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1) RESUMEN DE LA INVESTIGACION PROPUESTA

Antecedentes: La hemorragia subaracnoidea no traumética (HSA) es una patologia que afecta
aproximadamente a 10.5 por cada 100000 habitante, siendo su causa generalmente lesiones
vasculares cerebrales. Las cuales condicionan gran discapacidad, por morbilidad y mortalidad para la
poblacion. El diagnostico “estandar de oro” actual es la realizacion de una tomografia y puncidn
lumbar, procedimientos que requieren de equipo y personal especializado, asi como la angiografia
diagnostica.

La proteina 14-3-3 es una familia de proteinas acidas que se compone de 7 isofornas. Es una proteina
de regulacion del ciclo celular, crecimiento, diferenciacion, sobrevida y apoptosis. Proteina que se ha
demostrado aumenta en liquido cefalorraquideo, cuando existe una lesién neuronal y ademas se
presenta en eritrocitos y plaquetas de sangre periférica en las mismas cantidades que se presenta en
el liquido cefalorraquideo. Por lo conocido de estas proteinas, reflejan el dafio de tejido neuronal y es
por este medio que se quiere estimar en base a su cuantificacion en sangre periférica, el reflejo exacto
de la lesion intracerebral. Haciendo de ésta medicion un nuevo método diagndstico y cuantitativo de
la HSA.

Objetivo: Determinar la presencia de proteina 14-3-3 en plasma en pacientes con diagnostico de HSA
y demostrar que isoforma de la proteina 14-3-3 se expresa mayoritariamente en la muestra.

Disefio general y metodologia: Se recolectard de forma prospectiva, muestra de sangre periférica
de pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, cuya sintomatologia sea de HSA y
se corrobore por criterios diagndsticos establecidos. Simultdneamente se estadificara al paciente por
su estado clinico y se seguira para valorar su evolucion y pronostico. La sangre sera procesada para
la cuantificacion de proteinas totales por el método de BCA, se realizard un enriquecimiento
empleando el protocolo de Protein Enrichment Small Capacity Kit. La identificacion de las isoformas
presentes en la muestra serdn semicuantificadas mediante el procedimiento de Western Blot
empleando anticuerpos especificos para las diferentes isoformas de proteina 14-3-3.

Resultados:



La Hemorragia subaracnoidea (HSA)

Aspectos Epidemioldgicos:

Aproximadamente del 1 al 4% de pacientes que acuden a urgencias por dolor de cabeza, son
atribuibles a hemorragia subaracnoidea (HSA), con una incidencia anual de 6 a 8 casos por 10,000
habitantes. Aproximadamente el 80% de los casos de se deben a la ruptura de aneurismas cerebrales,
por lo que el retraso en su diagndstico y en su tratamiento representa un riesgo aumentado de
resangrado y la discapacidad o muerte como desenlace de esta patologia. El reconocimiento oportuno
de la hemorragia subaracnoidea es particularmente dificil en los pacientes con resultados de examenes
neuroldgicos y del estado mental normales y se deben considerar las tasas estimadas de diagndsticos
fallidos que oscilan entre el 5% y 12%. (1-3)

La evaluacion diagndstica estandar para la HSA utiliza la tomografia computarizada craneal sin
contraste (TC), seguido de la puncion lumbar. La mayoria de los casos de hemorragia subaracnoidea
se identifican por TC craneal, con sensibilidades reportados desde 93% a 100% si se realiza con las
tecnologias de tercera a sexta generacion y cuando las imagenes se realizan dentro de las primeras
12 a 24 horas de dolor de cabeza (4).

La HSA, puede tener diferentes causas y la presentacion mas frecuente es entre los 55y los 60 afios
de edad y tan solo el 20% de los casos se presentan entre las edades de 15 a 45 afios (3,4). EI 30 %
de los casos se presenta durante el suefio (3-5). EI 50 % de los pacientes presentan datos de alarma
de 6 a 20 dias antes de la ruptura aneurismatica. (3, 6) Solo en el 30 % de los casos la cefalea esta
lateralizada al lado del aneurisma. (5)

Se complica al presentar extension de la hemorragia en regiones: intraparenquimatosa en el 20 a 40%
de los casos, irrupcion intraventricular en 13 a 28% de los casos 0 hemorragia subdural en 2 a5 % de
los casos (2,5) .

Suele presentarse con una mayor incidencia en la primavera que en el otofio. Los pacientes mayores
de 70 afios se presentan con mayor déficit neuroldgico. (6)

Sus factores de riesgo son: hipertension, anticonceptivos orales, tabaquismo, uso de cocaina, habito
etilico, cambios de la tensiéon arterial de forma diurna, embarazo y puerperio. (6,7).

Manifestaciones Clinicas:

Se caracteriza por sintomas de inicio subito de predominio cefalea, (5) generalmente acompafiada de
vomito, sincope (apoplejia), dolor de nuca (meningismos) y fotofobia, incluso perdida del estado de
alerta con recuperacion espontanea. Puede también presentar déficits neuroldgicos focales de nervios
craneales; por ejemplo: paresia del tercer nervio por compresion aneurismatica, que condicione ptosis,
diplopia. Dolor lumbar es otro sintoma por irritacion de las raices y meninges. (7,8)

La cefalea es el sintoma mas comin y se presenta en el 97% de los casos y usualmente es conocida
como ‘la peor cefalea de la vida del paciente”, “thunderclap” o “cefalea centinela”, que puede
desaparecer, (6-9) incluso sin que el paciente haya sido atendido. Se presenta en un 30 a 60% de los
pacientes con HSA. En casos de que la hemorragia sea escasa y recurrente (9), se observara en la
tomografia o en la puncion lumbar la presencia de sangre. (10,11)



Las causas mas comunes de la hemorragia subaracnoidea no traumatica o espontanea son: (1,12)

Ruptura aneurismatica (75-80%)
 Malformacion arteria venosa (4-5%)

« Algunas Vasculitis del Sistema
nervioso central

 Enraras ocasiones tumores

- Disecciones arteriales, carotideas y
vertebrales

Ruptura de arteria superficial menor
Ruptura de vaso infundibular

« Coagulopatias 'y  discrasias
sanguineas iatrogénicas.

