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ABSTRACT

Background

Subarachnoid hemorrhage (SAH) resulting from ruptured cerebral aneurysms is
a neurological event with significant consequences, the incidence of ruptured
cerebral aneurysms ranges from 6 - 21 per 100,000 depending on the population
analyzed.(5,11)

Multiple experimental articles have demonstrated that nitric oxide levels are
decreased after subarachnoid hemorrhage, due to toxicity of oxyhemoglobin to
neurons containing neuronal nitric oxide synthase in the adventitia of the artery,
endogenous inhibition of endothelial NOS and scavenging of nitric oxide by
oxihemoglobin released from subarachnoid clot.

Clinical application of these findings has been limited, in this research we try to
describe the physiopathology of the endothelial NOS activity after a
subarachnoid hemorrhage, and propose the direct precursor of Nitric Oxide ,
L/ Arginine as a biological marker of severity.

Methods

We conducted a prospective cohort blinded study approved by our institution
review board, inclusion criteria, that is , where admitted in the first 24 hours of
the hemorrhage, not coming from a different hospital, had nothing PO on the
previous 8 hours have not taken any medication on the past 8 hours and wished
to participate, had Hunt and Hess classification 1 or 2 or WFNS 1 or 2, and gave
informed consent. Data pertaining to demographics, comorbidites admission
Glasgow coma Scale and Hunt and Hess scale were recorded at the moment the
patient was admitted to the emergency department under the suspected
diagnosis of ruptured aneurysm. We used multinomial regression (proportional
odds) to show the relationship between L-Arginine and index L-
Arginine/Citrulline and outcome at discharge which was graded according to

Glasgow outcome scale.
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We screened for two-way interactions, which are reported when present. Results
with p < .05 were considered significant. Statistical calculations were made with
standard commercial software (SPSS vs. 16).

Results

The L-Arginine levels had a mean of 74.02 pm/dl, SD 70.411 minimum of 24.97
and a max level of 412.55. The citruline levels where as follows, minimum of
10.95 maximum of 60.15 and a mean of 27.66 with a SD of 8.45. ROC curves were
constructed to illustrate the ability of the L-Arginine to predict independently a
poor outcome. The level at which L-Arginine was able to have the highest
sensibility was 100.02. with a sensibility of 74% to detect patients that where
graded as GOS 1 and 2. The logistic regression model resulted in Arginine as
exp(b) of 70/1 for a bad outcome graded as s Glasgow outcome scale.
Conclusions

The disruption of the L-Arginine -NOS - L-Citrulline is clearly involved in the
pathogenesis of SAH, and levels of L-Arginine above 100um are considered to

have a 70 fold probability of death or vegetative state.
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Antecedentes

La falla en la produccién-regulacion de la via del ON provoca varias alteraciones
que pudieran explicar adecuadamente los eventos patolégicos que suceden en
los pacientes con HSA, esto puede explicarse por inhibiciéon de la Oxido Nitrico
sintasa, este mecanismo ha sido propuesto por varios autores y demostrado a
nivel experimental, con esto tendriamos niveles elevados de L-Arginina y niveles
bajos de L-Citrulina para, con la consecuente incapacidad para la regulacion del
tono vascular, mayor agregacion plaquetaria que pudiera explicar los
microembolismos demostrados en los pacientes con HSA y la disfuncién

endotelial que opera en todos estos pacientes en menor o mayor medida

Material y Métodos

Se realizo un estudio prospectivo, que involucré 37 pacientes que acudieron al
servicio de Urgencias del INNN entre Julio 2006 y Noviembre 2007 con
diagnostico de Hemorragia subaracnoidea aneurismatica y que cumplieron con
los criterios de inclusién, ayuno, primeras 24hrs del ictus vascular, escala de
Hunt y Hess I o I o de la Federacion Mundial de Cirugia Neurologica de I o II

(pacientes que se consideraria por este criterio tienen buen pronostico).

El trabajo incluyo dos brazos de investigacion, el primero la determinacién de los
niveles de Arginina y Citrulina para estudiar los cambios que ocurren a nivel de
la produccién - regulaciéon de la formacién de Oxido Nitrico y su utilidad como
marcadores de severidad en pacientes con buen grado neurologico al ingreso y el
segundo brazo es el de evaluar si existen polimorfismos en el gen que codifica
para la Oxido Nitrico Sintasa endotelial que expliquen las diferentes respuestas

en cada paciente.
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Resultados

Mediante el andlisis multivariado entre los niveles de Arginina en el tercer y
cuarto cuartil y mediante la construccién de una curva de ROC, Se compararon
los niveles de arginina contra los pacientes que presentaron estados neurolégicos
pobres (Estado Vegetativo y Muerte) encontrdndose wuna asociacion
estadisticamente significativa con una P< 0.05, que se corroboro mediante

regresion logistica,
Conclusiones

El aumento en los niveles de L-Arginina por arriba de 100.2 pM, se traduce en
un paciente tiene 70 veces_mas posibilidades de muerte que los pacientes con ‘
niveles bajos de L-Arginina, La presencia de L-Arginina elevada entonces nos
lleva _a pensar en toda la via metabdlica intracelular de este aminoacido durante |

su proceso hasta la activacion de la forma inducible de la oxido nitrico sintasa.
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3.- MARCO TEORICO

Los Eventos vasculares cerebrales son una de las principales causas de
mortalidad y la principal causa de discapacidad dentro de las enfermedades
neurolégicas. La hemorragia subaracnoidea comprende aproximadamente entre
el 6 y 8% de los eventos vasculares cerebrales y aproximadamente el 50% tiene
un desenlace fatal.(11) Se calcula que existe una prevalecia de entre 7 y 20
personas por cada 100,000 habitantes que cursan con una malformacion del tipo
aneurismatica. A pesar de un gran avance en el tratamiento y diagnostico de la

hemorragia subaracnoidea el pronostico sigue siendo muy pobre.(1,11,2)

El vasoespasmo cerebral tardio (VCT) se define como una forma de
vasoconstriccion que reduce de manera importante el flujo cerebral y que sucede
tipicamente posterior a una hemorragia subaracnoidea, muchas veces secundaria
a ruptura aneurismatica. El vasoespasmo cerebral tardio se desarrolla hasta en
un 70% de los casos de hemorragia subaracnoidea y provoca hasta en un 36%
manifestaciones clinicas. A pesar del tratamiento actual el 50% de los pacientes

con vasoespasmo sintomatico desarrollaran un evento vascular isquemico. (11)

Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado y sin embargo su fisiopatologia
aun se mantiene poco entendida. Se ha propuesto que el mecanismo de
vasoconstriccion es multifactorial, sin embargo los procesos inflamatorios se
perfilan como uno de los candidatos mas importantes en la fisiopatologia de esta

complicacién, como se comenta mas adelante.

El diagnostico del vasoespasmo cerebral tardio muchas veces se hace cuando los
pacientes presentan manifestaciones clinicas. Hasta ahora el doppler transcraneal
es el tnico método para detectar el vasoespasmo asintomaético, sin embargo el

tiempo que transcurre entre la deteccion del vasoespasmo por doppler
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transcraneal y las manifestaciones clinicas es muy corto dejando una ventana

terapéutica muy pobre. (4,5)

Los cambios asociados al vasoespasmo cerebral tardio han sido descritos
ampliamente y se conocen dos fases : vasoconstriccion seguida de proliferacion
de la intima de los vasos sanguineos. La vasoconstriccion ocurre de manera
clasica 72hrs posteriores a la exposiciéon a la hemoglobina , y se asocia a la
aparicion de varias sustancias vasoactivas.

