciclosporina sobre la apoptosis inducida

por dopamina en las células SY-SY5Y

Se empled ciclosporina en los cultivos celulares de SH-SY5Y para
evaluar el papel que este agente inmunosupresor podria ejercer sobre la
apoptosis inducida por dopamina en mencionada linea celular. Para esta
experiencia las células fueron cultivadas con ciclosporina a concentracion de
1y 10 pM por periodos de 2 o 6 horas, previo a la administracion de

dopamina.

No se detectaron diferencias en la poblacién de células apoptéticas

dependiendo del tiempo de incubacion con ciclosporina (Figura 5.12).

La proporcion de células apoptoticas después de 2 horas de
incubacion con ciclosporina a dosis 1 uM y 10 uM, fueron significativamente
superiores que las detectadas en los cultivos sin ciclosporina (48,3% vs
74,5% p 0,034; y 48,3% vs 76% p 0,016). Similares resultados se apreciaron
cuando los cultivos se realizaron con 6 horas de incubacién con ciclosporina.
La proporcion de células apoptéticas en los cultivos con ciclosporina a 1uM
fueron superiores que la detectada en los cultivos sin el agente
inmunosupresor. Si se incrementaba la dosis de ciclosporina (10 uM), la
poblacién apoptética también era superior que la detectada en los cultivos

sin ciclosporina (42,5% vs 87,8% p 0,004) (Tabla 5.15).
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B Dos horas

100 * B Seis horas

Prorcentaje de células apoptoéticas (%)

DA 100uM DA 100uM + DA 100pM +
CyA1uM CyA10puM

Figura 5.12. Diagrama de barras mostrando la media de células apoptoéticas
en los diferentes cultivos. La linea representa la desviacion estandar de la
media. No se detectaron diferencias entre los cultivos con ciclosporina a las
diferentes concentraciones y bajo diferentes tiempos de incubacion. DA:

dopamina. CyA: ciclosporina. * p > 0,05.
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Tabla 5.15. Poblacion de células apoptéticas en los cultivos celulares en los

que se evaluo la ciclosporina como agente modulador de la apoptosis.

Poblacion de

Tiempo .
_ _ - _ células
incubacion Condiciones de cultivo o
: : apoptoticas
ciclosporina
(%)
DA vs. DA CyA 1uM 48,3 vs. 74,5
2 horas DA vs. DA CyA 10uM 48,3 vs. 76 0,016
DA CyA 1uM vs. DA CyA10 pM 74,5 vs. 76 0,826
DA vs. DACyA 1 uM 42,5vs. 83,4 0,004
DA vs. DA CyA 10 uM 42,5 vs. 87,8 0,004
DA CyA 1uM vs. DA CyA 10uM 83,5vs. 87,8 0,423
DA (2h vs. 6h) 48,3 vs. 42,5 0,678
2 vs. 6 horas DA CyA 1uM (2h vs. 6 h) 74,5 vs. 83,5 0,144
DA CyA 10 pM (2h vs. 6 h) 76 vs. 87,8 0,210

DA: dopamina. CyA: ciclosporina.
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6 DISCUSION

El DCA es un grave problema de salud a nivel mundial. Conlleva un
importante coste socioeconémico y humano. La agresion cerebral pone en
marcha una cascada de procesos fisiopatoldgicos que conducen de forma
progresiva al dafio y a la pérdida neuronal. Como consecuencia de esos
procesos, diferentes elementos son liberados al espacio intersticial y de ahi
pueden pasar al LCR y a la sangre. La deteccién de un marcador capaz de
medir los cambios celulares, bioquimicos y moleculares que tienen lugar
durante el DCA podria ayudar a afinar el diagnéstico y el pronéstico, asi
como a evaluar la evolucibn de los pacientes y su respuesta a los
tratamientos efectuados. Se han desarrollado diferentes modelos
prondsticos para predecir los resultados en este tipo de enfermos. La
mayoria de ellos se basan en datos clinicos y radiolégicos. Ninguno de ellos
permite predecir los resultados al 100%.

En la actualidad existe un gran interés por desarrollar nuevas terapias
gue minimicen el dafio cerebral. El conocimiento de los mecanismos
fisiopatolégicos también puede ayudar a establecer dianas terapéuticas que
ayuden a mejorar los resultados. La apoptosis es uno de los fenbmenos que
intervienen en la génesis del dafio y por ello uno de los posibles abordajes

terapéuticos podria ser la inhibicion de la misma.
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El presente trabajo se ha centrado en la fisiopatologia para evaluar
que una proteina liberada por los astrocitos, proteina S100B puede ser
empleada como un potencial marcador pronostico en los pacientes con DCA
y que la hipotermia al modular la apoptosis en un modelo neuronal podria

convertirse en una potencial herramienta terapéutica.

6.1. LA PROTEINA S100B COMO MARCADOR DE DANO

CEREBRAL

En el presente trabajo se ha observado que la proteina S100B es
liberada después del DCA. Tras el dafio cerebral primario se produce una
activacion de los astrocitos, principales reguladores de la homeostasis
cerebral. Esta activacion genera la liberacion de la proteina S100B al
espacio intersticial y desde ahi pasa al liquido cefalorraquideo y a la sangre.
La elevacion de S100B en sangre tras un insulto cerebral sugiere por un
lado, la presencia de dafio cerebral y por otro, un incremento de la
permeabilidad vascular (Brondani da Rocha y cols., 2006), convirtiéndole en
un potencial marcador bioldgico.

La fisiologia de esta proteina en el DCA permite que pueda ser
detectada en muestras sanguineas y en muestras de LCR. En nuestro
trabajo se obtuvieron muestras sanguineas, con una cadencia en el tiempo

determinada: al ingreso, a las 24 horas, 48 horas y 72 horas del mismo. Se
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optoé por muestras sanguineas por dos motivos. Por un lado porque aunque
los niveles de S100B en muestras de LCR suelen ser mas altos, parece que
existe buena correlacion, de tal manera que el analisis de S100B en sangre
puede ser suficiente para determinar el prondstico y detectar la aparicion de
complicaciones secundarias (Moritz y cols., 2010). Por otro lado el acceso a
muestras de LCR no siempre es factible, pues no todos los pacientes tienen
colocado un drenaje ventricular y si no es preciso no esta justificada su
colocacién. Ademas, en aquellos que si lo tienen, la manipulacion para la
obtencién de muestras de liquido cefalorraquideo favorece la aparicion de
infecciones del SNC. En cualquier nivel asistencial la obtencién de muestras
sanguineas es mucho mas factible, caracteristica que apoya Ila

determinacién sanguinea de S100B como potencial marcador.

6.1.1. Relacion entre las determinaciones sistémicas y

regionales de la S100B

En nuestro trabajo los niveles de S100B en sangre del bulbo de la
yugular (regionales) fueron ligeramente superiores que en las muestras
sistémicas. Este hallazgo apoya la idea de que el origen de la S100B es
cerebral. Se ha objetivado que existe una buena correlacion entre las
muestras sistémicas y regionales, por lo que ambas podrian utilizarse en la
practica clinica. La mayoria de los estudios han analizado los niveles de

S100B en sangre periférica (venosa o arterial). La S100B se libera en el
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lugar en el que acontece el dafio, por lo cual se genera un gradiente de
concentracion entre la sangre procedente de esa region y la sangre
periférica como consecuencia de la dilucion. La alteracion de la barrera
hematoencefalica favorece el paso de la dicha proteina a la sangre. Astrand
y cols. (2012), compararon las concentraciones de S100B en sangre capilar,
sangre venosa Yy sangre arterial, objetivando que las determinaciones
capilares no eran equiparables a las venosas, pero las arteriales si aunque
sus valores eran ligeramente inferiores. Tan solo 3 trabajos han empleado la
sangre venosa procedente del bulbo de la yugular, es decir muestras
regionales para la determinacibn de S100B en pacientes con DCA
(McKeating y cols., 1998; Raabe y cols., 1998; Bouvier y cols., 2012). Segun
el trabajo de Raabe y cols. (1998), las determinaciones de S100B en sangre
arterial se correlacionan bien con las determinaciones en vena yugular,
existiendo un gradiente medio de 8.2%. Sin embargo, Bouvier y cols. (2012),
observaron un aumento en los niveles de S100B en sangre venosa yugular
24 horas después del TCE sin que se acompafiara de un aumento de dicha
proteina en sangre arterial, en un paciente con edema cerebral secundario.
Nuestros resultados apoyan el empleo de muestras sistémicas para el
seguimiento de pacientes con DCA. Tal como se desarrollara en apartados
venideros, la capacidad prondéstica de ambos tipos de muestras no difirié y
ello va a favor de usar muestras sistémicas. La obtencion de las mismas
estd al alcance de cualquier area hospitalaria (Urgencias, Unidades de

Cuidados Intensivos, plantas de hospitalizacién) y de cualquier hospital, sea
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cual sea su nivel de complejidad. Este hecho permitiria hacer realidad el

empleo de un hipotético marcador.