« Trombosis de los senos durales

« Malformaciones arteriovenosas
cervicales o toracicas

« Enfermedad de células falciformes
« Apoplejia pituitaria

«  Sin causa determinada (14-22%)



El diagndstico diferencial: (12-14)
« Cefalea paroxistica aguda (hasta el 25% de los pacientes con este diagndstico presenta HSA).
+ Migrafia Relampago

+ Cefalea orgasmica benigna
Signos Clinicos de la enfermedad:

El paciente puede presentar: meningismos, hipertension, déficit neuroldgico focal, afeccion de nervios
craneales, alteraciones del estado de alerta con obnubilacion hasta el coma, hemorragia ocular (15-
18)

Los meningismos; se caracterizan principalmente por la presencia de rigidez de nuca, la cual inicia
entre las 6 a 24 horas, posterior a la cefalea. Algunos pacientes presentan el signo de Kernig o signos
de Brudzinski.

El coma posterior a una hemorragia subaracnoidea; se presenta por una o la combinacion de las
siguientes causas subyacentes. Incremento de la presion intracraneal, lesion al parénquima cerebral,
hidrocefalia secundaria, isquemia difusa, crisis convulsiva, disminucion del flujo cerebral. (9-15)

La hemorragia intraocular, puede presentarse en una de tres variantes asociada a la presencia de HSA
con una asociacion entre un 20 y 40%(16-19)

Hemorragia subhialoidea (pre-retiniana) y se puede observar por fundoscopia en un 11 a 33 % de los
casos. Se encuentra cerca del disco Optico y se asocia a mayor mortalidad delos pacientes.

Intra-retiniana (alrededor de la Févea) (19)

Hemorragia vitria. También conocida la asociacion como sindrome de Terson. Esta variante se presenta
generalmente bilateral secundaria al incremento abrupto dela presion intracraneal y esta presente en el
4 a 27% de los casos de HSA. Esta variante también presenta mayor riesgo de mortalidad (19,21)

Diagnostico:
Los hallazgos de gabinete y laboratorio:
La evaluacion inicial:
« Consta de una tomografia no contrastada de alta definicion de craneo.
« Larealizacion de una puncién lumbar en casos no confirmados por tomografia
« Larealizacion de una angiografia cerebral de 4 vasos en caso confirmado o de alta sospecha.

Tomografia: no contrastada de alta definicion



Este estudio realiza la deteccion de una HSA en un 95% de los casos si se realiza en las primeras 48
horas.

La ventaja de la tomografia es que también se puede evaluar las siguientes condiciones: tamafio
ventricular (para descartar hidrocefalia) (17,21-26)(complicacion que amerita tratamiento quirGrgico de
la HSA), hematomas intra-parenquimatosos que condiciones efecto de masa, infartos, cantidad de
sangre en las cisternas (para valor pronostico, complicacion que amerita tratamiento quirtrgico de la
HSA), en el caso de multiples aneurismas, se podra valorar cual fue el origen del sangrado, se puede
predecir la ubicacion del sangrado en un 70% (22,23).

Puncién lumbar:

El estudio con mayor sensibilidad y especificidad (con falsos positivos), que puede reducir la presion
intracraneal y por lo tanto aumentar el riesgo de resangrado de un aneurisma. Los hallazgos de este
estudio en caso de tratarse de una HSA, son incremento de la presion de apertura, la apariencia del
liquido con sangre que no forma coagulo, de aspecto xantocromico, con una cuenta celular de mas de
100000 gldbulos rojos, por mm cubico., aumento de proteinas, con normo-glucorraquia (23-26).

La resonancia magnética, no es un buen estudio inicial, por la falta de met-Hb en el sitio de la
hemorragia (27).

La angiografia con substraccion digital de 4 vasos, es el estandar de oro en la deteccion de aneurismas,
no asi de la HSA, incluso valora el vaso espasmo cerebral, para estadificar el riesgo de complicaciones
por la misma HSA. (26-28).

Angio-tomografia y angio-resonancia: estos estudios estan avanzando rapidamente, y presentan con
cada nueva generacion de equipo, mayo posibilidad de identificar aneurismas mayores a 3mm (29, 30-
32). El abordaje permite seguir el algoritmo que se muestra en la Fig. 1.

LA HSA se clasifica seglin su presentacion clinica y su presentacion radiolégica (30-32).

La presentacion clinica tiene se evalta por medio de escalas, de las cuales existen dos aceptadas para
esto. La escala de la “World Federation of Neurosurgery” (WFNS) y la escala de Hunt y Hess (HyH).
Asi como una clasificacion topografica, se muestran en las tablas 1 a 4. (1,29,31)



Fig.1.Algoritmo del Diagndstico de la Hemorragia Subaracnoidea



Tabla 1y 2. Escala de Hunt y Hess y su relacion con mortalidad (29)

Escala de Hunt y Hess

1 Asintomatico o minima cefalea con leve rigidez de nuca Preservacion del
nivel de conciencia
(Unidad de ictus)

Cefalea severa-moderada con rigidez nucal sin déficit

2 neurologico, salvo a lo sumo, paralisis de pares craneales
Alteraciones del nivel
3 Somnolencia, confusion déficit focal leve de conciencia (Unidad
Estupor, déficit motor moderado-severo, signos precoces de de cuidados
4 descerebracion o alteraciones vegetativas. intensivos o Unidad de
Coma profundo, rigidez de descerebracion, aspecto moribundo cuidados
5 neurocriticos)

0 0-2

:2-5
I : 2 :

:5-10
Il : 7 :

:5-10
1] : 37 :

: 35-60
v : 40 :

: 50-70
Y : 45 :
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Tabla 3. Escala de WFNS (31-34)

Escala de WFNS

I Escala de coma de Glasgow: 15 sin hemiparesia

Il Escala de coma de Glasgow: 13-14 sin
hemiparesia

1] Escala de coma de Glasgow: 13-14 con
hemiparesia

\Y Escala de coma de Glasgow: 7-12 con o sin
hemiparesia

V Escala de coma de Glasgow: 3-6 con o sin
hemiparesia

Tabla 4. Escala de Fisher (30)45

Escala de Fisher

I Sin evidencia de sangrado en cisternas ni
ventriculos

I Sangre difusa fina, con una capa < 1mm en
cisternas medido verticalmente

1] Coagulo grueso cisterna, >1 mm en cisternas
medido verticalmente

\Y Hematoma intraparenquimatoso, hemorragia
intraventricular, +/- sangrado difuso

Fisiopatologia del dafio posterior a la hemorragia subaracnoidea:
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Existe un dafio mecénico, durante los primeros 60 minutos, hasta que se libera sangre hacia el parénquima
cerebral, causando compresion de estructuras anatémicas: Esto produciendo varios efectos como se
observa en la figura 3. (45).