La vasoconstriccion provoca distorsion de las células endoteliales, aumentando
la permeabilidad endotelial, la expresion de las moléculas de adhesion celular ,
infiltracién leucocitaria a la intima , expresion de moléculas de adhesion
plaquetaria, entre otros fendmenos. La IgG y el sistema del complemento se han
estudiado también en el desarrollo del vasoespasmo; en algunos estudios se han
encontrado niveles elevados de esta inmunoglobulina, ademds de bandas
oligoclonales tanto en suero como liquido cefalorraquideo apoyando la teoria del
proceso inflamatorio como principal mecanismo en la fisiopatologia del

desarrollo del vasoespasmo.(11)

En un estudio reciente se demostré que el factor de Von Willebrand (vVWEF) y el
factor de crecimiento endotelial se encuentran elevados en pacientes con HSA
hasta tres dias antes del desarrollo de vasoespasmo.(14)

El factor de crecimiento endotelial se ha sugerido como precursor de los cambios
iniciales del vasoespasmo en la vasculatura general y se ha observado un
aumento en los niveles de este factor posterior a dafio endotelial. El factor de
crecimiento endotelial estimula la proliferacion celular, provoca aumento de la
permeabilidad endotelial facilita la migraciéon de las células del musculo liso
ademds de aumentar los niveles en la expresion de las moléculas de adhesion.

(11,14)
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Otra de las areas de mayor investigacion en cuanto a la fisiopatologia del VCT, es
la disminucién de la concentracion del Oxido Nitrico (ON), ademas de la
liberacién y produccién de radicales libres como el propio ON.

El oxido nitrico es producido en las células endoteliales, neuronas, glia y
macrofagos por tres isoformas de la NOS. (6)

El Oxido nitrico es un potente vasodilatador, ademas de un inhibidor importante
de la activaciéon plaquetaria, proliferaciéon de las células del musculo liso y
apotosis de las células endoteliales.

La unién de la oxihemoglobina al ON es uno de los mecanismos asociados a la
disminucién de la concentraciéon de esta molécula posterior a la HSA. En
estudios previos se ha mostrado que el aumento mediante donadores de ON y
reguladores de la actividad de la Oxido Nitrico Sintasa (eNOS) mejora de manera
importante el vasoespasmo en los modelos experimentales.(6,11)

La homeostasis vascular es dependiente del balance entre sustancias
vasocontrsictoras como la endotelina 1 y sustancias vasodilatadores como el
Oxido Nitrico, como se menciono anteriormente el Oxido nitrico se une de
manera avida a la hemoglobina y por tanto disminuye su actividad con la
consecuente disfuncién endotelial, agregaciéon plaquetaria y alteraciones en el
tono vascular.(15)

El oxido nitrico es un segundo mensajero que puede ser sintetizado en el sistema
nervioso por tres distintas isoformas de una enzima, la ON sintasa neuronal,
(nNOS), la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la forma inducible de la
oxido nitrico sintasa (iNOS).! eNOS y nNOS son similares, la forma inducible
difiere de estas dos ultimas en que esta se encuentra regulada principalmente por
procesos inflamatorios y su actividad se ve aumentada mediante los mismos
mediadores quimicos que se generan ante cualquier situaciéon de estrés. Sin

embargo hay varias situaciones especificas que comentar y entender: la iNOS es

1
Lee J, Ryu Hoon,Ferrante R. Translational control of iNOS expressin by arginine can explain the arginine paradox. PNAS April
100(8) 2003.
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capaz de producir grandes cantidades de ON en situaciones especificas, sin
embargo la activacion persistente de iNOS puede genera niveles téxicos de ON
provocando oxidacion de proteinas y lipidos. La producciéon excesiva de ON
mediante iNOS ha sido implicada ya en diferentes procesos como son,
enfermedad de Parkinson, demencias, Enfermedad de Alzheimer, eventos
vasculares cerebrales diferentes a la hemorragia subaracnoidea y la esclerosis
lateral amiotrofica. Esta asociacién con distintas enfermedades ha provocado que
los estudios al respecto aumenten exponencialmente.” En respuesta a estimulos
inflamatorios como puede ser la hemorragia subaracnoidea la arginina (L-
Arginina) es transportada a la célula (incluyendo la microglia) mediante
transportadores especificos. Sin embargo a pesar de encontrase en
concentraciones elevadas, es necesario el transporte de L-arginina para la
activacion de iNOS, es decir a pesar de encontrarse L-Arginina en
concentraciones que deberian saturar a la enzima, esta requiere de la
transportaciéon de L-Arginina para activarse. Este fenémeno se conoce como la
paradoja de la arginina.(15)

Los factores genéticos parecen ser de gran importancia en la patogénesis de la
enfermedad cerebro vascular, pero las bases moleculares para esta
predisposicién genética se desconocen. En muy pocos pacientes con causas raras
de EVC, frecuentemente secundarias a alteraciones metabolicas y de coagulacién,
se conoce alguna anormalidad genética; sin embargo, en la mayoria de los
pacientes las bases genéticas parecen ser poligénicas, actuando de manera
independiente o por efectos que son influenciados o que predisponen, conocidos

como factores de riesgo, tales como la hipertension (21).

La produccién del Oxido Nitrico esta regulada por multiples mecanismos y de
igual forma los procesos mérbidos como puede ser la hemorragia subaracnoidea

pueden provocar alteraciones en la produccién de dicha molécula. De acuerdo

* Fischer G. 1985. Cell Res. 159. 273-279
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con algunos estudios que se revisaron,la produccién y disponibilidad de L-
Arginina se pensaba actuaba directamente proporcional a la produccién de
Oxido Nitrico mediante la enzima Oxido Nitrico Sintasa, hoy en dia se conoce
que esto no es del todo real.

Existen multiples publicaciones en las cuales los derivados metilados de la L-
Arginina como la di-metilarginina asimétrica (ADMA) se asocia con mal
pronostico en pacientes con enfermedad cardiovascular con un mal pronosti.
Desafortunadamente en enfermedad cerebro vascular y en especifico en cuanto a
hemorragia subaracnoidea, la literatura es muy pobre.

La arginina es el tinico substrato conocido para la produccién de Oxido Nitrico
(ON), en el sistema nervioso el ON participa en multiples procesos y acttia en
respuesta a estimulos nocivos pero igualmente en exceso puede provocar
afeccion.

La Arginina esta clasificada como un aminoacido semiesencial , esto se alude a la
necesidad de tomar la arginina de la dieta durante el desarrollo, sin embargo
durante periodos de enfermedad o estrés metabdlico como puede ser una
respuesta inflamatoria sistémica aumenta la sintesis arginina. El presente trabajo
parte de la base que durante un episodio de hemorragia subaracnoidea, existe
una respuesta inflamatoria sistémica como ocurre en cualquier episodio en que el
endotelio responde a una agresion, en este sentido podemos suponer que existe
una mayor produccién de arginina que serd de forma directamente proporcional
a la magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica. La sintesis de novo de
arginina requiere del metabolismo y transporte de citrulina este aminodacido se
sintetiza en el ciclo de la urea a partir de la Ornitina.

®Figura 1

® En el esquema observamos de forma muy resumida la produccion de ON a partir de
Arginina, nuestro target en el presente trabajo sera precisamente obtener los niveles de
Arginina y Citrulina.
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Citrulina

Aspartato
Citrulina . . o
Arginosuccinato La arginina es el
substrato de
o todas las
Arginina
isoformas de

ON Sintasa

Oxido  Nitrico

. Sintasa y

algunos
analogos de la L-Arginina son potentes inhibidores de la misma, en este

contexto debemos pensar que la biodisponibilidad de L Arginina es necesaria

para la sintesis de ON pero su acumulacion puede resultar de procesos

patolégicos como el que estudiamos en este trabajo, la hemorragia

subaracnoidea.