6.1.2. Cinética de la proteina S100B en muestras regionales y
sistémicas

La cinética de la proteina S100B fue similar en las muestras
regionales y en las muestras sistémicas. Este hecho avalaria el empleo
indistinto de ambos tipos de muestras. En la literatura los resultados son
heterogéneos, pero hay trabajos con hallazgos similares. Petzold y cols.
(2003) analizaron los niveles de S100B en LCR y en sangre, observando
gue los pacientes con hemorragia subaracnoidea (4 pacientes) o hemorragia
intraparenquimatosa (2 pacientes) presentaban un pico de S100B al
segundo dia después del dafio y otro entre el 4° y 5° dia. Sin embargo los
pacientes con dafio cerebral traumatico (14 pacientes) tenian niveles
iniciales altos y luego, éstos tendian a disminuir los dias posteriores. En esta
linea, Murillo y cols. (2010), en pacientes con TCE grave documentaron que
la S100B se mantenia elevada en las primeras 24 horas y posteriormente
descendia. Brea y cols. (2009) evaluaron los niveles de enolasa especifica
de neuronas y S100B en pacientes con accidente cerebrovascular agudo,
observando que el valor pico en el accidente cerebrovascular isquémico de
la enolasa especifica de neuronas se producia a las 72h y el de la S100B a

las 24h. En este mismo trabajo observaron que en hemorragia intracraneal
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ambos marcadores presentaban su maxima concentraciéon a las 24 horas.
Esta diversidad en la precision del momento en el que se produce el valor
maximo de S100B puede deberse a la gran heterogeneidad en el tipo de
dafo, intensidad de la lesion entre otros factores.

La elevacion detectada a las 48 horas en el presente trabajo, podria
justificarse por el dafio cerebral secundario. La vida media de la S100B
oscila aproximadamente entre 30 y 113 minutos, por lo que al cabo de unas
horas la S100B liberada por el dafio cerebral primario deberia volver a
niveles basales (Mussack y cols., 2006). Por ello, las elevaciones posteriores
pueden ser reflejo del dafio cerebral secundario o la aparicion de nuevas
complicaciones. Esto apoya la elevacion a las 48 horas del DCA detectada
en nuestra serie. El edema cerebral juega un importante papel en la génesis
del dafio cerebral secundario, con un incremento de la presion intracraneal y
en consecuencia una disminucion de la perfusién cerebral que conduce a
isquemia. Raabe y Seifert (1999) describieron tres casos en los que un
incremento secundario de la S100B precedia al incremento de hipertensiéon
intracraneal y se seguia de muerte cerebral en los dias posteriores. Nylén y
cols. (2008) efectuaron un estudio con 59 pacientes con TCE y observaron
gue a excepcion de dos pacientes, el perfil temporal era similar en pacientes
con buenos y malos resultados, objetivando un valor maximo el primer dia y
en los dias posteriores un rapido descenso. Los dos pacientes que
presentaron en el estudio de Nylén y cols. (2008) un segunda elevacion de

S100B en las semanas siguientes al evento cerebral fallecieron por

~ 100



Discusioén

herniacion cerebral en las 48 horas posteriores a dicho incremento. Weiss y
cols. (2006), analizaron los niveles de S100B en 74 pacientes con
hemorragia subaracnoidea durante 8 dias y observaron que en los pacientes
que fallecian la S100B continuaba incrementandose varios dias.

En nuestra serie una proporcion de pacientes (25,5%) presentaban
puntuaciones de ECG <4, es decir con graves lesiones cerebrales que
condicionaban un prondstico infausto tal como apoya que se diagnosticara
muerte encefélica en el 30,1% de los pacientes de la serie. Nuestro centro
es el hospital de referencia de la comunidad para donacién y trasplante, de
ahi que se ingresen pacientes con DCA grave sin posibilidades de
tratamiento quirdrgico. La mayor afectacion de tejido condicionaria mayor
liberacibn de S100B. Consideramos por ello, que el patrén temporal no
puede ser comparado con otras series donde el perfil del paciente es
diferente, ya que incluyen pacientes con menor afectacion cerebral.

En este trabajo hemos observado que el perfil temporal de S100B
vario dependiendo de la evolucion clinica al sexto mes del DCA. Los
pacientes con evolucion desfavorable presentaron una elevacion inicial de
S100B y un ascenso a las 48h en las determinaciones regionales. En las
determinaciones sistémicas de los pacientes con mala evolucién, se produjo
un aumento progresivo de la S100B hasta las 48 horas y luego un descenso.
Los pacientes que evolucionaron bien (GOS 4-5) sélo presentaron una
elevacion inicial. En nuestra opinion la determinacién de S100B no deberia

limitarse al momento inicial del dafio, si no que deberia considerarse su
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determinacién seriada, ya que ello puede ayudar a identificar los pacientes
con progresion del dafio cerebral y contribuir al manejo diario del paciente
con DCA. El seguimiento de los niveles de S100B en pacientes con dafio
cerebral, ademas de detectar el dafio cerebral secundario, podria evaluar los
efectos neuroprotectores de los tratamientos administrados (Bloomfield y
cols., 2007). No obstante es necesario realizar nuevos estudios a este

respecto.

6.1.3. Influencia del tipo de DCA sobre las determinaciones

de S100B

En el presente trabajo se incluyeron pacientes con dos tipos de DCA:
traumatico y hemorragico sin objetivar que la etiologia influyera en las
determinaciones de S100B. La mayoria de las investigaciones se han
centrado en un tipo de dafio concreto. Dado que el mecanismo de lesién
cerebral varia de unas patologias a otras cabria la posibilidad que también
fuera diferente la produccion de la proteina S100B, sin embargo en el
presente trabajo, no hemos detectado diferencias en funcién de la etiologia
del dafo. Es posible que los estudios monograficos (centrados sélo en un
tipo de dafo) permitan hallar asociaciones entre la proteina S100B y
determinadas complicaciones especificas del tipo de dafio, pero éste no era

uno de los objetivos de nuestro trabajo.
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Diversos trabajos han estudiado los niveles de S100B en sangre y/o
LCR en pacientes con hemorragia subaracnoidea (Kay y cols., 2003; Weiss
y cols., 2006; Sanchez-Pefia y cols., 2008; Moritz y cols., 2010). Parece que
la S100B puede ser un marcador pronostico en este tipo de hemorragia
cerebral. Weiss y cols. (2006) observaron que la S100B era indicador de la
severidad y un factor pronéstico independiente en pacientes afectos de este
tipo de hemorragia. Una complicacidon frecuente en la hemorragia
subaracnoidea es la aparicibn de vasoespasmo Ilo que genera
consecuencias deletéreas. La deteccidn precoz es importante para poder
adoptar las medidas terapéuticas oportunas. Por esa razon algunos
investigadores han analizado la posible relacion entre esta proteina y el
vasoespasmo, no objetivandose una cara asociacion entre ambos (Moritz y
cols., 2010). Se ha lanzado la hipotesis de que el seguimiento de los niveles
de S100B podria ayudar a evaluar los efectos de los tratamientos aplicados
en pacientes con HSA. Varios metaanalisis han investigado la capacidad de
las estatinas para disminuir el vasoespasmo y los resultados han sido
contradictorios (Sillberg y cols., 2008; Vergouwen y cols., 2010; Kramer y
Fletcher, 2010; Castanares-Zapatero y Hantson, 2011). Recientemente,
Sanchez-Pefa y cols. (2012) apreciaron que los niveles de S100B a los 15
dias de la HSA eran mas bajos en los pacientes tratados con estatinas, lo
cual podria relacionarse con la posible accion de las estatinas en la

supresion de la neuroinflamacion.
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Se han realizado mdltiples trabajos focalizados en el papel de la
S100B en la hemorragia intraparenquimatosa. Delgado y cols. (2006)
analizaron los niveles de S100B en sangre periférica procedente de
pacientes con hemorragia intracraneal espontanea y observaron que el
incremento de esta proteina se asociaba con peor evolucion. Ademas
detectaron una fuerte correlacion entre el tamafio del hematoma y el valor de
la S100B. Hu y cols. (2010) observaron un aumento de S100B en sangre
periférica de pacientes con hemorragia intracraneal y vieron que sus niveles
se relacionaban con los niveles de marcadores biologicos relacionados con
el estrés. En este estudio los niveles de S100B después de una hemorragia
cerebral (<6h), se asociaban con los resultados y se correlacionaban con la
puntuacion en la escala de Glasgow y la extension del hematoma en la
tomografia axial computarizada.

Diferentes grupos han analizado la S100B en el dafio cerebral
traumatico tanto leve como grave. Algunos investigadores sugieren que los
niveles de S100B se relacionan con los hallazgos de la tomografia axial
computarizada (Herrmann y cols., 2000). Otros trabajos indican que las
concentraciones postraumaticas de S100B reflejan la severidad del DCA y
se relacionan con los resultados clinicos (Pleines y cols., 2001; Dimopoulou
y cols., 2003; Brondani y cols., 2006; Korfias y cols., 2007; Nylén y cols.,
2008; Rainey y cols., 2009; Vos y cols., 2010). Petzold y cols. (2002)
observaron que la S100B ademas de ser significativamente mas alta en los

pacientes que fallecen, es un marcador sensible para predecir el aumento de
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presion intracraneal. Unden y cols. (2007) sugieren que el valor medio de la
S100B se asocia con complicaciones secundarias.