Daino mecanico

60 minutos

Compresion de Liberacion de
estructuras sangre al
anatomicas parenquima

Destruccion de Incremeto de la
Substancia Blanca Presion
y Celulas Gliales intracraneana

Disminucion de
Flujo Cerebral

Efecto de Masa

Figura 2. Mecanismo de dafio cerebral, a nivel celular y érgano blanco

Estos procesos a su vez desencadenan varias reacciones quimicas intra y extracelulares e intra y extra
cerebrales, como el estrés oxidativo, la apoptosis y necrosis, la liberacién de glutamato, la disrupcion de la
barrera hemato-encefalica, edema citotoxico y vaso-génico y conllevan a la necrosis de células vecinas.

En respuesta a estas vias metabdlicas, se han documentado varios biomarcadores como posibles candidatos
para el diagnostico oportuno de la hemorragia subaracnoidea. Entre los biomarcadores con cambios
cuantificables en las primeras horas del inicio de la sintomatologia, se encuentran entre los estudiados por
diferentes autores, la proteina glial acida fibrilar (GFAP), el indice S100B/RAGE, APO-CIII, beta-amiloide.
Teniendo relevancia clinica hasta ahora solo el indice SI00B/RAGE (45). Existen muchos mas estudios en
relacion al prondstico que al diagndstico, en relacion a la presencia de biomarcadores en relacion con la morbi-
mortalidad. (46)

El problema del diagnostico correcto, de una patologia tan grave, como visto anteriormente es su variable

presentacion clinica, desde la presentacion de una cefalea hasta la posibilidad de presentarse con deterioro
del estado de alerta y coma profundo, es la falla diagnostica. (49)
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Habiendo establecido que casi el 50% de los pacientes presentan un cuadro inicial de cefalea pura (Hunt y
Hess 1/2 de WENS 1, los servicios de urgencias de los diferentes centros de atencion de la salud, estan sub-
diagnosticando la HSA teniendo como primer error en el proceso diagnostico la falta de obtencién de una
tomografia y no se realiza el diagnostico hasta el segundo contacto con el paciente por lo menos el 10% de
los pacientes con HSA sin alteraciones del estado de alerta son reenviados a casa, generalmente con el
diagnostico de migrafa o cefalea tensional, una vez que se presenta nuevamente al servicio de urgencias de
su unidad de salud, con un cuadro mas progresivo, por haberse presentado una complicacion, como
previamente descrita de re-sangrado o vasoespasmo.

Esto condiciona, un peor prondstico para el paciente ya que como previamente citado, los pacientes que
ingresan con el diagnostico de HSA con peor estado clinico, cuentan con un peor prondstico general. (49)

Nuevos métodos en protocolos de estudio para el diagnéstico de la HSA:

Esta establecido que existen cambios tanto en las proteinas del LCR, asi como en la sangre periférica,
posterior a la lesion cerebral, estos cambios en concentraciones, se pueden utilizar como biomarcadores
para el diagnostico de la hemorragia subaracnoidea (45-47).

Existe evidencia de que estos biomarcadores son predictivos para estimar complicaciones de la hemorragia
subaracnoidea como el vasoespasmo, el infarto cerebral isquémico y el desenlace de los pacientes. (47-48).
Por lo que se han tratado de crear paneles de biomarcadores para poder establecer el prondstico de la HSA,
sin embargo, han sido pocos los biomarcadores que presentan una significancia en su estudio para el
prondstico. Uno de estos biomarcadores que se relaciona con la severidad de la hemorragia en la HSA es
la proteina 14-3-3y sus isoformas, que como marcador de dafio neuronal. (48)

La familia de proteinas 14-3-3

El descubrimiento de las proteinas 14-3-3 se realizd por Moore y Pretz en 1968, cuando se identificaron en
tejido cerebral. El peculiar nombre, 14-3-3, se le dio a esta familia de proteinas debido a su patrén de
migracion caracteristico en la electroforesis en geles de almidon. Es una familia de proteinas altamente
homologas, existen 7 isoformas conocidas en mamiferos nombradas por el alfabeto griego de acuerdo
también con su forma de elucion, segun su fase reversa de alto-desempefio en cromatografia liquida

Proteinas 14-3-3 representan una familia de chaperonas expresadas intracelularmente y son exclusivas de
células eucariotas. La familia consta de siete isoformas que presentan més de 50% de homologia entre
ellas- en su secuencia de aminoacidos- las isoformas son: beta (B), épsilon (€), gamma (y), eta (n), tau (1),
zeta (), y sigma (o). Las formas originalmente descritas como alfa y delta, son en realidad formas
fosforiladas de beta y sigma. La proteina 14-3-3 existe principalmente como un dimero con una masa
molecular monoméricas de 30 kDa aproximadamente y con un punto isoeléctrico acido de 4-5. (37-40)

Las proteinas 14-3-3 al ser una familia de proteinas acidos, son moléculas conservadas que forman homo-
y heterodimeros estables (21). Cada monémero consta de un haz de nueve a-hélice antiparalelas y el dimero
de la proteina 14-3-3 posee una forma caracteristica de copa con un gran canal al centro que contiene dos
ranuras de union anfipaticas (40). En la Fig. 3 se muestra la estructura de la proteina 14-3-3.
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Fig. 3. Estructura de la proteina 14-3-3. En A) la presentacion en liston de la estructura de cristal del
dimero de la proteina 14-3-3 donde se muestra de diferente color cada monémero, las alfas hélices de
cada mondmero estan marcadas como: H1-H9. B) Superficie molecular del dimero de la proteina 14-
3-3, la superficie esta coloreada de acuerdo con el potencial electrostatico rango de -6 kT (rojo) a 6 kT
(azul). Tomado de Obsilova V, et al 2014 (40)

Las proteinas 14-3-3 fueron descubiertas originalmente como moléculas abundantes en el cerebro y las
determinaciones en otros tejidos confirmaron que la concentracion mas alta de estas proteinas se encuentra
en el cerebro. De hecho, las proteinas 14-3-3 comprenden aproximadamente el 1% de la proteina total del
cerebro (36, 41).