El endotelio juega un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
vascular. Como ya mencionamos en este trabajo el oxido nitrico es fundamental

para mantener el equilibrio entre flujo sanguineo y tono vascular. La disfuncién
en la via L-Arginina-Oxido Nitrico, provoca alteraciones cardiovasculares que
han sido ampliamente descritas en la literatura, en este trabajo nos enfocaremos
en las alteraciones provocadas a nivel endotelial y la inflamacién vascular que

esta disfuncion puede provocar.

La Paradoja de la L-Arginina consiste en la estimulacién de la sintesis del ON al
aumentar la concentracién extracelular de L-Arginina a pesar de que a nivel
intracelular dicho aminoacido se encuentra en concentracién suficiente para

saturar a la NOS. En estudios experimentales se ha demostrado que el
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suplemento de L-Arginina en conejos inhibe la agregaciéon plaquetaria, la
adhesiéon monocitaria y reduce la proliferacién de musculo liso a nivel de los
vasos sanguineos. Sin embargo los estudios in vitro, contrastan de forma

importante con los estudios in vivo provocando el efecto contrario (24)

NOS es incapaz de utilizar ADMA como sustrato para lo producciéon de ON.
ADMA inhibe la actividad de la NOS y puede ser perjudicial como se ha
demostrado en estudios con respecto a enfermedad cardiovascular. A la fecha no
existe ningdn estudio en humanos que busque un marcador bioquimico de la
produccién del oxido nitrico para la determinaciéon de la severidad de los

pacientes.

A la fecha se conocen otros inhibidores de la enzima responsable de la
produccién del Oxido Nitrico, entre ellos estdn derivados metilados de la L-
Arginina sin embargo hasta ahora el mas potente inhibidor de la forma inducible
de la Oxido Nitrico Sintasa es precisamente ADMA (25) en el presente trabajo
intentaremos describir que ocurre en estos pacientes a nivel bioquimico con
respecto a la produccién del Oxido Nitrico, y tratar de aplicarlo en la clinica
como marcador de severidad en pacientes con diagnostico de Hemorragia

subaracnoida grado I o I de la escala de Hunt y Hess.

Existen varios genes que se encuentran relacionados con el sistema endotelial,
entre ellos el que codifica para la sintasa del 6xido nitrico endotelial (SONe)
encargada de la formacion de 6xido nitrico (NO) a partir de la L-arginina (19). El
interés por esta enzima ha crecido enormemente por presentar polimorfismos
considerados factores de riesgo para el desarrollo de hemorragia subaracnoidea
y vasoespasmo cerebral (20), enfermedad cerebro vascular isquémica (21), infarto

lacunar ( 19).
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Se ha reportado un polimorfismo en el exén 7 del gen de la NOS endotelial como
un fuerte factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad arterial coronaria, es
una transicién en la posicion 894 del gen que cambia una guanina por una
citosina (G894T), este polimorfismo da como resultado el cambio del aminoacido

glutamina por el aminodcido aspartico (21).

Otro polimorfismo en la region 5° del gen de la SON es la transicion T786C que
cambia una timina por una citosina afectando la expresion de la SON endotelial
y resultando en una disminucién en la producciéon de 6xido nitrico, ha sido
implicado en el espasmo coronario en japoneses (18).

En otro estudio realizado por Wang, examiné la frecuencia de un repetido en
tandem de numero variable (VNTR) de 4 o 5 repetidos de 27 pares de bases
denominados 4b/4a respectivamente en el intron 4 del gen de la SON
endotelial, encontrando una asociacién positiva entre el polimorfismo 4a y el

riego de enfermedad arterial coronaria dependiente del tabaquismo. (23).

Existen varias razones para enfocar el estudio de los polimorfismos de la SONe
en enfermedades vasculares. Primero, el 6xido nitrico derivado de las formas
constitutivas de la sintasa del 6xido nitrico actia como un potente vasodilatador
e inhibidor de la inflamacién, de la proliferacion celular de musculo liso y de la
agregacion plaquetaria (22). Segundo, hay evidencias bioquimicas,
inmunohistoquimicas y funcionales en donde se demuestra una alteraciéon en
sefializacion del NO después de una hemorragia subaracnoidea experimental en
animales y una alteraciéon en la capacidad de produccién de NO en liquido
cerebroespinal en humanos después de una hemorragia subaracnoidea (20).
Tercero, la sobre expresiéon en animales de la SON ha mostrado tener un efecto
vaso protector. Cuarto, los animales Knockout de la SONe desarrollan
hipertensiéon, enfermedad arterial coronaria, y formacién aneurismica adrtica.

Quinto, La isoforma inducible de la SON y una disminucién en la actividad de la
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SON endotelial pueden generar radicales libres afectando la estructura y funcion

de las paredes de los vasos sanguineos (20).

El conocimiento de los mecanismos involucrados en el desarrollo del
vasoespasmo puede dirigirnos hacia mejores y nuevas terapias que ayuden a
mejorar el prondstico de los pacientes. Recientemente se han intentado nuevas
formas medicas para el tratamiento de estos pacientes, sin embargo aun esta
pendiente entender de mejor forma la participacion del oxido nitrico en la
disfuncién endotelial que sufren estos pacientes para tener nuevos targets

terapeuticos.

JUSTIFICACION

Recientemente se han intentado nuevas formas medicas para el tratamiento de
estos pacientes, sin embargo aun esta pendiente entender de mejor forma la
participacion del oxido nitrico en la disfuncién endotelial que sufren estos
pacientes para tener nuevos targets terapeuticos.

Las clasificaciones actuales que usualmente se usan en Neurocirugia como
marcadores de severidad, morta y morbilidad tienen un valor predicitivo
negativo muy pobre con una especificidad baja, y de forma bioquimica no se ha
encontrado un marcador que tenga una adecuada correlacion con el pronostico

del paciente.
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4.- OBJETIVOS
e Analizar los niveles plasmaticos de Arginina y citrulina

comparativamente con las escalas de enfermedad vascular cerebral.( GOS

, Rankin)

e Evaluar la utilidad del andlisis al ingreso de los niveles de L-Arginina,
Citrulina y el Indice L-Arginina/Citrulina en plasma como factor de mal
pronostico en pacientes con diagnostico de Hemorragia subaracnoidea

aneurismatica.

e Evaluar la presencia de polimorfismos genéticos de la enzima oxido

nitrico sintasa endotelial.
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5.- HIPOTESIS

H1 : Los niveles plasmaticos de L-Arginina y citrulina se asocian con la severidad

del vasoespasmo y a la escala de Glasgow de salida (GOS)
Ho : Los niveles de actividad de Oxido nitrico sintasa, medidos de forma

indirecta mediante la determinacién de I- arginina y citrulina no se modificaran

con respecto a la severidad y a la aparicién de vasoespasmo.
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6.- MATERIAL Y METODOS

Universo del estudio

Se calculo una muestra de 32 pacientes de acuerdo a la prevalencia de la
enfermedad en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Se
incluyeron los pacientes mayores de 17 afios, que cumplieran con los demds
criterios de inclusiéon del protocolo, de ambos sexos y con diagnostico de

Hemorragia subaracnoidea de etiologia aneurismaética.

El trabajo se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de

Neurologia y Neurocirugia en colaboracién con los siguientes departamentos

entre Julio 2006 y Noviembre 2007.

Servicio de Neurocirugia.
Servicio de Neurologia.
Terapia Intensiva Neurolégica

Departamento de Neuroquimica INNN.

© O O o o

Departamento de Genética INNN.

