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Ciudad de México, México 2020.
RESUMEN

Titulo: Estudio de la expresion en liquido cefalorraquideo de ocludina, claudina 5 y
metaloproteinasa 9 como biomarcadores de dafio a la barrera hematoencefélica en
pacientes con hemorragia subaracnoidea.

Antecedentes: La enfermedad cerebrovascular (ECV) es la tercera causa de muerte en
paises del primer mundo. De todos los tipos de EVC, la hemorragia subaracnoidea (HSA)
es responsable de 22% a 29% de la mortalidad. Alrededor de 30% de los pacientes con
hemorragia subaracnoidea (HSA) secundaria a ruptura de aneurisma cerebral, desarrollan
vasoespasmo arterial y con ello el déficit neurolégico asociado aumenta. Esta complicacién
empeora el prondstico de los pacientes, puesto que un 25% de ellos mueren y otro 30% a
35% sufren de déficit neurologico permanente. Entonces, el vasoespasmo cerebral es el
factor modificable mas importante para mejorar la tasa de morbimortalidad en pacientes
con hemorragia subaracnoidea secundaria a ruptura de aneurisma. La fisiopatologia del
vasoespasmo cerebral no es completamente entendida, se carece de un modelo de
comportamiento humano en relacion con los eventos que ocasionan alteracion de la barrera
hematoencefélica relacionada intimamente con la vasculatura intracraneal que conllevan a
este desenlace; llevando este contexto general a un contexto especifico de la poblacion
que se atiende en el Hospital de Especialidades UMAE CMN SXXI, nos preguntamos:
¢, Cual es la expresion en liquido cefalorraquideo de biomarcadores de disrupcién de barrera
hematoencefalica?

Objetivos: Identificar y analizar el comportamiento de marcadores biolégicos (ocludina,
Claudina 5 y MMP9) implicados en la disrupcién de las uniones estrechas de la barrera
hematoencefalica en pacientes con hemorragia subaracnoidea aneurismatica y
vasoespasmo.

Material y Métodos: Se obtuvieron muestras de LCR cisternal durante el acto quirdrgico
resolutivo de enfermedad aneurismatica intracraneana de una cohorte de casos
consecutivos de pacientes con enfermedad complicada con hemorragia subaracnoidea y
controles con aneurismas no rotos, registrados en el periodo entre septiembre 2018 a
octubre 2019 en el Hospital de Especialidades UMAE 611, Centro Médico Nacional Siglo
XXI, Ciudad de México. Se analizaron dichas muestras para obtener valores de expresion
de marcadores biolégicos de disrupcion de barrera hematoencefalica ocludina, Claudina 5
y MMP 9 tanto en casos como en controles.

Recursos e infraestructura: Servicio de neurocirugia y Unidad de investigacion en
enfermedades neuroldgicas de dicho hospital.

Experiencia del grupo: Clinica y experimental en enfermedades neurologicas.
Tiempo para desarrollarse: 1 afio.

Palabras clave: hemorragia subaracnoidea/liquido
cefalorraquideo/ocludina/claudina 5/metaloproteinasa 9.
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L. ANTECEDENTES

I. DEFINICION

Un evento cerebrovascular se define como: evento de rapido desarrollo de signos clinicos
focales (en ocasiones globales) de alteracién de la funcién vascular; durando mas de 24

horas o llevando a la muerte sin otra causa aparente mas que el origen vascular.

Los eventos vasculares cerebrales son una etiologia de dafio cerebral que se ha
incrementado en los Ultimos afios, siendo una causa importante de mortalidad vy
discapacidad en nuestro pais?®. El incremento de eventos cerebrovasculares se asocia a

un mayor indice de discapacidad en adultos jovenes ya que conlleva a una modificacion
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familiar ademas de tener un impacto econdmico significativo para la familia y el sistema de
salud, no so6lo por la atencion requerida, sino también por el proceso de rehabilitacion que
se debe seguir y en ocasiones por sino también por el proceso de rehabilitacién que se

debe seguir y en ocasiones por la imposibilidad de reintegrase a la vida cotidiana.

En la actualidad, los datos obtenidos acerca de la frecuencia de casos de eventos
vasculares cerebrales permiten conocer el aumento en la presencia de esta patologia.?®
Sin embargo, en nuestro pais no se conoce la magnitud real del problema ya que no se
cuentan con registros nacionales confiables, o bien, debido a que esta patologia se
enmascara con otros padecimientos que pueden ser condicionantes de la misma. De
acuerdo con esta informacién, es probable que haya muchos casos no registrados por lo
que se puede sospechar la presencia de un nimero mayor de casos, lo que implica a su

vez una gran cantidad de casos con alteraciones de tipo cognitivo.

3.1 Hemorragia subaracnoidea

La hemorragia subaracnoidea (HSA) se define como la hemorragia que tiene su origen en
el espacio subaracnoideo®.

Aneurismas intracraneales: se definen como la dilatacion anormal de una arteria
intracraneal, generalmente se descubren después de su rotura que ocasiona hemorragia

subaracnoidea’.

3.2. Vasoespasmo definicion y clasificacion

El vasoespasmo cerebral es una condicion reversible que cursa con reduccion del calibre
de la luz de una arteria en el espacio subaracnoideo cerebral, con la consiguiente

disminucion del flujo sanguineo a las areas perfundidas por el vaso comprometido®.