El papel de las proteinas 14-3-3 ha sido ampliamente estudiado debido a su notable capacidad de
afectar a la actividad y la localizacion de las proteinas sustrato. En las neuronas, las proteinas 14-3-3
funcionan en diversos procesos incluyendo la diferenciacion, la migracion, la supervivencia, el
crecimiento de neuritas, y la regulacion de los canales idnicos (42,43). Aunque sus funciones
neurofisiologicas no se entienden completamente, las proteinas 14-3-3 han sido implicadas en una
serie de trastornos neuroldgicos.

Estas proteinas, ya sea como homo o heterodimero hacia la region N-terminal forman una "ranura
antipatica" que les permite interactuar con mas de 200 proteinas intracelulares (40-43), a traves de
interacciones proteina-proteina, la familia 14-3-3 participa en la coordinacion de una serie de procesos
bioldgicos, incluyendo el tréfico de proteinas, la sefializacion celular, y el transporte en el citoesqueleto
(42-43).

Muchos aspectos de la funcion regulatoria de estas proteinas requieren interacciones especificas
proteina-proteina para llevar a cabo los procesos bioquimicos exactos y las funciones celulares. Los
altamente conservados miembros de la familia de proteinas 14-3-3 permiten mediar estas interacciones
a través de la unién a cientos de otras proteinas lo que les proporciona funciones de regulacion,
desempefiando asi un papel clave en muchos procesos celulares. El enlace de la proteina 14-3-3
puede afectar a la funcion de la proteina diana de diferentes maneras, incluyendo la modulacion de su
actividad como enzima, su localizacion subcelular, su estructura y estabilidad, o sus interacciones
moleculares.

Principalmente se encuentra de forma intracelular, cuando no interactda con su ligando y se expresa de
forma extracelular al momento de presentar lisis celular. Es en este momento es que se puede cuantificar.
(43,44)
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Existe el estudio estandarizado para la medicion de proteina 14-3-3 en liquido cefalorraquideo para el
diagndstico premortem de la encefalopatia espongiforme conocida como Creutzfeldt-Jakob que
pertenece al grupo de enfermedades pridnicas. Se incrementa los niveles de la proteina 14-3-3 como
causa de la rapida destruccion celular que se presenta en los cerebros de los pacientes con priones.
(37)

Esta proteina se ha utilizado como un biomarcadores de complicaciones de la HSA, asi como se ha utilizado
como medicion de severidad de la hemorragia. Sin embargo, no se ha utilizado como un biomarcadores
para el diagndstico oportuno de la lesion cerebral, ya que la presencia de la proteina en su isoforma beta
que es exclusiva del cerebro y constituye hasta el 1% de la proteina total del cerebro, su liberacion,
condicionard su fosforilacion y se convertird en la isoforma zeta. Ambas se pueden medir e incluso realizar
un indice entre estas para determinar la presencia de HSA.
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2) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es un hecho que el retraso en el diagnostico conlleva a peor prondstico funcional, ya que las
complicaciones que se suscitan como parte del dafio secundario de la HSA, son las que mas secuela
neurologica dejan, siendo estas las ya mencionadas anteriormente el vasoespasmo y el resangrado.

La carencia de poder realizar un diagnostico oportuna y de forma adecuada o incluso presentar una
falla diagnostica en el primer contacto con el paciente, en instituciones que carecen del soporte de
biotecnologia requerido en el algoritmo estandar, conlleva a que la HSA sea diagnosticada de forma
retardada, con presentaciones de las primeras complicaciones y conlleve a mayor morbilidad y
mortalidad. Siendo esta enfermedad de gran impacto para la sociedad y la economia de la poblacion
afectada. Su morbilidad genera incapacidad severa a los pacientes, que aparte dejar de ser productivos
para la sociedad se convierten en dependientes de un cuidador.

3) HIPOTESIS

l. Ha: Los niveles séricos de proteina 14-3-3 en sus isoformas beta y zeta, en plasma de sangre
periférica estan relacionados con la presencia de HSA.

II. II. Ho: Los niveles séricos de proteina 14-3-3 en sus isoformas beta y zeta, en plasma de
sangre periférica no estan relacionados con la presencia de HSA.
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4) OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar la presencia de proteina 14-3-3 en plasma en pacientes con diagndstico
de HSA.

OBJETIVO SECUNDARIO

Determinar la concentracion total de proteinas por el método de Bradford.

Identificar la isoforma predominante (isoformas beta, gamma y zeta) mediante
Western blot.
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5) JUSTIFICACION

La posibilidad de contar con un biomarcador facil y rapido de realizar, para establecer el diagnostico
de forma mas oportuna de la HSA, nos conlleva a la realizacion de este proyecto, que implica poder
establecer el diagnostico; en casos de dificil diagndstico, los cuales fueron descritos anteriormente,
como cefaleas sin presentar alteraciones del estado de alerta, sintomatologia que aplica al 49% d de
los pacientes cuando llegan al servicio de urgencias. Pacientes en los cuales existe una falla
diagnostica en mas del 10% y por lo tanto se obvian los estudios diagndsticos estandar como una
tomografia de craneo. el pronéstico de infartos cerebrales asociados a hemorragia subaracnoidea no
traumatica con mayor facilidad en cualquier servicio de urgencias, en base a una sencilla toma de
muestra de sangre, para asi poder ofrecer mejor manejo a los pacientes.

La realizacion del diagnostico de HSA requiere de la corroboracion por estudios de imagen y laboratorio
cuando se tiene la sospecha clinica. Estos estudios de extension a pesar de ser relativamente
accesibles, no siempre estan disponibles en varios servicios de urgencias, su pronta realizacion es
necesaria para evitar un retraso en el establecimiento del diagnostico certero y por lo tanto de su
manejo especifico, siendo esta patologia una urgencia real, que pone en peligro la vida del paciente,
asi como la funcion en relacion al tiempo de inicio del manejo.

Los procedimientos que pueden requerirse para el diagndstico de hemorragia subaracnoidea (HSA)
consisten en lo siguiente:

« Tomografia computarizada de craneo
con secuencia de angio.

 Angiografia de vasos intracraneanos.
« Panangiografia de 4 vasos.