Se realizo un estudio prospectivo, de cohorte. Se tomaron para el estudio todos
los pacientes con diagnostico de hemorragia subaracnoidea que ingresaron al
servicio de Urgencias del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
dentro de las primeras 24hrs posteriores al evento vascular, entre Julio del 2006 y
Noviembre del 2007. Que cumplieran con los siguientes criterios de inclusion:

a) Firmar consentimiento informado.

b) Edad 17 - 70 afios.

c) Llegar en las primeras 24hrs del ictus vascular.

d) Ayuno de por lo menos 8 horas.

e) Grado neurologico al ingreso HyH 102y WFNS1 02
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f) Diagnostico de Hemorragia subaracnoidea realizado mediante
Tomografia simple y/o en su defecto mediante puncién lumbar.
g) Diagnostico de Aneurisma mediante angiografia por sustraccion digital.

h) No haber tomado medicamentos antinflamatorios_en las ultimas 8 horas.

Se realizo analisis estadistico mediante software SPSS version 16. Se utilizo
estadistica descriptiva y analitica para la evaluacién de los resultados. El trabajo
fue ciego tanto al evaluador clinico como para los departamentos de

neuroquimica y genética.

Se realizo prueba de Chi cuadrada, y Mann-Whitney para determinar si existian
asociaciones entre las variables L-arginina, Citrulina, con la escala de GOS y
mortalidad, dias de estancia intrahospitalaria, edad , sexo. Se tomo como valor

significativo una P< 0.05.

Se determino mediante la division de resultados en cuartiles de L- Arginina para
comparar los resultados mas altos con la escala de Glasgow de Salida, se
determino ademaés mediante una curva de ROC, la sensibilidad mas alta a la cual

una valor determinado pudiera predecir mortalidad.

Se realizo una regresion logistica para corroborar de esa forma la capacidad de
predecir mortalidad por la L-arginina como un factor independiente, se utilizo la
glucosa en el analisis estadistico conociendo que esta como marcador bioquimica

esta demostrado tiene una asociacién como marcador de mal pronostico.

Se tomaron muestras de 20ml de sangre periférica a todos los pacientes que
aceptaron ingresar al protocolo y que cumplieron con los criterios de inclusion
del mismo, se almacenaron las muestras en tubos de ensayo con EDTA

previamente rotulados mediante numeracién seriada, las muestras fueron
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llevadas al departamento de neuroquimica para la determinacién de Arginina y

Citrulina.

Procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre completa fueron centrifugadas a 3000 rpm y se separ? el
plasma, el cual se almacen¢ a -80°C hasta su andlisis. Alicuotas de plasma fueron
desproteinizadas con &cido percldrico, neutralizadas con carbonato de potasio y
centrifugadas a 10000 rpm por 10 min. Los sobrenadantes fueron colectados para
el andlisis de arginina y citrulina por cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) con detector de fluorescencia.

Analisis cromatografico

La cuantificacién de arginina y citrulina se llev6 a cabo por HPLC como ha sido
reportado (16) con algunas modificaciones. Las muestras fueron derivatizadas
con o-ftalaldehido/mercaptoetanol e inyectadas a una bomba cuaternaria Serie
1100 (Agilent Technologies). La eluciéon de llevé a cabo en una columna
Adsorbosphere OPA HS (100x4.6 mm, 5 um diametro de particula, Alltech)
utilizando como fase mévil un amortiguador de acetatos (AcO, 50 mM, pH 5.9),
junto con tetrahidrofurano (THF) y metanol absoluto (MetOH) grado HPLC a
una velocidad de flujo de 1.5 ml/min. El programa de solventes utilizado (27
min) consté6 de un periodo de elucién isocrdtica (min 0-5) seguido de un
gradiente lineal (min 5-27) como se describe a continuacién: THF 1.0% 0-27 min;
AcO 89% min 0-5, 89-77% min 5-27), MetOH 10% min 0-5, 10-22% min 5-27. Las
sefiales fueron detectadas a longitudes de onda de excitaciéon/emision de
232/455 nm y se analizaron con un software ChemStation (Agilent

Technologies).

Para la determinacién de los polimorfismos genéticos se realizo el siguiente

procedimiento :
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Se amplificaron las regiones donde se encuentran los polimorfismos G894T,
T786C y 4a/4a en el gen de la sintasa del 6xido nitrico endotelial mediante PCR

utilizando 100 ng de DNA y 100 ng de los siguientes primers:

Para genotipificacion del polimorfismo G894T el primer forward
5'GCATTCAGCACGGCTGGA, y el primer reverse
5" GCTCCAGGGGCACCTCAA.

Para la genotipificaciéon del polimorfismo T786C el primer forward 5'-
TITCTCCAGCCCCTCAGATG-3", y el primer reverse 5- AGGCCCAGC
AAGGATGTAGT-3".

Para la genotipificacion del polimorfismo 4b/4a el primer forward 5°-
AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3" y el primer reverse 5-
TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3".

Ademas 200 uM de dNTPs, 10 mM tris-HCL pH 8.3, 1.5 mM de MgCl,, 50 mM
KCl, Img TRITON X-100/ml, 1 U de taq polimerasa en un volumen total de 100
ul. Las condiciones de reaccién fueron: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a
95°C seguido por 35 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min a 59°C y 2 min a 72°C, con una
extension final de 10 min a 72°C. Los productos de las reacciones para los
polimorfismos T-786C se pusieron a digerir con las enzimas de restriccion BanlI
y NgoMI respectivamente, posteriormente se analizardn en geles de
poliacrilamida al 10% no desnaturalizante, para finalmente visualizar los
polimorfismos con bromuro de etidio y luz ultravioleta. Por lo que respecta al
polimorfismo 4b/4a, el producto de reaccion de PCR se corri6 en un gel de
acrilamida al 10 % no desnaturalizante para posteriormente tefiirlo con bromuro

de etidio y visualizarlo en luz ultravioleta.
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Manejo clinico

Todos los pacientes fueron manejados como lo marca el protocolo interno de
manejo de pacientes con hemorragia subaracnoidea aneurismética del INNN.
Los pacientes fueron llevados ya sea a la unidad de cuidados intermedios o
intensivos segun sea el caso, recibieron 60mg de Nimodipino cada 4hrs como
manejo profilactico por posible vasoespasmo. Se manejaron con solucion salina
0.9% a 1ml/kg/hr, ademds de rehomacrodex 500ml cada 24hrs hasta mantener
POVC 12/14mmhg, Los pacientes fueron tratados mediante clipaje del
aneurisma de forma temprana todos los pacientes fueron tratados en las
primeras 24hrs de su ingreso a urgencias.

Los pacientes fueron evaluados mediante escalas convencionales de severidad
como son la de la Federacién Mundial de Cirugia neurolégica, la escala de Hunt
y Hess y la escala de Fisher. El seguimiento fue mediante escala de Glasgow de

salida.

Todas las muestras sanguineas fueron tomadas antes de iniciar cualquier tipo de

manejo medico.

Criterios de exclusién
a) No firmaron consentimiento informado.
b) Menores de 17 afios
c) Pacientes con Intubacion orotraqueal y ventilacién mecanica asistida_a su
ingreso.
d) Escala de Glasgow inicial igual o menor a 12.

e) Hunty Hess3 04.
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Criterios de eliminacién.
a) Pacientes referidos de otra institucién y tratados previamente con
cualquier medicamento o que no estuvieran en ayuno.

b) Pacientes que solicitaron alta voluntaria.

PARAMETROS DEL ESTUDIO

1.- CLINICOS

e Escala de Fisher

e Escala de Hunt y Hess

e Escala de Barthel.

e Escala de Glasgow de salida.

e Escala de Rankin.

2.- NEURORADIOLOGICOS

e Tomografia computada de craneo.
e Doppler transcraneal.

e Angiografia por sustraccion digital.

3.- LABORATORIO

e Niveles en plasma de Arginina y Citrulina

e Biometria Hematica completa, Quimica sanguinea , TP y TPT.

e Determinacion de polimorfismos genéticos de la eNOS.
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RECURSOS

1.- HUMANOS

e Personal Medico de Neurocirugia.

e Personal Medico de Neurologia.

e Departamento de Neuroquimica.

e Personal Medico de Neurorradiologia.

e Personal Medico de Terapia Endovascular.

e Personal de enfermeria.