En nuestro trabajo no se incluyeron pacientes con eventos cerebrales
isquémicos, pero en los ultimos afios ha aumentado el interés por el estudio
de marcadores moleculares con fines diagnésticos y prondsticos en ese
perfil de pacientes. Hubiera sido interesante haber podido incluir este tipo de
enfermos. Parece que algunos marcadores de neurotoxicidad e inflamacion
como la S100B se pueden asociar al deterioro neurologico, el volumen del
infarto o la transformacibn hemorragica (Castellanos y cols., 2003;
Castellanos y cols.,, 2004). Foerch y cols. (2007) observaron que
determinaciones elevadas de S100B antes de realizar trombolisis eran un
factor de riesgo independiente de transformacion hemorragica. Varios
estudios relacionan la concentracion de S100B con el volumen del infarto
(Foerch y cols., 2004; Foerch y cols., 2005; Jauch y cols., 2006) y otros
trabajos sugieren que niveles altos de S100B se relacionan con peores
resultados (Bertsch y cols., 2001; Wunderlich y cols., 2004; Foerch y cols.,

2005).

6.1.4. Influencia del género y la edad sobre los niveles de

S100B

En el presente trabajo hubo un predominio de varones para los

eventos traumaticos si bien las mujeres fueron mas numerosas cuando la
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causa del DCA fue la hemorragia cerebral. Sin embargo, el género de los
pacientes no influyé en las determinaciones de S100B. Estos hallazgos son
concordantes con los aportados por Korfias y cols. (2007), y Murillo-Cabezas
y cols. (2010), quienes en pacientes con dafo cerebral traumatico apreciaron
que los niveles iniciales de S100B no estaban influidos por el género. Por
otro lado, algunos investigadores han objetivado que en personas sanas los
niveles de S100B en LCR varian segun el género y la edad (Nygaard y cols.,
1997; Gazzolo y cols., 2003c), pero Wiesmann y cols. (1998), observaron
que las concentraciones plasméticas de dicha proteina en sujetos sanos
eran independientes de la edad y género.

En nuestro estudio se excluyeron los pacientes menores de 14 afios.
No obstante, algunos trabajos sugieren que la evaluacion de los niveles de
S100B podria ser util como marcador de patologia neuroldgica prenatal y
perinatal. Hasta hace poco, la evaluacion de patologia prenatal se basaba
fundamentalmente en pardmetros bioquimicos, diagnostico por imagen,
valoracion de patrones de Doppler y de gases. La concentracion de la
proteina S100B en el sistema nervioso central es muy alta. Se estan
realizando investigaciones que estudian la posible aplicacién de la S100B en
la patologia perinatal. Se ha documentado que la S100B esta elevada en
liguido amnidtico de fetos con malformaciones y/o dafio del sistema nervioso
central (Sindic y cols., 1984). Se ha observado que en nifios pretérmino con
hipoxia perinatal o hemorragia cerebral los niveles de S100B en LCR se

relacionan con la extensién de las lesiones cerebrales y el pronéstico a largo
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plazo (Blennow y cols., 2001; Whitelaw y cols., 2001). También se ha
propuesto la S100B como método de cribaje para la deteccion de sindromes
genéticos que afectan al sistema nervioso central. Por ejemplo, se ha
observado que los fetos con trisonomia 21 tenian 1,5 veces mas alta la
proteina S100B que los fetos control (Gazzolo y cols., 2003d; Tort y cols.,

2004).

6.1.5. Papel del gradiente yugulo-sistémico

Como ya hemos comentado algunos grupos han medido el gradiente
entre sangre yugular y sangre arterial. Sin embargo en ningun trabajo previo
se ha analizado si el gradiente entre sangre cerebral y sistémica se relaciona
con el prondstico. La determinacion de éste es especialmente interesante en
pacientes en los que puede existir una elevacidén sistémica secundaria a
dafio extracraneal y en los que la eliminacion puede estar disminuida por
fallo renal severo.

Hemos observado que aquellos enfermos que evolucionan hacia
muerte encefalica presentan dos elevaciones en el gradiente yugulo-
sistémico: una al ingreso y otra al 2° dia. Por el contrario, los pacientes que
no desarrollan muerte encefélica mantienen un gradiente yugulo-sistémico
constante en todos los momentos temporales y menor que el detectado en
los pacientes con muerte encefalica. Ese patron bifasico podria explicarse

porque al ingreso hay una serie de pacientes con un dafio importante lo que

~ 107 ~



Discusioén

genera una importante liberacion de S100B al principio. La segunda
elevacion podria justificarse por el dafio cerebral secundario, que genera
liberacion de S100B en un segundo tiempo. Como ya hemos comentado,
nuestro hospital es un centro trasplantador, lo que condiciona el ingreso en
UCI de pacientes con DCA grave sin opciones de tratamiento
neuroquirdrgico como potenciales donantes. En el presente trabajo se ha
objetivado que el gradiente de S100B en el momento del ingreso,
considerando como punto de corte 0,32 ug/l, tiene una alta especificidad
(100%) para la determinacion de muerte encefalica aunque su sensibilidad
es baja. Consideramos que este dato es interesante, ya que la deteccion
precoz de estos pacientes supondria un cambio en el manejo de los mismos
y permitiria una mejor optimizacion de los recursos. Esta apreciacion
coincide con la aportada por algunos autores, quienes sugieren que la
determinacién de S100B puede contribuir al diagndstico precoz de muerte
encefalica (Regner y cols., 2001; Dimopoulou y cols., 2003). Dadas las
implicaciones que ello conlleva hay que ser cautelosos en la interpretacion
de este hallazgo y son necesarios nuevos estudios multicéntricos
randomizados que lo ratifiquen. Aldn con estas limitaciones previamente
discutidas, resaltamos el papel del gradiente yugulo-periférico como
herramienta prondstica no solo para la proteina S100B sino para otros
potenciales biomarcadores. Hace una década nuestro grupo estudio el
gradiente yugulo-periférico de la IL6 en pacientes con DCA objetivando que

podia ser de utilidad como marcador pronostico (Mifiambres y cols., 2003).
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6.1.6. Determinaciones de S100B y prondstico

En el presente trabajo las determinaciones regionales no fueron
mejores que las sistémicas para predecir mal prondstico o muerte cerebral.
Por tanto los resultados de nuestro estudio indican que a pesar los valores
en sangre periférica son inferiores, éstos podrian ser utilizados como
predictores de mal prondstico. Nuestros resultados muestran que las
determinaciones tomadas a las 24 horas son las que mejor predicen el
prondstico a los 6 meses (areas curva ROC més elevadas). Estos hallazgos
concuerdan con lo aportado por autores, como Rainey y cols. (2009),
quienes observaron que los niveles de S100B a las 24 horas del TCE eran
significativamente mas altos en los pacientes que presentaban peores
resultados con é&reas curva ROC de 0,67 y 0,75 para predecir muerte y
malos resultados respectivamente. Sin embargo en un trabajo realizado por
Murillo y cols. (2010), las determinaciones sanguineas de S100B tomadas a
las 72 horas eran las que mejor predecian los malos resultados. Nuestra
serie tiene la limitacién que a las 72 horas, el tamafio de muestra era menor
porque hubo pacientes que fallecieron antes. Petzold y cols. (2002),
observaron que solo los dos primeros dias habia diferencias significativas en
la concentracion de S100B entre los supervivientes y los fallecidos. En
nuestro trabajo, las muestras tomadas a las 48 horas fueron las que
presentaron mejor capacidad predictiva, con relacion al desarrollo de muerte

encefalica. Consideramos que teniendo presente mencionada realidad, el
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dafio cerebral secundario que tiene lugar horas después de la agresion
cerebral, seria el responsable de que las determinaciones tomadas al 2° dia
permitan pronosticar con mayor atino el desarrollo de muerte encefélica.
Nuevamente la heterogeneidad de los trabajos (diferente perfil de pacientes,
distintos grados de gravedad, diferente localizacion de la lesion...) justifican
la diversidad de resultados, pues son pocos los trabajos que tienen como
variable dependiente el desarrollo de muerte encefélica ya que la poblacion
en estudio suelen ser pacientes con DCA leve-moderado. Por este motivo no
hallamos en la literatura trabajos comparables al nuestro en cuanto a la
capacidad de pronosticar muerte encefalica por parte de la proteina S100B.
Aungue un amplio nimero de trabajos sugieren que la S100B puede
ser un marcador pronostico de dafio cerebral, el punto de corte que
determinaria mal prondstico no esta claro. Algunos autores obtienen altos
puntos de corte, como por ejemplo Raabe y cols. (2004), los cuales ponen
como posible punto de corte 0,5 pg/l. Weiss y cols. (2006) proponen como
punto de corte 0,4 pg/l, ya que cuando utilizaban 0,5 pg/l la especificidad
subia al 0,92 pero la sensibilidad se reducia considerablemente a 0,29.
Otros consideran, que bajando el punto de corte se aumenta la sensibilidad
a expensas de la especificidad y consideran puntos de corte todavia mas
bajos (Foerch y cols., 2004; Murillo-Cabezas y cols., 2010). Como ya se ha
comentado esa gran disparidad en los resultados es reflejo de la gran
heterogeneidad de los distintos estudios, razon por la que no se pueden

comparar los resultados de los diferentes trabajos. Asi, Murillo y cols. (2010)
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incluyeron pacientes con TCE grave (ECG < 8) y en 72 horas ninguno de
ellos falleci6 mientras que en nuestro trabajo con el mismo criterio de
inclusion, tuvimos una mortalidad a las 72 horas de 15,6%. Lo primero que
hay que tener en cuenta es la procedencia de la muestra que se analiza y en
segundo lugar el momento en el que es tomada. En nuestro trabajo se
evaluaron los mejores puntos de corte para determinar mal pronéstico y para
diagnosticar muerte cerebral en cada tipo de muestra y en cada momento
temporal. Efectivamente se observé que dicho punto es distinto segun la
procedencia y el momento en el que es realizada la determinacion.