«  Puncién Lumbar.
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La realizacion de los estudios antes mencionados tiene como objetivo el establecer dicho
diagndstico, y la informacién proveniente de estos estudios se complementa con datos clinicos
que son vertidos en escalas neuroldgicas que sirven para estratificar la severidad de la HSA'y
poder establecer un plan de tratamiento y pronostico, tal es el caso de la escala de Hunt y Hess
y la de la World Federation of Neurological Surgeons (WFNS). La escala de Fisher toma en
cuenta el volumeny localizacion de la sangre vertida producto del ictus por ruptura del aneurisma
y esta muy en relacion con la prediccion del vasoespasmo que se pudiera desarrollar en los dias
subsecuentes al episodio de HSA.

A pesar de los elementos de imagen y clinicos antes mencionados aun no contamos con un
estudio de laboratorio accesible, rapido, y sencillo que nos ayude a predecir ni la magnitud de
las zonas del dafio cerebral por vasoespasmo ni la magnitud del dafio neuroldgico a
consecuencia de estos fendmenos.

Es por ello que intentamos realizar un estudio para establecer una prueba diagndstica en un grupo de
pacientes con diagnostico de HSA en diferentes estadios clinicos e imagenoldgicos para determinar
los niveles de proteina 14-3-3 y encontrar si existe evidencia del incremento de dichos niveles en
plasma durante las diferentes etapas del periodo de vasoespasmo y potencial desarrollo de
complicaciones cerebrales en estos pacientes. Para asi poder realizar el diagnostico de forma mas

oportuna.

La implicacion de poder establecer un plan terapéutico de forma més protocolizada y oportuna
en el manejo de la HSA esta ya estandarizado en otro tipo de patologias, como lo es el infarto
agudo de miocardio: En el cual se establece el manejo y el riesgo de extension de lesion, asi
como gravedad del paciente, y su prondstico en base a los niveles de enzimas cardiacas y
troponinas en plasma, sin descartar los estudios ya existentes para la localizacion de la lesion
(electrocardiograma y angiografia). Es por eso que se disminuyo la falla diagnostica en el infarto
agudo al miocardio, por contar con una prueba rapida y segura que condiciona al médico de
primer contacto realizar estudios de extension.

Hoy en dia la cuantificacion de la proteina propuesta en este protocolo es tardada y en base a
este protocolo no ofrece ningln beneficio al paciente actualmente, pero con los resultados
obtenidos es posible elaborar ensayos de inmunoldgicos de tipo imunoBlot. Estos ya son
conocidos para otras patologias, como mencionado anteriormente se utilizan en enfermedades
cardiacas, para poder hacer el rapido y oportuno diagndstico de las mismas. Por lo que se
pretende que de este estudio surjan mas proyectos de investigacion para seguir con la linea de
diagndstico rapido de la HSA

En la revision de la bibliografia para realizar este proyecto se encontraron varios trabajos que
utilizan biomarcadores para establecer severidad y o pronéstico de la HSA, la gran mayoria de
estudio del liquido cefalorraquideo, sin embargo, no se encontrd ningun trabajo que proponga el
uso de biomarcadores como método diagnostico rapido en la HSA,
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6) METODOLOGIA
Disefio
Disefio prospectivo, observacional, longitudinal, en dos grupos apareados

Poblaciéon y muestra

Pacientes que acudan a los servicios de urgencias del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.

Tamafio de muestra: En vista al calculo del tamafio de muestra con base en la incidencia y
prevalencia de la patologia en la poblacion mexicana se utiliza la formula:

Z%(PxQ)
n= T

Donde n es el tamafio de la muestra, z es la desviacion normal, P la prevalencia de la HSA, Q=1-P,
d la precision.
Calculado con una significancia del 5% y una precision al 5%:
Obtenemos al sustituir:
1.962(0.01x0.99)

52

n

N=16 pacientes para obtener una muestra representativa con una precision de 5% y una
significancia del 5%.

Criterios de seleccion del estudio

Criterios de inclusion, exclusion
A) Criterios de inclusion:
Paciente que ingrese al servicio de urgencias y se establezca el diagnostico clinico de HSA:
Paciente, quien permita su inclusion al protocolo.
Edad: Mayores de 18 afios
B) Criterios de exclusion.
Paciente que decida salir del protocolo.
C) Criterio de eliminacion.

Muestra contaminada con sangre o hemolisina o insuficiente para la determinacion de
proteinas 14-3-3.

20



Variables
Definicion operacional de Variables:
Variable Dependiente:
Paciente con Hemorragia Subaracnoidea

Variable Independiente:

La presencia de Proteina 14-3-3 en plasma de sangre periférica.

Variable Definicion operacional Definicion Instrumento Codificacion | Tipo
Conceptual de Medicion de unidades
de medicién
Demogréfica Edad Afos de edad | Historia Afios Continua
del paciente Clinica
Hombre o
Genero muijer Dicotdmica Nominal
Peso Medido en Continua
Kilogramos
) . Dias posterior )
Dias de evolucion ala presencia Continua
de inicio de
sintomas
Hemorragia Presencia de lesion La presencia | Escalade Grado | ordinal
Subaracnoidea | cerebral hemorrégica, no | de sangre Fisher por
traumatica. extravasada. Grado I
Tomografia
Grado Il
Puncion
Lumbar Grado IV
Hemorragia Presencia de lesion La presencia | Tomografia Volumen continua
Subaracnoidea | cerebral hemorragicano | de sangre
traumética extravasada
Clinica del Estado neuroldgico La presencia | Escalade HyH 1 ordinal
Paciente: secundario a HSA de Hunt y Hess
alteraciones HyH 2
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de nervios por Historia

cranealesy o | Clinica HyH 3

alteraciones

del estado de HyH 4

alerta

HyH5

Estado neuroldgico La presencia | Escaladela WENS | ordinal
secundario a HSA de WENS por

alteraciones | Historia WENS II

de nervios Clinica

cranealesy o WENS I

alteraciones

del estado de WENS IV

alerta WENS V

Proteina 14-3-3 | Presencia de Se encuentra | Western Blot, continua

biomarcador en sangre | presente y por
periférica. elevada la procesamient

proteina 0 de muestra

a) Metodologia:

7) Material y Métodos:

Obtener pacientes con sospecha diagndstica de ingreso con hemorragia subaracnoidea no
traumatica a quienes se les realice estudio de tomografia de craneo (simple o contrastada) y/o
puncion lumbar dependiendo de su clasificacion tomografica de Fisher: 1 con puncion lumbar 2,3
y 4 (no requiere de puncion lumbar)

Solicitar a los pacientes (o familiares la inclusion al estudio mediante firma de consentimiento
informado). Pacientes en quienes se estable el diagnostico de hemorragia subaracnoidea no
traumatica, por tomografia o puncién lumbar se incluiran al grupo 1 (Grupo de casos)

Individuos sanos sin antecedentes familiares de HSA, no emparentados con el paciente que
acepten participar en el estudio previo consentimiento informado se incluirén al grupo 2 (Grupo
de controles). Realizar el llenado de cuestionario (Anexo 1), para recopilacion de datos.