2.- FISICOS

o Area de Urgencias del INNN.
e Unidad de Neuroimagen.

e Quiréfanos.

e Area de Neurocirugia.

e Area de Neurologia.

o UTIM.

e UTL

e Consulta Externa.



Independientes Dependientes
Variable Escala Variable Escala
Edad Cuantitativa Mortalidad Nominal
discreta dicotomica
Sexo Nominal GOS Cualitativa
dicotomica Ordinal
HyH Cualitativa Ordinal | Estancia Cuantitativa
Intrahospitalaria | Discreta
Fisher Cualitativa Ordinal | Vasoespasmo Nominal
dicotomca
L-Arginina Cuantitativa Morbilidad Nominal
discreta Mayor Dicotomica
Citrulina Cuantitativa GOS Cat Nominal
discreta Dicotomica

Definicién de variables
Vasoespasmo : se determino _vasoespasmo mediante el uso de Doppler

transcraneal con indice de Lindergaard igual o superior a 3.

Vasoespasmo sintomatico : Se considero cuando el indice de Lindergaard era
igual o superior a 3 pero ademas habia la presencia de sintomas neurolégicos
agregados a la exploracién clinica inicial del paciente y que no pudieran
considerarse secundarios a ninguna otra causa o la presencia de infartos en

“parches” por TC.
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Morbilidad Mayor: Evento de hemorragia subaracnoidea que desarrolla falla en
un 6rgano o mas. Déficit neurolégico que incapacite la vida diaria y no permita

independencia del sujeto.

GOS : (Glasgow Outcome Scale) : Se divide en cinco grados, grado 1 se refiere a
muerte, grado 2 estado vegetativo persistente, grado 3 incapciadad severa, grado

4 incapacidad leve, grado 5 normal.

GOS Categorico : Se defini6 como mal pronostico pacientes con grados 1,2,3 y
buen pronostico grados 4 y 5. Otorgando un punto a grados 1,2,3 y 0 puntos a los

grados 4,5 esto con fines de evaluacion estadistica.

GOS Morbimortalidad : esta variable categérica fue muy similar a la anterior
pero en este caso solo incluimos a los pacientes que se encontraron en grados 1y

2 de la escala de Glasgow de Salida.

Hunt y Hess: Escala de severidad utilizada comtnmente en servicios de
Neurocirugia en pacientes con hemorragia subaracnoidea. Se divide en cuatro

grados I al IV.

Estancia Intrahospitalaria prolongada : Se considero la estancia intrahospitalaria
prolongada cuando los pacientes permanecieron dos desviaciones estandar mas
de la media de todos los pacientes incluidos en el estudio. En este caso mas de 8

dias de estancia intrahospitalaria.
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Algoritmo Metodolégico

Paciente en Urgencias INNN
Diagnostico de HSA

¥

Criterios de Incliision

No

v

eliminacion

Se toman 20ml sangre periférica

v

Fisher

Angiografia

HyH

Aneurisma?
NED

Donnler

v

Sequimiento

l

Analisis
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7.- RESULTADOS

Se lograron captar en total 211 pacientes con diagnostico de Hemorragia
subaracnoidea de forma consecutiva, de estos pacientes solo 37 cumplieron con
los criterios de inclusién, la mayoria llegaron después de 24hrs del ictus vascular

o provenian de otro hospital.

Los pacientes que se integraron al protocolo debian venir en las primeras 24hrs
ya que uno de los objetivos de este protocolo es el de encontrar un indicador
bioquimico que pudiera utilizarse como marcador temprano de vasoespasmo

cerebral y de mortalidad.

De los 37 pacientes incluidos, uno tuvo que ser eliminado del anélisis estadistico
ya que la muestra para la determinaciéon de Arginina y Citrulina no se encontr6

en adecuadas condiciones para su estudio.

De los 37 pacientes 20 eran mujeres y 17 hombres, la edad promedio fue de 46.97

afios, con una minima de 17 y méxima de 69.

Std.
N minima | maxima | Promedio
Deviation
Edad 37 17 69 46.97 13.376

En todos los pacientes se logro diagnosticar la presencia de un aneurisma roto,
dos en el segmento coroideo, 11 en el segmento comunicante posterior derecho,
17 en la arteria comunicante anterior, 1 en el segmento A2, 4 en el segmento M1,

1 de circulaciéon posterior 1 hipofisiario. Esta distribuciéon _es similar a la
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reportada de forma habitual a la literatura encontrando la mayoria de los

aneurismas en la arteria comunicante anterior y segmento comunicante

posterior.

Frecuencia | Porcentaje

Coroideo 2
Com Post 11
AcomA 17

A2 1

M1 4
Hipofisiario 1
Circulacion Posterior 1
Total 37

Localizacion

20—

154

Frequency
T

o T T T T T T T

ACID Com Post AcomA A2 M1 M3 Circulacion
Posterior

Localizacion
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Escala HyH Frecuencia

HyH1 14
HyH?2 23
Total 37

La escala de Hunt y Hess, se encontr¢ de la siguiente forma, en grado uno, 14

pacientes, en grado dos 23 pacientes.

La escala de Fisher, muestra una distribuciéon también parecida a la reportada en
la mayoria de la literatura e incluso muy similar a la presentada en el articulo
original de este autor.” Fisher uno 2 pacientes, en ambos pacientes se realizo
puncion lumbar posterior a la toma de la muestra sanguinea. Fisher dos con 4

pacientes, Fisher tres 15 pacientes y Fisher cuatro con 16 pacientes.

Fisher Frecuencia
Fisher 1 2
Fisher 2 4
Fisher 3 15
Fisher 4 16
Total 37

* Fisher et al. Neurosurgery enero 1980.
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Histogram

20—
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Frequency
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Mean = 3.22
Std. Dev. = 0.854
0 N =37

Otra de las escalas que fueron evaluadas al momento del ingreso de los pacientes
fue el Glasgow de entrada o inicial, este pardmetro ha sido ampliamente descrito
en la literatura como uno de los principales factores pronostico en los pacientes
con hemorragia subaracnoidea. 25 pacientes el 67% se presentaron con un
Glasgow de 15 es decir el maximo puntaje, 12 pacientes 32.5% se presentaron con
Glasgow de entre 12y 14 . Es decir el 100% de los pacientes que tenemos en este
estudio llegaron con una calificacion de Glasgow que les conferia un buen

pronostico.

La escala de la Federacion Mundial de Cirugia Neurolégica (WEFNS), utiliza

precisamente el Glasgow como principal pardmetro para establecer la severidad
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Frequency

con la que ingresa un paciente a la sala de urgencias, y divide esta en cuatro
grados, siendo los grados I y II los de mejor pronostico, en nuestra poblacién se

encontraron entonces 25 pacientes en Grado I y 12 pacientes en grado II

Estancia intrahospitalaria

Histogram

DEIH Frequencia | %
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14.0

18.6
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Mean = 7.42
Std. Dev. = 2.7
N= 36ev 12

2.5
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5 75 10 12.5 15 14
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23

DEIH

La mayor frecuencia de estancia intrahospitalaria _se encontré en seis dias, es
decir la mayoria de los pacientes estuvieron internados 6 dias
independientemente del estado en el que fueron egresados, el minimo fue de 4
dias el maximo de estancia intrahospitalaria para estos pacientes fue de 14 dias.
La frecuencia se encuentra representada en la tabla . En este caso definimos como
estancia intrahospitalaria prolongada aquellos pacientes que permanecieron por
mas de ocho dias, esto definido mediante la media y dos veces la desviacion
estandar del promedio en nuestro grupo de pacientes. 14 pacientes en total
tuvieron una estancia prolongada de acuerdo a nuestra clasificacion.