El dafio cerebral agudo es una patologia muy heterogénea y
compleja. Diferentes mecanismos intervienen en su fisiopatologia, lo que
hace dificil encontrar un biomarcador inequivoco de dafio cerebral.
Probablemente en el futuro se use un panel de multiples marcadores que
aporten informacion de todos los procesos biolégicos que tienen lugar en el
cerebro, y en ese panel es probable que se encuentra la S100B. En el
presente trabajo hemos analizado el papel de la S100B como potencial
marcador valorando el mejor momento y el mejor tipo de muestra bioldgica.

La proteina S100B se encuentra en pleno apogeo de estudio. De
hecho se ha postulado que puede tener un doble papel como agente
neuroprotector o neuromodulador. Se ha sugerido que puede participar en el
mantenimiento neuronal y en procesos celulares involucrados en el
aprendizaje y la memoria (Fazeli y cols., 1990; Marshak, 1990). Mello e

Souza y cols. (2000), infundieron S100B en el hipocampo de ratas y vieron
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que ello facilitaba la memoria a largo plazo. Kleindienst y cols. (2004)
infundieron S100B intraventricular en ratas y observaron una mejoria
significativa cognitiva. La proteina S100B producida por los astrocitos es un
potencial candidato para incrementar la proliferaciéon de células progenitoras
y subsecuentemente la formacibn de neuronas tras dafio cerebral
(Kleindienst y cols., 2007). Se ha visto que la S100B incrementa las células
progenitoras del hipocampo y la diferenciacion neuronal tras dafio cerebral
traumatico y ello se correlaciona con una mejor recuperacion (Kleindienst y
cols., 2005). Sin embargo también hay estudios experimentales que sugieren
gue la sobreexpresion de S100B puede exacerbar el dafio cerebral (Mori y
cols., 2008). Son necesarios nuevos estudios que aclaren el papel de la
S100B en los mecanismos de reparacion cerebral y evallen el posible uso
de ésta para incrementar los mecanismos innatos de reparacion para

promover la recuperacion del tejido cerebral dafiado.

6.1.7. Limitaciones

Una de las posibles limitaciones de este estudio es que las muestras
no fueron analizadas inmediatamente después de su extraccion. No obstante
segun un estudio realizado por Raabe y cols. (2003) la concentracion de
S100B no se ve alterada por el tiempo de almacenamiento, ni por el proceso
de congelacion y descongelacion. Ademas todas las muestras tomadas se

procesaron de la misma manera.
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Se consideré el momento de ingreso en la UCI como tiempo cero.
Este hecho no implica una demora importante porque nuestro hospital es el
anico centro sanitario de Cantabria que dispone de Medicina Intensiva y de
Neurocirugia, por lo que todo paciente con sospecha o diagnostico de DCA
es inmediatamente trasladado.

La vida media de la proteina S100B es corta (Mussack y cols., 2006)
por lo que es posible que aumentos transitorios de esta proteina no hayan
sido detectados.

Los niveles de S100B no se determinaron mas alla de las 72 horas y
pueden aparecer complicaciones posteriores que generen picos secundarios
gue influyan en el prondstico.

El prondstico a los 6 meses no sélo esté influido por el dafio cerebral
agudo. La recuperacion de los pacientes puede depender de otros factores
como la rehabilitacién o la aparicion de complicaciones médicas tales como
procesos infecciosos nosocomiales.

En el presente trabajo no se incluyeron pacientes politraumatizados.
En la préactica diaria los pacientes con TCE pueden presentar dafios
extracraneales asociados. No obstante segun varios estudios, los niveles de
S100B no estan influidos por la lesién de tejidos extracerebrales (Brondani
da Rochay cols., 2006; Korfiasy cols., 2007).

El hecho de que solo se han tenido en consideracion pacientes con

DCA grave que precisaron ingreso en UCI, puede ser considerado una
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limitacion porque no se ha valorado la posible utilidad de la S100B en

pacientes con DCA que no requieran ingreso en dicha unidad.

6.2. MODULACION DE LA APOPTOSIS

No existen tratamientos eficientes especificos que permitan
disminuir/evitar las consecuencias del DCA (Narayan y cols., 2002).
Minimizar el dafio secundario mediante una actuacidén terapéutica eficaz
constituye un objetivo esencial para mejorar el prondstico en este tipo de
pacientes. La investigacion béasica puede proporcionar a los clinicos
herramientas para mitigar la epidemia silente que representa esta patologia.
Desentrafiar los fendmenos fisiopatologicos iniciados por el DCA y encontrar
vias que permitan modularlos es un primer paso para desarrollar
intervenciones terapéuticas racionales.

Una cascada de procesos celulares se ponen en marcha unos
minutos después del insulto cerebral y contindan durante varios dias
(Sinclair y Andrews, 2010). Se activan respuestas que inducen la muerte
celular por diferentes vias y al mismo tiempo, se activan mecanismos de
autoproteccion. El balance entre ambas respuestas determinara el destino
final del tejido dafiado. Durante ese periodo de tiempo se pueden usar
terapias que mitiguen el dafio. La apoptosis es un mecanismo de muerte

celular programada que esta involucrado en la homeostasis del tejido
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nervioso y por tanto después del DCA. Por razones obvias, la mayoria de los
trabajos sobre apoptosis neuronal en el DCA se han efectuado en modelos
experimentales empleando diferentes lineas celulares. Entre ellas se
encuentran las células SH-SY5Y que han sido ampliamente utilizadas como
linea neuronal y que se han empleado en el presente trabajo (Lee y cols.,
2000; Shavali y Sens, 2008). También se ha identificado apoptosis después
del DCA en investigaciones efectuadas en animales y en humanos (Rink y
cols., 1995; Pravdenkova y cols., 1996; Colicos, 1996; Clark y cols., 1999;
Ng y cols., 2000; Nathoo y cols., 2004).

Puesto que la apoptosis neuronal juega un papel crucial en la
patogenia del DCA, algunos investigadores sugieren que la inhibicion de
ésta, podria disminuir la lesion cerebral y conducir a una mejoria en los
resultados (Nathoo y cols., 2004; Piao y cols., 2012). Estudios previos
apoyan mencionada hipétesis, pues se ha objetivado una relacion entre la
pérdida neuronal y el pronéstico de los pacientes con DCA (Mifiambres y
cols., 2005; Ballesteros y cols., 2007; Mifiambres y cols., 2008a). De ahi que
las estrategias para mitigar esa pérdida neuronal se hayan convertido en
potenciales opciones terapéuticas. La neuroproteccion es entendida como el
empleo de cualquier modalidad terapéutica capaz de prevenir, retardar o
“revertir’ la muerte celular después de una agresion. Aunque hay estudios de
terapias neuroprotectoras desde hace mas de 50 afios, es al final de la
década de los ochenta del siglo pasado cuando comienzan a aparecer un

gran numero de publicaciones tratando de entender los mecanismos
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neuroprotectores desencadenados por un insulto cerebral. La
neuroproteccion despierta un gran interés en el estudio de posibles terapias
en pacientes con DCA (Xiong y cols., 2009). En este contexto, la ciclosporina

y la hipotermia estan siendo investigadas por su potencial papel terapéutico.