Se realizara la toma de una muestra de sangre de sangre periférica en tubos vacutainer con
anticoagulante ACD (7ml), en pacientes en los que se establece el diagnéstico de hemorragia
subaracnoidea no traumatica.
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Procesamiento de muestra:

Las muestras sanguineas que se obtengan seran centrifugadas antes de ser usadas y

almacenadas a -70-80°C, para la obtencion de plasma.
Medicion de proteina total.
La cuantificacion de proteinas totales se realizara por el método de BCA

Determinar la concentracion de proteinas en una muestra biolégica es una técnica de rutina
basica sin embargo cuando se aborda un esquema de purificacion de una proteina concreta
para el diagnostico de enfermedades existen diferentes métodos para la cuantificacion de
proteinas. Muchos de estos métodos se basan en: a) la propiedad intrinseca de las proteinas
para absorber luz en el UV, b) para la formacion de derivados quimicos, o ¢) la capacidad que
tienen las proteinas de unir ciertos colorantes. Se empelara el método de BCA (método de
derivados colorimétricos) este método tiene como ventaja ser muy sensible y el que muestra
menos interferencia para determinacion de proteinas.

Método de acido bicinconinico o BCA

El &cido bicinconinico (BCA), es un compuesto capaz de formar un complejo pUrpura intenso
con iones Cul* en medio alcalino de acuerdo a la reaccién que a continuacion se muestra:

Proteina + Cu2t o Cut+
Cu*+ BCA complejo parpura BCA- Cut+
Fundamento

Se basa en el principio de que las proteinas reducen los iones cupricos a iones cuprosos bajo
condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el BCA (verdoso) para formar un color
purpura-azul y el color formado serd proporcional al contenido proteico de la muestra.

Este método analitico permite monitorear a €l ion cuproso producto de la reaccion y las
proteinas en medio. La estabilidad del reactivo y el croméforo proporciona un método sencillo
para la cuantificacion de proteinas; que ademas es rapido, muy sensible, y que muestra una
gran tolerancia a otros compuestos que afectan la reaccion.

El método de BCA requiere crear una curva estandar y se usard como estandar albumina de
suero bovino (BSA y sera necesario realizarla durante cada ensayo. Asi la absorbancia de las
muestras de los pacientes sera determinada su concentracion de proteinas por comparacion
con la curva estandar.

Las muestras se incubaran por 15 min a 60 °C y leeran a una absorbancia maxima a 562 nm
frente al blanco de reaccion.
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Enriquecimiento proteico.

Previo a la electroforesis, es importante determinar la concentracion total de proteinas
presentes en la muestra para asegurar la carga y la cantidad correcta de proteinas en el gel.

Se realizaré un enriquecimiento proteico empleando la tecnologia ProteoMiner ™ que es una
herramienta novedosa para la preparacion de las muestras a analizar lo que permitira obtener
el rango dindmico de la concentracion de proteinas en muestras bioldgicas complejas

Las proteinas de alta abundancia presentes en las muestras biolgicas complejas como el
suero o el plasma, hacen que la deteccion de proteinas de mediana y baja abundancia sea
extremadamente dificil.

La tecnologia de enriquecimiento proteico ProteoMiner emplea una gran biblioteca de ligandos
peptidicos combinatorios, altamente diversa, que simultdneamente diluye proteinas de alta
abundancia y concentra proteinas de baja abundancia. Y se fundamenta en que cuando se
aplican muestras bioldgicas complejas a las columnas que contienen perlas, las proteinas de
alta abundancia saturan sus ligandos de alta afinidad y el exceso de proteina es eliminado por
lavado. En contraste, las proteinas de abundancia media y baja se concentran en sus ligandos
de afinidad especificos. Esto reduce el rango dindmico de las concentraciones de proteinas
abundantes, mientras enriquece aquellas de baja abundancia. El procedimiento se realizaré de
acuerdo a las condiciones establecidas por el manual de procedimientos del estuche comercial
ProteoMiner protein enrichment kits (Biorad).

Una vez realizado este enriquecimiento se realizara la determinacion de las isoformas de

proteina 14-3-3- presentes en la muestra de pacientes comparadas con controles del mismo
género y edad de los pacientes por Wester blot.

Western Blot

Se realiza la determinacion de la proteina 14-3-3 mediante técnica de Western blot y se seguira
el protocolo basado en el siguiente diagrama:
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Fig. 4. Diagrama general del proceso de Western blot.
Electroforesis en gel de Acrilamida

Las proteinas en el extracto se separan de acuerdo a su tamafio mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (PAGE). En primer lugar, las proteinas, se
revisten con carga negativa, mediante la accion del detergente afiadido al gel: Dodecilsulfato
de Sodio (SDS), asi las proteinas se podrén separar en el gel segun su tamafio (SDSPAGE).
Se afiadira el colorante de carga (azul de Coomassie) para monitorizar la migracion de las
muestras durante la electroforesis, asi como marcadores de peso molecular conocidos, qué se
utilizaran para controlar el progreso de la electroforesis y comprobar la eficacia de la posterior
transferencia los cuales pueden estar marcados para la deteccion por fluorescencia.

a. Transferencia electroforética a una membrana Las proteinas seran transferidas
electroforéticamente a un soporte rigido o membrana, dénde quedaran inmovilizadas. El gel y la
membrana (membrana nitrocelulosa), se colocaran entre papel filtro y aimohadillas de esponja.
Se aplicara voltaje en el tanque de transferencia y las proteinas migraran desde el gel a la
membrana, permitiendo asi la hibridacion de un anticuerpo que las pueda detectar. La membrana
con las proteinas inmovilizadas se procedera a bloquear las zonas con ausencia de proteinas y
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asi evitar la union no especifica de los anticuerpos, para lo cual se incubara con soluciones a
base de proteinas, como leche descremada en polvo. A continuacion, se incuba con un
anticuerpo primario dirigido contra el epitopo especifico de la proteina 14-3-3. Los anticuerpos
utilizados son el policlonal de conejo anti-14-3-3 beta, dilucion 1: 1000 (Abcam), el policlonal de
conejo anti-14-3-3 gamma'y el policlonal de conejo anti-14-3-3 zeta y transferrrina .Después de
la incubacion con el anticuerpo primario, se procederd a la eliminacion del excedente mediante
tampones de lavado (TBS). Tras varios lavados de la membrana, se adicionara un anticuerpo
secundario marcado que se unira de forma especifica al anticuerpo primario, proporcionando una
forma de deteccion.

b. Hibridacion y deteccion.