En cuanto a la relacién que existe entre la estancia intrahospitalaria prolongada y

el Glasgow de salida podemos decir que no hay correlacién estadisticamente
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significativa, se utilizo una prueba de Mann Whitney al categorizar la estancia
prolongada de acuerdo a los criterios establecidos previamente P= 0.68..

De acuerdo a la escala de valoraciéon de Glasgow de Salida observamos que
clasificamos al egreso como estados pobres con morbi mortalidad a los pacientes
con GOS de uno o dos, en este caso en nuestro estudio se encontraron 7 pacientes
con un estado pobre. El porcentaje de mortalidad fue de 13%, que _es similar al
reportado habitualmente en la literatura. A partir de estas caracteristicas
demograficas de los pacientes es que iniciamos nuestro andlisis estadistico. En
cuanto a los pacientes que desarrollaron vasoespasmo encontramos, que 15
pacientes desarrollaron vasoespasmo leve o asintomdtico Unicamente
diagnosticado mediante Doppler con indice de Lindergaard igual o superior a

tres, 9 desarrollaron vasoespasmo sintomatico.

15= ? y Dot/Lines show counts

Dot/Lines show counts

10=

Pacientes

G

0 | I I I

Sin vasoespasmo vasoespasmo moderado
Vasoespasmo leve Vasespasmo sever
Vasoespasmo
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Frecuenci Por
GOS a ciento
Muerte 5 13
Vegetativo 2 5
Incapacidad 4 10
severa
Incapacidad 10 o7
moderada
Buena 5 16 43
recuperacion
Arginina, Citrulina e indice Arginina/Citrulina
N minimo Maximo Promedio | Desv. estandar
Arginina/citrulina 36 1.00 16.69 2.7853 2.71492
Arginina (uM) 36 24.97 412.55 74.0236 70.41194
Citrulina (uM) 36 10.95 60.15 27.6622 8.45459
400.00 — T
300.00 —
i
<
& 200.00—
100.00— E £ 19
; :
0.00—

I I
Muerte

Vegetativo

Incapacidad
severa

GOS

Incapacidad
moderada

Buena
recuperacion
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Los valores de Arginina fueron de la siguiente forma, el minimo encontrado fue
de 24.97 pM el maximo de 412.97 uM con un promedio de 74.02 pM y una
desviacién estandar de 70.41 uM. La citrulina vario mucho menos, con un

minimo de 10.95 uM y maximo de 60.15 uM con una desviacion estdndar de solo

8.45 UM.

1.00= v Dot/Lines show Means

0.80=
% ol O
G
= 0.60
]
=
&)
(@)
S
T .40

0.20=

I I I I I
Muerte Incapacidad svera Buena recuperacion
Vegetativo Incapacidad moderada

GOS
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En el analisis de los resultados de Arginina al momento del ingreso del paciente
con las condiciones en que el paciente se egreso del servicio encontramos lo
siguiente, 24 pacientes tuvieron niveles de L-Arginina que pudieran encontrarse

fuera de los rangos que se han reportado en humanos (40 - 70 1M ) en personas

aparentemente sin patologia alguna(24).

13 pacientes tuvieron niveles superiores a 70 uM. Al relacionar los pacientes con
niveles por arriba de 70 uM con la evolucion del paciente durante su
internamiento hay una elevacion estadistidisticamente significativa en cuanto a
los niveles de Arginina y los pacientes que tienen grados pobres principalmente
1y 2 en la escala de Glasgow de salida (GOS), es decir a mayor concentraciéon de

Arginina mayor posibilidad de obtener puntajes de Glasgow mas bajos .
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citcuart
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severa moderada recuperacion
GOS

Se decidi6 realizar una divisiéon de los niveles de Arginina en cuartiles esto con el

fin de simplificar el andlisis estadistico comparativo entre los pacientes con

niveles altos de L-Arginina y el grado que obtuvieron en cuanto al egreso se

refiere. ”

Variable Prueba Valor P
Genero (Sexo) Mann Whitney U 324
Fisher Mann Whitney U .383
Arginina Categorica Mann Whitney U .054
Hb Pearson 0.22
Leucocitos Pearson 0.71
Glucosa Pearson 0.05

Tabla. Muestra las variables utilizadas para correlacionar inicialmente con el pronostico de acuerdo a la clasificacion de Glasgow de

Salida. Observamos que La glucosa y La Arginina categorica *(Arginina igual o superior a 74) alcanzan significancia estadistica

¥ En la grafica observamos la division de los valores obtenidos de la Citrulina y graficandolos contra la escala de Glasgow de Salida,
como apreciamos claramente los pacientes con estados pobres neurologicos se encuentran en los cuartiles 50 % y 75%, a dieferencia
de los pacientes que se encuentran con grados de discapacidad moderada a buena recuperacion que se encuentran en el cuartil 25%.
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En el caso de la citrulina encontramos que no fue significativa la diferencia entre
los niveles mas superiores e incluso por arriba de la media con el desarrollo de
vasoespasmo sintomatico, ni con la clasificacion de Glasgow de salida de los
pacientes (= 0.98) Los niveles de citrulina no variaron significativamente entre

los grupos acorde al egreso del paciente (T Student P= 0.87) Sin embargo al

graficar los cuartiles de los resultados de Citrulina a pesar de no ser
estadisticamente significativos practicamente inverso al encontrado en los

resultados de L-Arginina.

Realizamos una curva de ROC para encontrar el valor al cual la L-Arginina
podria predecir con mejor sensibilidad “mal pronostico” en los pacientes con
hemorragia subaracnoidea, definiendo mal pronostico pacientes con grados en la
escala de Glasgow de Salida de entre 1y 2 ya fuera muerte o con estados de

discapacidad severa.

La curva mostr6 un valor de 100.2 uM como el valor al cual el 74% de los

pacientes presentaran una escala de Glasgow de Salida de entre 1y 2.
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ROC Curve
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Realizamos el mismo procedimiento para evaluar si existia una asociaciéon entre
los niveles de L-Arginina y el vasoespasmo sintomatico, encontrando lo
siguiente, la sensibilidad mas alta para la L-Arginina por arriba de 100.2 uM es
solo de 54%, en este caso la arginina como marcador para detectar en etapas
tempranas la posibilidad de vasoespasmo no es mayor que las escalas utilizadas

en la actualidad como puede ser la escala de Fisher.

Variable Prueba Valor P
Genero (Sexo) Mann Whitney U 424
Fisher Mann Whitney U .633
Hunt y Hess Mann Whitney U .087
Hb Pearson 0.32
Leucocitos Pearson 0.08
Glucosa Mann Whitney U 0.03
Na Mann Whitney U 0.54
K Mann Whitney U 0.89
Cl Mann Whitney U 0.54

Tabla. Muestra las variables utilizadas para correlacionar los parametros de laboratorio utilizados habitualmente en los pacientes con
diagnostico de Hemorragia Subaracnoidea con los niveles de Arginina. * Se utilizo nuevamente la variable de Arginina Categorica.
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Analisis Multivariado.
Tomando en cuenta las correlaciones realizadas en los anélisis previos y

resumidas en la tabla previa, se decidi6 realizar el anélisis multivariado

siguiente:
Variables in the Equation

95,0% C.l.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step  argcuart(l1) 4,257 2,130 3,996 1 ,046 70,607 1,087 | 4586,769
1 Glucosa ,010 ,012 ,662 1 416 1,010 ,987 1,033
Plaquetas ,000 ,000 ,862 1 ,353 1,000 1,000 1,000
Leucos ,001 ,000 2,524 1 112 1,001 1,000 1,001

Constant -12,236 6,242 3,843 1 ,050 ,000

a. Variable(s) entered on step 1: argcuart, Glucosa, Plaquetas, Leucos.