6.2.1. Induccién de apoptosis con dopamina

Los modelos neuronales emplean diversos estimulos apoptéticos. La
dopamina es un neurotransmisor fisioldgico que en determinadas
circunstancias puede actuar como un factor neurotoxico. En el presente
trabajo se utilizO esta amina como agente inductor de la apoptosis,
confirmando esta capacidad. La dopamina puede inducir la muerte celular en
cultivos de células neuronales por mecanismos oxidativos y no oxidativos
(Ahmadi y cols., 2008). Se considera que al interactuar con receptores
celulares pone en marcha una serie de mecanismos que conducen al estrés
oxidativo. Algunos de esos productos activan caspasas y por tanto la
apoptosis. En el presente trabajo se objetiva que la dopamina induce
apoptosis en las células SH-SY5Y y que este efecto es dosis dependiente.
Estos resultados coinciden con los aportados por Lee y cols. (2007), quienes
emplearon el mismo modelo neuronal (células SH-SY5Y con dopamina
como inductor apoptético) para evaluar el efecto del revestrarol sobre la
apoptosis, objetivando que la dopamina inducia apoptosis. La capacidad pro-

apoptética de la dopamina ha sido confirmada en otros modelos neuronales.
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Jeon y cols. (2010) mostraron en un modelo con células neuronales
humanas HB1.F3 que la induccion de muerte celular por parte de la
dopamina y L-Dopa era dosis dependiente. Todos estos hechos apoyan el
uso de modelos neuronales con la linea SH-SY5Y y con dopamina como

inductor de apoptosis, para el estudio de la modulacién de ésta.

6.2.2. Actividad antiapoptdética de la hipotermia

La fiebre es comun en los pacientes neurocriticos. Algunos datos
apuntan a que la hipertermia tiene un efecto nocivo sobre el cerebro (Axelrod
y Diringer, 2007). En modelos experimentales de dafio cerebral se ha
objetivado que la hipertermia empeora los resultados. En un modelo canino
Wass y cols. (1995) observaron que el aumento de 1 o 1,2°C aumenta la
pérdida neuronal después de la isquemia. Schwarz y cols. (2000) vieron que
la duracion de la fiebre en las primeras 72 horas tras hemorragia
intracerebral se asociaba con peores resultados. Segun un estudio realizado
por Andrews y cols. (2002), la fiebre empeora los resultados de pacientes
con DCA presumiblemente por agravamiento del dafio cerebral secundario.
En 2008 Greer y cols., publicaron un meta-andlisis que incluia 39 estudios y
14431 pacientes, en el cual se observaba que la fiebre en pacientes con
DCA se asociaba a un peor pronéstico. Por todo ello, en la actualidad se
recomienda mantener a los pacientes normotérmicos (Haddad y Arabi,

2012).
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Se ha tratado de hallar los mecanismos por los que la hipotermia
ejerce su papel neuroprotector. Se especula que la hipotermia podria ejercer
un efecto neuroprotector por diferentes acciones como descenso de la tasa
metabdlica cerebral, disminucion de la excitotoxicidad, reduccion del edema,
modulacién de la inflamacién, inhibicion de la muerte celular (Xiong y cols.,
2009; Polderman, 2009). Conocer los niveles de actuacion de la hipotermia
podria ayudar a un uso mas racional de la misma.

Varios trabajos experimentales con animales han mostrado que la
hipotermia puede interrumpir el proceso de apoptosis. Shibano y cols. (2002)
evaluaron la relacion entre la hipotermia y la apoptosis neuronal utilizando
células PC12 (células derivadas de feocromocitoma de ratas). Estos
investigadores observaron que la hipotermia (30-35°C) inhibia la apoptosis
de dichas células. Yang y cols. (2009) efectuaron un modelo experimental
con células humanas endoteliales umbilicales (HUVECs) sometidas a
isquemial/reperfusion y observaron que la hipotermia (33°C) disminuia la
apoptosis de dichas células. Esos resultados concuerdan con los hallados en
el presente trabajo. Empleando la linea celular SH-SY5Y e induciendo
apoptosis mediante el estimulo con dopamina, se ha objetivado cambios en
la misma al modificar las condiciones ambientales de temperatura. Las
diferencias alcanzaron significacion estadistica cuando la concentracion de
dopamina aplicada era mayor (300 pg), no asi cuando la dosis del estimulo
apoptético era menor. Por tanto en nuestro modelo experimental, la

hipotermia result6 mas eficaz cuanto mayor era el estimulo nocivo. Este
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aspecto podria indicar que los pacientes con mayor gravedad (mayor dafio y
por ende mayor apoptosis neuronal) se beneficiarian mas que los pacientes
con un dafio cerebral leve. Nuestros resultados podrian apoyar la hipoétesis
de que la hipotermia aplicada de forma inmediata al dafio puede tener un
papel neuroprotector en el DCA inhibiendo la apoptosis. No obstante, su
utilidad en la practica clinica alin esta por determinar.

Hay varios estudios clinicos en los que se ha visto que la hipotermia
puede disminuir la hipertension intracranal, hecho que contribuye de forma
importante al aumento del dafio cerebral secundario (Jiang y cols., 2000;
Polderman y cols., 2002; Jiang, 2009). Por estos motivos la hipotermia
puede constituir una posible estrategia terapéutica que ayude a minimizar la
lesion cerebral secundaria (Linares y Mayer, 2009; Sadaka y Veremakis,
2012). A nivel clinico varios trabajos han evaluado el posible efecto
neuroprotector de la hipotermia, siendo los resultados contradictorios
(Marion y Bullock, 2009;-Sinclair and Andrews, 2010; Clifton y cols., 2011).
En el 2007 segun las guias de la Brain Trauma Fundation la hipotermia no
reduce la mortalidad en pacientes con DCA pero parece que mejora los
resultados funcionales. Esta disparidad de resultados se debe a la
heterogeneidad de los trabajos en cuanto a los tipos de pacientes, el tipo de
dafio cerebral, la monitorizacion de las complicaciones, los sistemas de
enfriamiento. Ademas, los protocolos de hipotermia (indicacion, momento de
inicio y finalizacion, velocidad y modo de induccion y recalentamiento,

duracion) utilizados son diferentes (Mifiambres y cols., 2008b). Por esa
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razén en estos momentos se considera solo una opcion terapéutica en el
manejo de la hipertension intracraneal refractaria. En la actualidad se esta
realizando un estudio multicéntrico que investiga si existe relacion entre la
hipotermia terapéutica para la reduccion de la PIC después de un TCE y el
resultado a los 6 meses (Eurotherm3235Trial: www.eurotherm3235trial.eu).

Un hecho probado es que la hipotermia mejora los resultados
neurolégicos en pacientes con parada cardiaca secundaria a fibrilacién
ventricular. A pesar del menor nivel de evidencia para su empleo tras parada
cardiaca por ritmo no desfibrilable, las Guias para la Resucitacion 2010 del
Consejo Europeo de Resucitacion recomiendan la utilizacibn de la
hipotermia terapéutica en los supervivientes comatosos de parada cardiaca
asociada inicialmente tanto a ritmos no desfibrilables como a ritmos
desfibrilables (Peberdy y cols., 2010).

En la actualidad se considera una medida opcional en el tratamiento
de los pacientes con DCA y dado que, la utilizacion de la hipotermia no es
inocua se requieren estudios multicéntricos y aleatorios que precisen el perfil
de pacientes y el momento para su aplicacion.

Es posible que los mas beneficiados sean aquellos con mayor dafio.
El estudio de los potenciales beneficios asi como los diferentes mecanismos
de accion de la hipotermia puede ayudar a seleccionar mejor los pacientes y
a disefar el uso adecuado de la misma. En este sentido nuestro trabajo
apoya la posible utilizacion de la hipotermia como terapia neuroprotectora

por su efecto antiapoptotico.
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6.2.3. Modulacién de apoptosis con ciclosporina

La ciclosporina es un péptido no ribosomal ciclico de 11 aminoacidos
producido por el hongo Tolypocladium Inflatum Gams, aislado inicialmente
de una muestra de suelo noruego. Es un farmaco inmunosupresor
ampliamente usado en el trasplante de oOrganos y en enfermedades
autoinmunes. Diferente estudios con animales sugieren que el uso de
ciclosporina en el DCA puede tener efectos beneficiosos (Okonkwo y
Povlishock, 1999; Sullivan y cols., 2000; Riess y cols., 2001; Alessandri y
cols., 2002; Fukui y cols., 2003; Fee y cols., 2003; Van Den Heuvel y cols.,
2004; Signoretti y cols., 2004; Gabbita y cols., 2005; Redell y cols., 2007;
Sullivan y cols., 2011). No esté claro si la inhibicion de la apoptosis es el
mecanismo por el que la ciclosporina podria ejercer un efecto neuroprotector
en el DCA. Sin embargo, en nuestro modelo neuronal no se ha objetivado
que la ciclosporina inhiba la apoptosis, mas aun, la proporcion de células
apoptoticas era mayor cuanto mayor era la dosis de ciclosporina. Tampoco
se ha objetivado en esta investigacion que el tiempo de exposicion a la
ciclosporina influya en la poblacion de células apoptéticas. Estos resultados
hay que interpretarlos con cautela; por un lado es un estudio experimental en
el que se ha inducido apoptosis mediante dopamina. Consideramos que las
vias implicadas en estimular mencionada apoptosis pueden no ser las