La hibridacion con el anticuerpo secundario permitira la deteccion de las bandas. Después del
lavado de la membrana para eliminar el anticuerpo no unido, se procede a detectar la
localizacion de la banda de interés en la membrana. Los métodos mas comdnmente utilizados
para detectar proteinas podran ser por: Quimioluminiscencia, Fluorescencia y Colorimetria.
Para la deteccion de quimioluminiscencia, se utiliza un anticuerpo secundario conjugado con el
enzima peroxidasa (HRP); la adicion de un sustrato de HRP provoca una reaccion enzimatica
que da como resultado final la emision de luz. Dicha luz puede ser detectada en una pelicula
de rayos X, o de forma digital, mediante un sistema de captacion de imagenes. La deteccion de
fluorescencia se basa en la captacion de luz emitida por sustancias fluoréforas conjugadas con
el anticuerpo secundario.

b) Andlisis Estadistico

1.- Se haré una correlacion entre los valores obtenidos de la proteina 14-3-3 ya estandarizados
y la presencia del evento clinico.
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8) CONSIDERACIONES ETICAS

La determinacion de la proteina 14-3-3, se utiliza como un marcador importante para el
diagndstico de enfermedad de Creutzfeldt- Jacob, por lo que a la fecha no se ha considera que
sea de conflicto ético. Sin embargo, consideramos importante que este protocolo sea evaluado
para su aprobacion ante el Comité de Etica de la Institucion. Se realizara Ginicamente la
medicion de la proteina en paciente con sospecha clinica de hemorragia subaracnoidea. A
todos los participantes se les pedira consentimiento informado (ver Apéndice 1).

El registro de los pacientes se manejara con estricta confidencialidad, de acuerdo a los
principios éticos para la investigacion médica sobre sujetos humanos de la Declaracion de
Helsinki, ultima reunion en Sedl Corea 2008.
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9) CONSIDERACIONES FINANCIERAS

a) Aporte Financiero
Se cuenta con recursos propios del departamento
b) Recursos con los que se cuenta
Equipo especializado y personal capacitado
c) Recursos a solicitar
Kit de Enriquecimiento de proteinas
d) Anaélisis del costo por paciente
Ninguno para el paciente, costo del estudio por paciente: 1000 PMN
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10) RESULTADOS

Se realiz6 una prueba diagnostica, de forma, prolectiva, transversal, de casos y

controles, realizando un estudio observacional analitico.

Se analizé la muestra de la misma en para establecer la sensibilidad y especificidad,
con sus valores predictivos positivos y negativos, para exactitud y precision de la

prueba, calculando la razon de momios y la Chi cuadrada.

Los resultados que se obtuvieron, son de andlisis estadistico, y de confirmacion del

fendmeno.

Se encontré que la presencia de la HSANT, en nuestra poblacion se comparta en la
misma relacioén que la reportara en la literatura 1/3, hombres a mujeres, con una
hemorragia Subaracnoidea de Grado 1 de Fisher en menos con una presencia de 0%,
Grado 2 de 30%, Grado 3 de 40% y de grado 4 30%.

Se analizo la edad promedio del grupo de casos de 52.9 afios con un rango de 32 a 75
afios, con el grupo control de 45.6 afios con un rango de 18 a 71 afos.

Se realiz6 el Western Blot en todas las muestras posterior a la cuantificacion de las

proteinas, en las cuales se observd la siguiente curva de resultados.
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MUESTRA  ug/ml mg/ml dil
1 642.436 64.24
2 350.322 35.02
3 641.396 64-14
4 583.889 58.4
5 513.553 51.35
6 626.095 62.6 I .
7 242.23 24.22
8 431.456 43.14
9 549.228 54.92
10 535.607 | 53.57
11 513.553 51.35
12 639.132 63.91
13 469.994 47 :
Control 720.916 72.1 e reposoeines

. ESta eS |a COnCEI aciuimTuc PIULCII o pUI TTUT O as tuliiarnmuu TITLUTIILd TgUlLlu Ut UlTuciul
Las concentracionies ue ras muestras estudiadas, se corrieron en el gel, observando la

distribucion correcta en la banda de peso ,olecular, compara con el control.

Y posteriormente se realizo el anélisis del corrimiento del gel posterior a la transferencia.

Tanto para las proteinas 14-3-3 en sus isoformas beta y gamma.
Obteniendo como resultados, la presencia semicuantitativa de la proteina 14-3-3 con

concentracion elevada en las muestras de los pacientes casos.
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Por lo que se asocia el fendbmeno de presentacion de elevacion de la proteina 14-3-3,

en los casos con hemorragia subaracnoidea, comparara con los controles, sanos.
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11) APORTACION A LA DE SALUD CON EL DESARROLLO DE ESTE TRABAJO.

El Diagnostico oportuna de la enfermedad vascular cerebral, de hemorragia
subaracnoidea no traumatica y asi su pronto tratamiento, disminuyendo la morbilidad y
la mortalidad de esta entidad patol6gica, asi como disminuiré el costo socio econdmico

de los servicios de salud y socio-familiares, al mejorar el pronostico del paciente.
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12) DISCUSION.

La aportacion de la descripcion del fendmeno de la presencia de elevacion de proteina
14-3-3 en sangre periférica, permite varias cosas:

A) La elaboracién de una linea de investigacion completamente nueva, puesto que
representa un nuevo equipamiento en el diagnostico oportuno de una
enfermedad catastrofica.

B) Demostrar que previamente se creia, que no se podian medir fendomenos
neurolégicos a distancia por la existencia y presencia de la barrera
hematoenceflica, haciendo de esto que todas las muestras se tuvieran que
realizar por medio de puncion lumbar

C) La elaboracion de una medicion, por primera vez reportada de la proteina 14-3-
3, en México ya que previamente se realizaba la toma de muestra y se enviaba
a los EEUU.