Hosmer and Lemeshow Test

Step Chi-square df Sig.
1 6,172 7 ,520

En el analisis encontramos que el vasoespasmo sintomatico, inicamente estuvo
significativamente asociado con niveles de_Arginina por arriba de 100.2 uM, y de

glucosa por arriba de 200mg/dl al momento de su ingreso .

Al realizar anéalisis mediante regresion logistica encontramos que la arginina

por arriba de 100.2 uM definida ya previamente como Argininal, alcanza

significancia estadistica P< 0.05 como factor independiente para desarrollar

vasoespasmo sintomatico, con un factor de riesgo de 70/1, el valor de Hosmer y

Lemeshow con una significancia de .520
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En cuanto al andlisis para encontrar los factores asociados a una calificacién en la
escala de Glasgow de salida no favorable encontramos como significativos
nuevamente a la Argininal y Glucosa, nuevamente las escalas habituales fallaron
en la adecuada asociacion con la clasificacion pronostica. Se realizo nuevamente
una regresion logistica para determinar y corroborar estos dos factores como
independientes y se encontré que en este caso, tanto la glucosa por arriba de
200mg/dl como la Arginina por arriba de 100.2 uM son factores de mal
pronostico es decir los pacientes con 100.2 pM de Arginina y/o de glucosa por
arriba de 200mg/dl tienen una probabilidad mas alta de obtener al egreso

puntajes de 1,2,3 en la escala de Glasgow de salida. El riesgo es de 70/1

Standardized
Coeficientes Coefficients t Sig.

1 (Constant) .044 212 .208 .837
Glucosa 170 .067 .284 2.543 .017
Edad .001 .003 018 169 867
Escala HyH -.014 .053 -.033 -262 .795
Yasoespasmo .053 .057 124 921 365
sintomatico
Fisher -.036 .057 -077 -.628 .535
Argininal 813 148 710 5.485 .002
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INDICE L-ARGININA/CITRULINA

Arginina/cit
rulina GOScat
Arginin.a /citrulina Pearson Correlation 1 520(*%)
categorizadas
Sig. (2-tailed) 001
N 36 36
GOScat Pearson Correlation 520(**) 1
Sig. (2-tailed) .001
N 36 37

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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En este caso como observamos en la prueba de Pearson, el indice L-
Arginina/Citrulina es estadisticamente significativo con una p 0.001 cuando se
trata de encontrar los pacientes con mal pronostico. En este paso realizamos el
mismo procedimiento que para la L-Arginina, es decir dividimos los resultados
en cuartiles comparando la escala de Glasgow de salida con el promedio en los
resultados en cada cuartil. En la grafica observamos estos resultados y

encontramos un patrén muy similar a los resultados encontrados en L-Arginina.

Se realizo
ROC Curve

igualmente una
1.0

curva de ROC para
encontrar el valor al 0.8

cual el indice L- J

Arginina/Citrulina

Sensitivity

es mas sensible para

0.4

predecir estados de

0.2

morbimortalidad,

es decir grados 1y 2

0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
de la escala de

1 - Specificity

Glasgow de Salida

encontrandose los

siguientes resultados: La mayor sensibilidad fue cuando el indice era igual o
superior a 3.74, con una sensibilidad de 74%, no superior similar a la encontrada
para_la L-Arginina, estos resultados muestran una asociaciéon muy parecida a la
encontrada con Arginina (*Argcuart), mediante el mismo analisis multivariado
pero en esta ocasion eliminamos Argcart, colocando en su lugar Arg/citrulina
igualmente categorizada en igual o superior a 3.74. el factor de riesgo

corroborado por regresiéon logistica es igualmente de 70/1 y los valores de

Hosmer y Lemeshow de .620, con una significancia estadistica de .044. Estos
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resultados son claramente gobernados por Arginina y la utilidad de el indice es

pobre una vez que se obtienen los mismos resultados con la simple Arginina.

RESULTADOS GENETICA

Se tomaron muestras sanguineas a los pacientes que aceptaron participar en este

segundo brazo del estudio y que habian participado en el primero, la intencién

fue de encontrar si habia relacion entre los niveles de L-Arginina - Citrulina, el

desarrollo de Vasoespasmo sintomatico con la presencia del polimorfismo

genético 4a/4b, este polimorfismo genético se ha implicado en la susceptibilidad

del paciente para el desarrollo_de vasoespasmo. En la tabla se muestran las

caracteristicas clinicas de los pacientes, que son las mismas que se presentaron en

la primer parte del estudio.

ID Loc. Hunty Vasoespasmo
Paciente | Edad | Sexo Aneurysm Hess Fisher EFNS Sintomatico
ON-01 17 M AcomA HyH1 Fisher 4 WE 1 Si
ON-02 53 M AcomA HyH2 Fisher 4 WE 2 No
ON-03 46 F Post. Comm. HyH2 Fisher 3 WF1 No
ON-04 52 F M1 HyH?2 Fisher 3 WE 2 No
ON-05 58 M AcomA HyH1 Fisher 4 WE 2 Si
ON-06 48 F Post. Comm. HyH?2 Fisher 3 WF 1 No
ON-07 43 M Post. Comm. HyH2 Fisher 4 WF 1 No
ON-08 55 M AcomA HyH2 Fisher 4 WEF 2 No
ON-09 36 F M1 HyH1 Fisher 1 WF1 No
ON-10 22 M M2 HyH?2 Fisher 4 WEF1 No
ON-11 64 F AcomA HyH2 Fisher 4 WE1 No
ON-12 41 F Post. Comm. HyH1 Fisher 2 WF1 No
ON-13 48 F Chroid Segm. HyH?2 Fisher 4 WEF 2 Si
ON-14 45 F Post. Comm. HyH2 Fisher 4 WE 2 Si
ON-15 63 M AcomA HyH?2 Fisher 3 WF1 Si
ON-16 52 F M1 HyH?2 Fisher 4 WF 1 No
ON-17 42 M AcomA HyH?2 Fisher 3 WF1 No
ON-18 41 M AcomA HyH1 Fisher 4 WF1 No
ON-19 38 F Post. Comm. HyH?2 Fisher 2 WF1 No
ON-20 20 M PICA HyH2 Fisher 4 WE1 Si
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Investigamos dos polimorfismos basicos de la enzima Oxido Nitrico sintasa

endotelial.

En el intron 4 existe una secuencia de 27 pares de bases con un alelo anormal Sin

embargo en todos los pacientes la secuencia de este intron 27*VTNR fue la

misma como observamos en la tabla d resultados. Las secuencias obtenidas

fueron 5-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3" (forward) para eNOS 4b/4b, las

condiciones de ciclado fueron de 95° por cinco minutos , 35 ciclos a 93° por un

minuto y a 72° por dos minutos. Como apreciamos en la tabla se compararon los

niveles de L-Arginina por arriba de 100.02

*Argininal, con la presencia o

ausencia de este gen polimorfico, sin embargo en todos los casos se encontro,

como ya se menciono la misma secuencia de pares de bases.