mismas que las que inhibe la ciclosporina.
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Recientemente algunos investigadores han propuesto el uso de la
ciclosporina como posible tratamiento del DCA por su capacidad para
preservar la integridad mitocondrial en modelos experimentales de dafio
cerebral. Diferentes trabajos sugieren que el dafio mitocondrial juega un
papel crucial y central en el desarrollo del dafio cerebral, ya que conduce al
fallo del metabolismo energético celular y a la activacion de la apoptosis y
necrosis (Mazzeo y cols., 2009; Soustiel y Larisch, 2010). Diferentes
fenbmenos que tiene lugar tras el DCA, como por ejemplo el aumento de
calcio mitocondrial, modulan la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (PTPM), dando como resultado un fendmeno
conocido como transicion de la permeabilidad mitocondrial. Este se
caracteriza por la apertura indiscriminada de unos poros proteicos de alta
conductancia de la membrana interna de la mitocondria que permiten el paso
de sustancias de peso molecular inferior a 1,5 kDa y como consecuencia de
ello, se produce una disfuncion mitocondrial y finalmente una pérdida de la
integridad de la membrana mitocondrial que induce la liberacion de factores
pro-apoptéticos responsables de la activacion de caspasas (Soustiel y
Larisch, 2010). La apertura del PTPM es parte del proceso de apoptosis. La
ciclosporina actua como inhibidor de la apertura del poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial mediante su union a la ciclofilina D (Sullivan y
cols., 2005; Tsujimoto y Shimizu, 2007; Galluzzi y cols., 2009; Kilbaugh y
cols., 2011). De esta forma, protege a la mitocondria del aumento de calcio

intracelular, evita el edema mitocondrial, preserva el estado energético
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mitocondrial necesario para mantener la produccion de ATP y evita la
liberacion de caspasas (Okonkwo y cols., 1999; Povlishock y Pettus, 1996;
Alessandri y cols., 2002; Signoretti y cols., 2004). Algunos autores proponen
que la ciclosporina por su unién a la ciclofilina puede bloquear la accion de la
calcineurina y de esta manera inhibir la produccion de factores que pueden
inducir la muerte celular (Lulic y cols., 2011). Por todo ello, se cree que este
farmaco puede proteger a las células de los fenbmenos que conducen a la
muerte celular. Sin embargo en el presente trabajo no se ha podido
corroborar que la ciclosporina inhiba la apoptosis neuronal.

Los resultados de nuestro trabajo experimental no descartan a la
ciclosporina como potencial agente neuroprotector, tan solo evidencian que
la apoptosis inducida en nuestro modelo neuronal no es modulada por este
farmaco. Es necesario realizar nuevas investigaciones que ayuden a
dilucidar los efectos de la ciclosporina en los fenémenos de muerte celular,
para un mejor conocimiento de la misma y para poder determinar el
potencial beneficio terapéutico de este farmaco en la lesion cerebral aguda.
Tal vez su posible papel neuroprotector esté en relacibn con su accion

inmunosupresora o por su accion en otras vias de muerte celular.

6.2.4. Limitaciones

Este trabajo presenta diferentes limitaciones. Se han analizado los

efectos de diferentes estrategias sobre la apoptosis. Las células se han
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sometido solo a dos temperaturas distintas y durante un tiempo limitado. En
nuestra opinidn seria interesante en futuros trabajos determinar el rango de
temperatura en el que la hipotermia disminuye de forma significativa la
apoptosis. También seria interesante mantenerlas en las distintas
condiciones ambientales y precisar cuando la aplicacion de la hipotermia
deja de ser efectiva. En este trabajo la temperatura a la que estaban
sometidas los cultivos celulares era constante, por lo que no se ha evaluado
si pequefias variaciones de la temperatura pueden modular la apoptosis. En
este sentido, resulta atractivo investigarlo ya que ello puede ayudar a
orientar sobre la velocidad Optima de enfriamiento y recalentamiento para
evitar un incremento de la apoptosis. Las investigaciones experimentales no
reproducen la practica clinica, de ahi que los resultados obtenidos deben ser
refrendados por estudios de indole experimental y clinico.

En este trabajo se ha cuantificado la apoptosis pero no se han
contemplado otros tipos de muerte celular, los cuales pueden verse
afectados por las opciones terapéuticas analizadas. Ademas, existen
diferentes vias para estimular la apoptosis, por lo que en la practica puede
ocurrir que sélo se actle en algunas de ellas.

El reto de -cualquier estrategia terapéutica estudiada a nivel
experimental es trasladarla de forma exitosa a la practica clinica. Muchas de
ellas que han mostrado ser eficaces en modelos experimentales, no han sido
reproducibles en la practica. La justificacibn podemos basarla en la

heterogeneidad del DCA que dificulta la puesta en marcha de ensayos
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clinicos. Consideramos que trabajos como el nuestro constituyen un primer
paso para el planteamiento de posibles tratamientos. Son necesarios
estudios multicéntricos randomizados que ayuden a determinar el posible

efecto beneficioso de la hipotermia y la ciclosporina en la practica diaria

asistencial.
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e En los pacientes con DCA grave, los niveles regionales de S100B son
mas elevados que los niveles tomados en muestras periféricas, lo que
sugiere el origen cerebral de la misma. Existe una buena correlacion
entre ambos tipos de muestra.

e El tipo de dafio o el género de los pacientes no influye en las
determinaciones de la proteina S100B.

e El perfil temporal de la proteina S100B varia segun la evolucion clinica
posterior. Los pacientes con mal pronéstico al sexto mes del DCA
presentan el pico maximo a las 48 horas.

e La S100B puede ser un biomarcador pronéstico de DCA. Los pacientes
que evolucionan de forma desfavorable presentan concentraciones mas
altas, siendo las determinaciones realizadas a las 24 horas las que mejor
predicen el resultado a los 6 meses.

e Las muestras con mayor capacidad predictiva de muerte encefélica son
las tomadas en el momento O y a las 48 horas.

e Los puntos de corte a considerar para determinar mal prondéstico varian

segun el tipo de muestra y el momento en que ésta es tomada.
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e EIl gradiente regional-sisttmico de S100B tiene un gran interés en el
diagnostico de muerte encefélica.

e En la linea celular SH-SY5Y la dopamina es capaz de inducir apoptosis,
siendo este efecto dosis dependiente.

e La hipotermia puede inhibir la apoptosis inducida por dopamina en un
modelo experimental empleando la linea SH-SY5Y.

e La ciclosporina incrementa la apoptosis inducida por dopamina en la

linea celular SH-SY5Y.
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9 ANEXOS

ANEXO |. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EXTRACCION DE
MUESTRAS SANGUINEAS EN PACIENTES CON DANO CEREBRAL AGUDO

YU T =10 011 [F= 1 T ha
sufrido un TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO. De forma rutinaria se le

extraerdn muestras sanguineas que facilitaran el tratamiento de su familiar.

Le solicitamos que nos permita extraerle 5 cc de sangre para estudios cientificos
acerca de pacientes con la misma patologia que su familiar. El uso realizado con la
sangre extraida solamente serd utilizado con fines cientificos. Asimismo, los
resultados que se pudieran obtener son totalmente confidenciales, avalados por la

ley organica de proteccién de datos.

D (0 TP D]\ | P en
calidad de.......ccccceveiviiiiiiiiieeeens (0[RS URRE autorizo a
extraer 5 cc de sangre para estudios cientificos relacionados con agresiones

cerebrales.

Firma familiar Firma médico

Nombre y N° colegiado.
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ANEX Il INDICE ACUTE PHYSIOLOGY AND HRONI HEALTH
EVALUATION Il (APACHE Il

1.1. PARAMETROS CLINICOS

INEON 241 | 39-40,9 38,5-39,5| 36-38,4 | 34-359 | 32-33,9 | 30-31,9 | 29,9
IFAWY/ S 2160 | 130-159 | 110-129 70- 109 50-69 <49
FC =180 | 160-179 | 110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Aa 2500 | 350-499 | 200-349 <200
DO, B
pH 27,7 | 7,6-7,69 7,7-7,59 | 7,33-7,49 7,25-7,32 | 7,15-7,24 | <7,15
Na =180 | 160-179 | 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 | 111-119 | =110
K >7 6-6,9 5,5-5,9 3,5-54 3-34 2,5-2,9 2,5
Cr 23,5 2-3,4 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
Hcto el 50-59,9 | 46-49,9 | 30-459 20-29,9 <20
Leu 240 20-39,9 | 15-19,9 3-14,9 1-2,9 <1

T: temperatura; TAM tension arterial media; FC: frecuencia cardiaca; A-a
DO,. gradiente alveolo arterial de oxigeno (mmHg); Na: sodio sérico
(mMol/L); K: potasio sérico (mMol/L); Cr: creatinina sérica (mg/100ml); x 2 si
hubiera insuficiencia renal aguda; Hcto: hematocrito (%); Leu: leucocitos x
1000.
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A esta puntuacion se le afiade el computo de la escala de coma de Glasgow.

1.2. EDAD DEL PACIENTE
Si < 44 afios se afladen 0 puntos; 45-54 afios se sumarian 2 puntos; 55-64

afos, serian 3 puntos; 65-74 afios 5 puntos; <75 afos, 6 puntos.