D) La utilizacion de esta prueba, para el uso en otras entidades neuroldgicas.
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14) APEDICE 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Protocolo de Investigacion Fecha: I

“Determinacion de Niveles de proteina 14-3-3”

He sido informado/a que mi familiar tiene diagndstico clinico de hemorragia subaracnoidea no
traumatica / espontanea

La proteina a estudiar en el presente proyecto es: proteina 14-3-3 en plasma y LCR.

He sido informado/a que si acepto participar en este estudio se me tomara una muestra de sangre
periférica de 5 ml, asi como parte de la muestra de LCR tomado transquirdrgico o por puncion
lumbar, las cual se analizaran en busqueda de la proteina.

He sido informado/a que mi participacion en el estudio es VOLUNTARIA y que, si no acepto
participar, no se afectara mi tratamiento y seguimiento en el Instituto.

He sido informado/a que mi participacion en el estudio no representa ningn costo para mi.
He sido informado/a que no recibiré remuneracion economica por participar en este estudio
He sido informado/a que puedo abandonar el estudio en el momento que yo lo desee.

He sido informado que mis muestras se usaran para esta investigacion y para otras en las que se
estan analizando estas proteinas en la poblacion mexicana.

He leido esta carta cuidadosamente y he decidido participar libre y voluntariamente en el estudio.

Para cualquier duda o aclaracion sobre este estudio puede comunicarse con el Dr. Christopher
Mader Alba 6 con la Dra. Petra Yescas G. al teléfono 56 06 38 22 Ext. 3041 ¢ 2002,
respectivamente. También se puede dirigir con el Dr. Ricardo Colin P, presidente del Comité de
Bioética de nuestro Instituto a la extension 5027.

Nombre del paciente 6 familiar Fecha de nacimiento:
Lugar de nacimiento y procedencia
Direccion

Teléfono

Responsable legal Firma
Parentesco

Nombre y firma del ler. testigo

Nombre y firma del 2° testigo

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento

Firma
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15) APENDICE 2:

ANEXO 1

Hoja de recopilacion de datos:

Paciente: Edad:
Teléfono: Domicilio:
Expediente: Afiliacion:
Al ingreso:

Sintomatologia:
Déficit Neuroldgico:

Sindromatico:

Sitio de hemorragia Subaracnoidea:
Volumen:

NUmero Asignado:

Ingreso | 3 dia 5 dia

7 dia

10 dia

14 dia

21 dia

Cirugia

Glasgow
Muestra N°:

Fisher
Muestra N°:

HyH
Muestra N°:

WENS
Muestra N°:

P.L.
Muestra N°:

Imagen:
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ANEXO 2

Sistema de codificacion de muestras:

Asignacion de Paciente:

Cadigo:

XXX

DD:

40

XXX-DD-PP

Numero continuo asignado al ingresar al paciente al
protocolo

numero de muestra segun el dia de toma
01: Dia de Ingreso
03, 05, 07, 10, 14, 21 (dias de toma)

Producto de la Muestra

LP:  Liquido Cefalorraquideo tomado por Puncion
Lumbar

LC:  Liquido Cefalorraquideo tomado transquirirgico
P: Plasma



wi Fia INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
¢ % MANUEL VELASCO SUAREZ

:
. . ‘F Insurgentes Sur 3877

Lkb sl Col. La Fama, C. P. 14269
México, D.F., Tel. 56-06-14-07
http://www.innn.salud.gob.mx

México, D. F., a

DR. DANIEL SAN JUAN ORTA
JEFE DEL DEPTO. DE INVESTIGACION CLINICA,
PRESENTE.

A fin de cumplir con lo que exige la Ley General de Salud de México, y el Reglamento para
Investigacion Clinica del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez,
envio a usted:

El protocolo titulado “PROTEINA 14-3-3 COMO MARCADOR PARA REALIZAR PRUEBA
DIAGNOSTICO DE PACIENTE CON SOSPECHA DE HEMORRAGIA SUBARACNOIDEA NO
TRAUMATICA.

“, elaborado de acuerdo al formato oficial, firmado por todos los autores. Original y cuatro copias.

El formato de identificacion del &mbito de estudio del protocolo.

Para su evaluacion de acuerdo con los Principios Basicos Cientificos aceptados en las
Declaraciones sobre Investigacion Biomédica en seres humanos, de Helsinki [l en 1975, Venecia en
1983, Hong Kong en 1989, Sudafrica 1996, Edimburgo 2000, que sefialan textualmente “el protocolo
se remitird a un comité independiente del investigador y de la entidad patrocinadora, para
consideracion, comentarios y asesoramiento”, en lo cual se basara la aprobacion, en cuyo caso el
investigador principal se encargara de la direccion técnica del estudio y tendra las siguientes
atribuciones; cumplir los procedimientos indicados en el protocolo y solicitar autorizacion para la
modificacion en los casos necesarios sobre aspectos de ética y bioseguridad, documentar y registrar
todos los datos generados durante el estudio en el expediente clinico y su propio archivo sobre el
estudio, elaborar y presentar los informes parciales trimestrales y finales de la investigacion y
comprometerse en generar un producto cientifico.

ATENTAMENTE

Nombre y firma del Investigador Principal
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http://www.innn.salud.gob.mx/

FORMATO DE IDENTIFICACION DEL AMBITO DE ESTUDIO DE LOS PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION CLINICA

Titulo del proyecto: )
PROTEINA 14-3-3 COMO MARCADOR PARA REALIZAR PRUEBA DIAGNOSTICQ DE
PACIENTE CON SOSPECHA DE HEMORRAGIA SUBARACNOIDEA NO TRAUMATICA.

1) Mencione cual es la vinculacion de su proyecto de investigacion con las lineas de avance médico
actual y futuro:
Esta vinculado en investigaciones de enfermedad vascular cerebral.

2) Mencione el vinculo de su proyecto con las lineas de interés nacional:
Enfermedad Cerebro-vascular

3) Diga cdmo se vincula su investigacion con las lineas de interés para la Secretaria de Salud:
Enfermedad Cerebro-vascular

4) Diga como se vincula su proyecto con las lineas de interés para el Instituto:
Enfermedad Cerebro-vascular y factores diagnésticos

5) Mencione cuales son las lineas de investigacion de interés para usted mismo:
El desarrollo de un nuevo constructo diagnostico en el algoritmo establecido para la enfermedad
cerebro-vascular

Fecha: Firma del investigador:
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