ID Arginina | Vasoespasmo
paciente | Doppler TC 1 Sintomatico | 27(VTNR)
ON-01 No No No 4b/b
ON-02 Yes Yes Yes 4b/b
ON-03 Yes Yes Yes 4b/b
ON-04 No No No 4b/b
ON-05 No Yes Yes 4b/b
ON-06 No Yes No 4b/b
ON-07 Yes Yes Yes 4b/b
ON-08 Yes Yes Yes 4b/b
ON-09 No No No 4b/b
ON-10 No No No 4b/b
ON-11 No Yes Yes 4b/b
ON-12 Yes Yes No 4b/b
ON-13 Yes Yes Yes 4b/b
ON-14 No No No 4b/b
ON-15 Yes Yes Yes 4b/b
ON-16 Yes Yes No 4b/b
ON-17 No No No 4b/b
ON-18 No No No 4b/b
ON-19 No No No 4b/b
ON-20 No No No 4b/b
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8.- DISCUSION

En épocas recientes han existido numerosos estudios que demuestran el rol
fundamental que juega el Oxido Nitrico con la regulacién del tono vascular y
como mediador de los procesos inflamatorios, agregacion plaquetaria adhesiéon
monocitica etc. La hemorragia subaracnoidea continua siendo una de las
principales causas de morbi - mortalidad en nuestro Instituto por esto es
importante continuar la identificaciéon de factores que pudieran hacer diferencia

en cuanto al pronostico de estos pacientes se refiere.

En este estudio encontramos resultados muy similares a otros sobre este tema en
cuanto a las caracteristicas demograficas se refiere, es decir, encontramos que la
mayoria de los pacientes que acudieron al Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Dr. Manuel Velasco Suarez , un porcentaje similar en cuanto al
genero, 20 mujeres y 17 hombres la edad promedio, la localizaciéon de los
aneurismas _es similar a la reportada ya con anterioridad. Todos nuestros
pacientes se encontraron en grados de Hunt y Hess y de la federacién mundial
de cirugia neurolégica considerados como buenos es decir grados 1 o 2 de ambas
escalas. La morbi mortalidad en nuestro estudio tampoco vario con respecto a lo

expuesto ya con anterioridad tanto en otros centros como por otros autores, la

mortalidad fue de 13% y morbilidad de 18%.

La complejidad de la regulacion del Oxido Nitrico es muy alta, y el propdsito de
este trabajo es evaluar el posible papel de esta molécula en la morbi mortalidad
de los pacientes con hemorragia subaracnoidea. El estudio pretendi6 dar a
conocer que el sustrato para la formacién de Oxido Nitrico mediante la oxido
nitrico sintasa se puede utilizar como marcador bioquimico de severidad en estos

pacientes, pero ademas tratar de entender que sucede a este nivel para futuras
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investigaciones con respecto a terapias medicas que pudieran mejorar el

pronostico de estos pacientes.

L-arginina g Z— > Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintasa

La teoria de este trabajo parte de la base que la L-Arginina acttia como substrato
para la producciéon de Oxido Nitrico, y nuestra forma de evaluar esta via fue
precisamente la relacion de la L-Arginina con la citrulina como se muestra en el
esquema..

Las alteraciones que se producen en esta via pueden presentarse desde el
momento en que existe un dafo en el endotelio, es decir en el momento en que

existe la ruptura aneurismatica.

En este caso encontramos lo siguiente: Niveles muy dispersos de L-Arginina
en los pacientes con un rango muy amplio, entre 28 y 412 uM, Niveles mas
constantes de L-Citrulina en los pacientes, se decidid realizar la division de
estos resultados en cuartiles encontrando sistematicamente que los niveles de
L-Arginina en el cuartil mas alto coincidia con los pacientes que tuvieron una
calificacion de Glasgow de Salida mas pobre, mediante el analisis
multivariado entre los niveles en este cuartil contra los pacientes que
presentaron estados neurologicos pobres (Estado Vegetativo y Muerte) se

encontro una asociacién estadisticamente significativa con una P< 0.05, el
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aumento en los niveles de L-Arginina por arriba de 100.2 uM, se traduce en un
paciente tiene 70 veces_mas posibilidades de muerte que los pacientes con
niveles bajos de L-Arginina, La presencia de L-Arginina elevada entonces nos
lleva _a pensar en toda la via metabdlica intracelular de este aminoacido
durante su proceso hasta la activacion de la forma inducible de la oxido nitrico

sintasa.

La presencia excesiva de L-Arginina con niveles constantes de Citrulina sugiere
que la conversiéon de L-Arginina a ON mediante la Oxido nitrico Sintasa se
encuentra disminuida ocasionando entonces una acumulacién de L-Arginina y

niveles constantes de Citrulina.

Encontramos en este trabajo que los niveles en plasma de L-Arginina por arriba
de 100.02 pM se asocian de forma estadisticamente significativa con los pacientes
que presentan estados neurologicos pobres al egreso, es decir, con el pronostico
del pacientes, y que niveles superiores a 100.2 se asocian_70/1 con la mortalidad
de estos pacientes. En este estudio, el indice L-Arginina/Citrulina esta dirigido
por la L-Arginina, y la citrulina no parece tener un factor pronéstico en estos

pacientes. Es importante en un futuro aumentar la poblaciéon de la muestra.

En este trabajo no encontramos correlacion estadisticamente significativa entre la
escala utilizada habitualmente para predecir vasoespasmo (Fisher) y el desarrollo
del mismo de forma sintomética, tampoco encontramos relacién alguna entre
esta escala y la morbi mortalidad. Como se ha mencionado en trabajos diversos
el estado del paciente al momento del ingreso es uno de los marcadores mas
importantes para conocer el pronostico del paciente, pero no contamos con un
marcador que funcione como pronostico entre los pacientes que acuden al
servicio de urgencias en condiciones neurolégicas aceptables grados I y II de

escala de Fisher, Hunt y Hess y 1 federacion mundial de cirugia neurolégica.
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Partiendo del conocimiento que existe sobre el gen codificante para la Oxido
Nitrico Sintasa que resulta ser polimorfico en humanos, buscamos una expliacion
a por que en algunos pacientes esta enzima se encuentra incapaz de mantener
una produccién adecuada de ON, relacionando la existencia de alguna variacién
genetica en la enzima y relacionando estas variaciones con nuestra muestra en
estudio sin embargo en todos los casos que analizamos con este fin encontramos

el gen 4b/b y no su polimorfismo b/a.
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9.- CONCLUSIONES

El presente trabajo sugiere que en los pacientes con hemorragia subaracnoidea
existe una alteracién en la via metabdlica encargada de la produccién y
regulacion del Oxido Nitrico a nivel endotelial que sugiere la baja produccion de

ON.

Debemos pensar que la activaciéon de la Oxido Nitrico Sintasa en su forma se
encuentra alterada de tal forma que provoca la acumulacién de L- arginina. Las
causas de tal comportamiento de la enzima deberan estududiarse a fondo,
nosotros iniciamos este proceso de investigacion mediante la determinacién de la
existencia o no de polimorfismos genéticos de la enzima que pudieran hacer esta
mas susceptible a la propia incapacidad para producir oxido nitrico, sin embargo
aun cuando nuestra muestra es pequefia no encontramos este gen polimorfico
que algunos autores habian supuesto podria tener relacién con la susceptibilidad
a desarrollar vasoespasmo.

La L-Arginina medible en plasma sanguineo al momento del ingreso del
paciente por arriba de 100uM representa un riesgo de mortalidad de 70 a 1
contra los pacientes que presentan niveles dentro de rangos considerados como
normales (Entre 40 y 70 pmol).

La presencia de L-Arginina de 100.02 uM o mas al momento del ingreso del
paciente con diagnostico de Hemorragia subaracnoidea puede utilizarse como
factor pronostico en estos pacientes, y abre las puertas para intentar nuevas
terapias medicas como el uso de Estatinas y algunos esteroides para el

tratamiento adyuvante de estos pacientes.

La causa de la disfuncién enzimatico aun no esta clara, nuestra intencién fue la
de buscar si existia alguna relacion con los polimorfismos genéticos y los

pacientes en quienes hay clara alteracién de la ONS endotelial, sin embargo en
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todos los casos analizados hasta el momento no hubo ningtn polimorfismo
genético, es necesario en este sentido tener una muestra representativa ya que la

actual no alcanza dichos valores.
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