1.3. ESTADO PREVIO DE SALUD

Pacientes con historia previa de insuficiencia de algun sistema o
inmunosupresion, se les asignara 5 puntos si precisan intervencion

quirdrgica urgente. En caso de cirugia electiva, se sumaran 2 puntos.

La suma global de los tres apartados, corresponde a la puntuacion final.
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ANEXO IIl. PRODUCCION CIENTIFICA

1.1. COMUNICACIONES ORALES

Ballesteros MA, Marin MJ, San Martin M, Lépez- Hoyos M,
Miflambres E.

“Effect of neuroprotective therapies (hypothermia and cyclosporine
a) in apoptotic neuronal death in an in vitro neuronal model’.

Eighth World Congress on Brain Injury. International Brain Injury
Association.

Washington DC, USA. Marzo 10-14, 2010.

MA Ballesteros, | Rubio, AM Padilla, M San Martin, M Lépez-
Hoyos, E Mifiambres.

“Serum levels of S100B from jugular bulb as a biomarker of
prognosis in patients with severe acute brain injury”.

Ninth World Congress on Brain Injury. International Brain Injury
Association.

Edimburgh, Scotland. Marzo, 2012.
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1.2. ARTICULOS CIENTIFICOS
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cells.
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Effect of neuroprotective therapies (hypothermia and
cyclosporine a) on dopamine-induced apoptosis in
human neuronal SH-SY5Y cells
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Abstract

Introduction: This study aimed to evaluate the effect of hypothermia and CyA on neuronal survival after induced injury in a
neuronal model.

Methods: Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were seeded and allowed to grow. To determine whether lower
temperatures protect from dopamine-induced apoptosis, cells were treated with dopamine at 100 mM, at 300 mM or without
dopamine and incubated at 32 C or 37 C for 24 hours. To assess the effect of CyA, cells were pre-incubated with CyA at
37 C and after dopamine was added.

Results: After 24 hours of incubation at 37 C, 100 mM and 300 mM dopamine induced 42% (SD % 21) and 58% (SD ¥7.9)
apoptotic SH-SY5 cells, respectively. In cultures at 32 C dopamine-induced apoptosis could be reversed by hypothermia
[7% (SD % 1.4) and 3.45% (SD ¥ 1.1) for 100 mM and 300 mM, respectively], similar to levels obtained in non-treated cells
[2.4% (SD ¥ 1.5)]. Cyclosporine A treatment did not render the expected result, since CyA-pre-treated cells and SH-SY5Y
cells showed higher levels of apoptosis than those observed with dopamine alone

Conclusions: Hypothermia has a marked protective effect against apoptotic cell death induced by dopamine in a human
neuroblastic cell line. The neuroprotective effect of CyA described with other apoptotic cell death stimuli was not
demonstrated with our experimental conditions.

Keywords: 222

Introduction ABI justifies the wide variety of therapeutic
approaches that have been tested in experimental
models on animals and in humans in the last 20 years.
It has been postulated that neuronal apoptosis is

The entities that encompass the concept Acute Brain
Injury (ABI) (spontaneous cerebral haemorrhage,
ischemic stroke, anoxic brain damage) are character-

ized by high morbidity and mortality and present in brain damage and is related to patients
socio-economic consequences. Knowledge of ABI prognosis [1-3]. Since apoptosis is a highly regulated
pathophysiology is considered fundamental to the process, it is possible to modulate it by different
opuorns.  1ne Compiexity 0Ol ule patiopnysioiogy ol pdalers  sutierinyg o Abl.

Correspondence: Maria A. Ballesteros, MD, PhD, Department of Critical Care Medicine, University Hospital Marqués de Valdecilla-IFIMAV, Avda
Valdecilla, s/n 39008 Santander, Spain. Tel: 34 942 203304. Fax: 34 942 203543. E-mail: gelesballesteros@yahoo.es

ISSN 0269-9052 print/ISSN 1362-301X online 2012 Informa UK Ltd.

DOI: 10.3109/02699052.2012.743184

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

108
109
110
111
112
113
114


mailto:gelesballesteros@yahoo.es

AL TEHIPIE - \evuls)

IIblrmas3/cenpro/ApplicationFiles/Journals/TandF/3B2/TBIN/VoI00000/120199/APPFile/TF-TBIN120199. 3d (TBIN)

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

(4.1 L.£VL671.J0PNH)

]
[INVALID Stage]

2 M.A. Ballesteros et al.

Brain damage disrupts calcium homeostasis,
a fact that leads to neuronal dysfunction and
loss. The mitochondrion is a cytoplasmic organelle
that is involved in these processes, playing an
important role in the pathophysiology of ABI
[4, 5]. The mitochondrion is involved in calcium
regulation, in the release of cytochrome C and in
the activation of caspases, all of them involved at
different stages of cell apoptosis. In fact, mito-
chondria are split into punctiform organelles
during apoptosis, illustrating their involvement in
such a process.

Cyclosporine is an immunosuppressive agent that
has been proposed as neuroprotective therapy.
On an experimental level it has been shown that
cyclosporine may attenuate axonal injury and trau-
matic changes of the cytoskeleton because it main-
tains the mitochondrial integrity, including
membrane potential and energy homeostasis [6].
It is thought that it blocks the transition pore of
mitochondria, thus preserving the integrity and
functionality of the mitochondria [4]. This neuro-
protective effect has been studied in animal models
of ABI [6-8] and in clinical trials in patients with
ABI [9].

On the other hand, hypothermia may attenuate
the deleterious effects of ABI as it affects multiple
pathophysiological mechanisms [10]. In experimen-
tal models of ABI, hypothermia significantly reduces
levels of caspase 3 and decreases the release of
cytochrome ¢ from mitochondria [11], suggesting
that hypothermia modulates apoptosis. It has been
shown that hypothermia differentially regulates
expression of certain inflammatory cytokines, a
fact that may affect the mechanisms of neuronal
death [12].

Hypothermia has been evaluated in several clinical
trials with results not always consistent. It has been
shown to be effective in the subsequent recovery of
anoxic brain damage after cardiac arrest due to
ventricular fibrillation, but the results have been
inconclusive in the population affected by traumatic
brain injury (TBI). For these reasons, hypothermia
remains at the pilot phase in the treatment of
acute TBI.

The present study assessed the modulation of
apoptosis by two treatments (cyclosporine and
hypothermia), employing an in vitro model of neu-
ronal apoptosis. Dopamine is an agent that is
incorporated into neuronal cell cultures of
SH-SY5Y generating the intracellular production
of reactive oxygen species and disrupting the mito-
chondria integrity, which triggers the apoptosis
cascade [13]. The SH-SY5Y cell cultures with
dopamine have been validated as a model of neuro-
nal apoptosis in previous studies.

Methods
Cells culture

Undifferentiated SH-SY5Y cells were used as neu-
ronal modelling. They were cultured in 12-well
platess at a concentration of 1 10° in 1ml of
DMEM supplemented with 10% foetal bovine
serum, 100 U ml * penicillin and 100 mg ml * strep-
tomycin. The cultures were performed in baseline
environmental conditions of 37 C in an atmosphere
containing 5% CO,. Cells were allowed to grow for
72 hours until forming a monolayer in each well,
changing the medium every 48-72 hours.

For induction of apoptosis in the SH-SY5Y cell
cultures, dopamine was added at different concen-
trations (50, 100 and 300 mM). As a negative
control, some wells were not treated.

To evaluate the effects of hypothermia in the
modulation of dopamine-induced apoptosis, treated
cells were incubated in parallel at 32 C and 37 C.
After 24 hours, cells were collected from the wells to
assess the percentages of apoptotic cells in each
condition.

The cyclosporine effect in the modulation of
dopamine-induced apoptosis was assessed by pre-
treating SH-SY5Y cell cultures with 1 or 10 M
cyclosporine for 2-6 hours. After the incubation
period, dopamine was added to cultures at 100 mM,
keeping environmental conditions of 37 C and 5%
CO,. Every culture condition was performed in
triplicate.

Measurement of apoptotic cells

Apoptotic  cells were assessed by TUNEL (trans-
ferase-mediated dUTP nick end labelling) method,
based on the detection of inter-nucleosomal DNA
breakage typical of apoptosis. A two-colour staining
method (APO-BrdU kit; BD Pharmingen, CA)
for labelling DNA breaks and the total cellular
DNA to detect apoptosis by flow cytometry was
used. Specifications of the manufacturer were fol-
lowed. Briefly, cells were fixed with 1%(w/v) para-
formaldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS at a
concentration of 1-2  10° cells for 1 hour in ice
and washed with PBS.

Cell pellets were then treated with 70% (v/v) ice-
cold ethanol for 30 minutes and washed with PBS or
stored overnight at 20 C in ethanol.

Positive and negative fixed cells provided in the kit
were used as control. Both control and SH-SY5Y
fixed cells were incubated with a DNA labelling
solution containing TdT enzyme and the Br-dUTP
C. After 60 minutes at 37 C, cells were rinsed and
centrifuged. Anti-FITC labelled-anti Br-dUTP was
added to the resultant pellet that was further
incubated for 30 minutes at RT in the dark. After
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Figure 1. Percentages of viable cells at different dopamine (DA) concentrations. Data are shown as the mean

p=0,09

100 300

SD of three independent

experiments. p* level of statistical significance respect 50 mM dopamine.

this last incubation, cells were treated with propi-
dium iodide(PI)/RNAse staining buffer and analysed
by flow cytometry.

Cytometry data

Calle wwara analvead 11icinA a FACQCalihiir mvitnmatar

(Becton Dickinson, San Jose, CA). Ten thousand
ralle wwiara arniiirad in carh ecamnla and earh enndi-
tion was assessed on three indenendent experiments.
Results were expressed as a percentage of apoptotic
cells.

Statistical analysis

The results are presented as the mean percentage
and standard deviation. For statistical analysis, a t-
test was conducted. In addition, one-way ANOVA
have been used to evaluate the effect of different
dopamine concentrations. Differences at the level of
p<0.05 were considered statistically significant.
Data were analysed with SPSS statistical software
15.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results
Dopamine induces apoptosis of SH SY5Y cells

Induction of apoptosis was performed at three dopa-
mine concentrations (50, 100 and 300 mM). It was
observed that dopamine-induced apoptosis in SH
SY5Y cells was dose-dependent and such an effect

was stronger in the dose range of 100-300 mM
(p¥10.09) (see Figure 1). The data corroborate the
findings of previous studies, confirming that dopa-
mine induces apoptosis in the SH-SY5Y cell
line [14].

Hypothermia attenuates dopamine-induced apoptosis of
SH SY5Y cells

To assess the effect of hypothermia in dopamine-
treated SH SY5Y cells, dopamine was added at
concentration of 50, 100 and 300 mM to cell cultures
that had reached monolayer (see Figure 2). As a
negative control of apoptosis some wells were not
treated with dopamine. In these conditions, cell
cultures were incubated at 32 C (hypothermia) and
37 C. At 32 C the apoptotic cell population was 7%
(SD ¥%1.4) and 3.45% (SD % 1.1) at concentrations
of 100 mM and 300 mM of dopamine, respectively.

However, when cultures were performed at the
same conditions but at a temperature of 37 C, the
proportions of apoptotic cells were significantly
higher (42% (SD %21) and 58% (SD %7.9),
respectively).

Figure 3 shows an example of flow cytometry dot
plots from an individual experiment. The number in
the upper quadrant identifies the percentage of
viable cells, showing that the rate of apoptosis
induced by the treatment with dopamine is dimin-
ished when the temperature decreases to 32 C.
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Figure 4. Data are shown as the mean

DA 100uM +
CyAluM

B 2hours
O 6 hours

DA 100uM +
CyAl10uM

standard deviation of three independent experiments. No statistical differences were found

between the two periods of cultures in several conditions. DA, dopamine; CyA, cyclosporine.

Cyclosporine does not affect the dopamine-induced
apoptosis of SH SY5Y cells

This study assessed the effect of cyclosporine in the
neuronal model dopamine-induced apoptosis. The
proportion of apoptotic cells was similar in cultures
performed with and without cyclosporine. In these
experiments, cells pre-treated with cyclosporine at
doses of 1 mM for 2 or 6 hours showed no resistance
to the cell death induced by dopamine. The dose of
cyclosporine did not affect the results since cells pre-
treated with cyclosporine at doses of 10 mM for 2 or
6 hours did not show changes in apoptotic rates (see
Figure 4).

Discussion

physiologically, although it has been shown that,
under certain circumstances such as neurodegener-
ative processes, it may act as a neurotoxin [15].
Several hypotheses have been raised about the
mechanisms involved in such a cytotoxicity, but
they remain unknown. Oxidative stress induced by
intracellular signalling through dopamine receptors
or extracellular auto-oxidation [16] have been pro-
posed as possible mechanisms leading to cytotoxicity
and/or neuronal loss. The oxidative products of
dopamine may activate caspases and, subsequently,
trigger apoptosis [17].

These results corroborate the findings of previous
works as they have shown that dopamine induces
neuronal apoptosis in the model of neuronal
SHSY5Y cells [14]. TUNEL was employed to
measure apoptosis and it was assumed that this
method could show false positive results due to
apoptosis. However, given that other authors showed
that dopamine induces apoptosis in neuroblastoma
cell lines, it was decided to use this method [14].
Nonetheless, if the necrosis were another involved
mechanism, it would not be possible to increase the
percentage of viable cells with hypothermia, given
that necrosis is an irreversible process.

Once the in vitro cell culture was established as a
model of neuronal apoptosis, the authors first aimed
to evaluate the neuroprotective effect of hypother-
mia. Importantly, hypothermia was demonstrated to
be highly effective in reducing the rates of apoptosis

The neuronal apoptosis has previously been
shown as one of the cellular mechanisms involved
in neuronal loss in patients suffering from severe ABI
and a relationship was found with the prognosis of
these patients [1-3]. On a clinical level, various
works have evaluated the protective effect of brain
hypothermia therapy. The results have been con-
flicting, with some being favourable [18, 19] and
others not [20-23]. Such confusion may be caused
because they included different categories of patients
with different types of injuries and used different
treatment protocols [3]. Despite these limitations,
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the results of published hypothermia works consider
hypothermia as an attractive therapeutic option.
In clinical practice, the Brain Trauma Foundation
recently described that prophylactic hypothermia did
not reduce mortality in patients with severe TBI, but
was associated with a higher rate of patients with
good functional recovery [24]. The truth is that this
therapeutic option brings practical interest and
recently a European multi-centre study has been
developed to evaluate the effect it could have on
various entities of brain damage, either ischemic or
traumatic [25, 26]. The Eurotherm3235 trial is a
pragmatic, multi-centre randomized controlled trial
examining the effects of hypothermia at 32-35 C,
titrated to reduce intracranial pressure <20 mmHg,
on morbidity and mortality 6 months after TBI. The
study aims to recruit 1800 patients over 41 months
(April 2011-April 2013) in Europe [26].

The clinical trials of hypothermia have allowed
one to relate to other parameters of brain function
and prognosis, but it is considered essential to
understand the mechanisms involved in the neuro-
protective action of hypothermia and it would
facilitate new therapeutic targets [27]. It is proposed
that the mechanisms involved in neuroprotection
may be related to changes in markers of oxidative
stress, vascular reactivity and neuronal toxicity
[28-31]. It is possible that these changes are related
to a lower apoptotic stimulus and, therefore, a better
prognosis. The experimental study highlights the
neuroprotective role of hypothermia and, to the
authors’ knowledge, is one of the first works using a
model of a neuronal cell line to study the effect of
hypothermia as a modulator of apoptosis. It is likely
that hypothermia modifies some of the changes that
dopamine produces. It is hypothesized that dopa-
mine alters the membrane potential of mitochondria
from SH-SY5Y cells. This potential is essential for
the preservation of cellular homeostasis and for
energy production. Once modified the membrane
potential of the mitochondria, the release of cyto-
chrome c and caspase-3 is induced, both phenomena
crucial for apoptosis.

This work has not demonstrated that cyclosporine
modulates neuronal apoptosis in the model pre-
sented. In this regard, there are authors who have
published the protective effects of cyclosporine,
speculating on the mechanism involved. It is pro-
posed that cyclosporine blocks calcium-permeable
cridairiels Ol uie rmocnornaria uidt dre crucidl I tie
molecular cascade of apoptosis [5]. Through this
mechanism, cyclosporine would maintain the integ-
rity of this organelle and prevent the flow of calcium
from the cytoplasm, which may block the induction
of apoptosis. These results suggest that cyclosporine
does not act on the pathway by which dopamine
induces apoptosis, since the immunosuppressant

does not diminish the apoptosis of SH SY5Y cells
induced by dopamine. These results do not invali-
date the potential neuroprotective effect, but could
support the findings of Mazzeo et al. [9]. These
authors evaluated cyclosporine as neuroprotective
treatment in patients with traumatic ABI and
appreciated that the safety margin of the immuno-
suppressive was acceptable, but found no differences
in survival between the control group and the
placebo group. Works with animal models of ABI
to assess the neuroprotective role of cyclosporine
have shown its effectiveness when demonstrating a
smaller loss of brain tissue in treated animals. It also
highlights the role of early treatment.

It is possible that cyclosporine keeps the mito-
chondria undamaged, avoiding the entry of calcium
from the cytosol, although this is not the only
pathway involved in neuronal apoptosis. The truth is
that, in the clinical trial of Mazzeo et al. [9], as in
most clinical works, the cellular apoptosis is not
qguantified because of ethical issues (it is not feasible
to obtain samples of brain tissue to detect apoptosis).

Dopamine induces apoptosis in the SH SY5Y cells
and this neuronal loss can be modulated by hypo-
thermia. The fact that hypothermia decreases the
dopamine-induced apoptosis in a neuronal model
strengthens the possible role of such a therapy in
modulating neuronal apoptosis. However, cyclo-
sporine was not as effective in the in vitro model.
This work may represent the starting point for future
studies, bringing the bench to the bedside.
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