Se observa fundamentalmente después de HSA aneurismatica, pero también se ha

relacionado con trauma craneoencefélico y cirugia del area hipotalamico- hipofisiaria.
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Se aceptan actualmente dos clasificaciones para vasoespasmo: angiografico y sintomatico.

2.1. Angiografico: desde 1951 Ecker y Riemenschneider describen el vasoespasmo
angiografico como adelgazamiento de la columna de medio de contraste en las arterias
cerebrales mayores?. La clasificacién angiogréfica (Yamamoto) determina el porcentaje de
reduccién del diametro del vaso, comparado con el observado en la angiografia inicial. Se
denomina vasoespasmo grave a un estrechamiento mayor de 75%; moderado de 50% a
75% y leve de 25% a 50%°. El vasoespasmo angiografico usualmente inicia del dia 3° al 50
de la HSA, se observa la mayor estrechez de la luz arterial desde el dia 5 al dia 7, y se
prolonga en promedio hasta el dia 14; se resuelve en el curso de 2 a 4 semanas. Es
observado en 30 - 70% de las arteriografias realizadas en el dia 7 después de la HSA. Es
de notar que, al menos, buena parte del estrechamiento vascular sucede en vasos de
pequefio calibre, que no son visibles con angiografia cerebral convencional y que pueden

causar parte del compromiso neuroldgico del paciente.

2. Sintomatico: denominado también déficit neuroldgico tardio o isquemia cerebral diferida,
se refiere al sindrome originado por el compromiso isquémico de una region cerebral, por
estrechamiento de uno o varios vasos cerebrales, que origina la aparicion de un nuevo
deterioro del estado de conciencia, afasia o déficit motor. Ha sido asociado con prondstico

neuroldgico muy pobre en supervivientes de HSA.

Dada la alta frecuencia de esta patologia en HSA y la baja tasa de respuesta clinica a las
terapias conocidas en la actualidad, el énfasis del tratamiento esta no sélo en el diagnéstico
temprano sino en la instauracion de una terapia profilactica como parte del manejo, que

intente reducir el nUmero de pacientes que desarrollen esta complicacion.

La isquemia cerebral diferida se define operativamente como déficit neurolégico focal nuevo
o disminucioén del nivel de consciencia, nuevo infarto revelado por tomografia de craneo de

seguimiento, o ambos. Sin embargo, en un consenso de expertos para clarificar la
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terminologia empleada, se prefirid el término: “Deterioro clinico causado por isquemia
cerebral diferida”; el cual se definié de la siguiente manera: la ocurrencia de déficit
neurolégico focal (como hemiparesia, afasia, apraxia, hemianopsia o negligencia) o
disminucion de al menos 2 puntos en la escala de coma de Glasgow (ya sea en el puntaje
total o en alguno de sus componentes individuales). Este déficit debe durar al menos 1 hora,
no es aparente inmediatamente después de la oclusion del aneurisma y no puede ser
atribuido a otras causas por medio de la evaluacién clinica, tomografia de craneo o

resonancia magnética del cerebro y apropiados estudios de laboratorio®.

. EPIDEMIOLOGIA

La hemorragia subaracnoidea (HSA) corresponde a 6-8% del total de ECV. Tiene una
incidencia de 30.000 pacientes por afio, y prevalencia mundial de 6 a 16 por 100.000
habitantes; la mas alta en paises como Finlandia y Jap6n y ocasiona el 22- 29% de las
muertes de causa cerebrovascular®. La mortalidad en el primer afio de pacientes con
vasoespasmo se sitla entre el 25 y el 50%, un déficit neurolégico permanente se observa
en otro 15 a 20% y s6lo 30-35% tiene una recuperacion moderada a buena en un afio®.

El vasoespasmo cerebral posterior a hemorragia subaracnoidea por ruptura aneurismatica
es la principal causa de muerte y de déficit neurolégico permanente en supervivientes de
HSAZ29 y, por tanto, es el factor mas frecuentemente modificable para mejorar el resultado
en este grupo de pacientes. Se describe que 20 a 30% de los pacientes con HSA presentan
vasoespasmo sintomatico y que aln después de recibir terapia maxima, el 50% desarrollara
infarto cerebral, otro 15 a 20% tendréan déficit neurolégico permanente o moriran en el primer

afio de evolucion*®.
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En un subestudio del registro RENAMEVASC, se analizaron 231 casos de hemorragia
intracraneal asociada a rotura de aneurismas cerebrales, los cuales fueron registrados en

un periodo de 2 afios en 25 centros de referencia de tercer nivel de 14 estados del pais.

El 85% de los casos tuvieron aneurismas Unicos, 15% con aneurismas mdltiples, cuyas
localizaciones principales fueron: arteria carotida interna en segmento comunicante
posterior 28%, arteria comunicante anterior 26%, arteria cerebral media 20%, arteria
carétida interna segmento clinoideo 12%, segmento oftdlmico 6%, y solo el 8%
correspondiente a circulacion posterior. La frecuencia de resangrado fue de 10.4%,

desarrollo de vasoespasmo 37.8% y de hidrocefalia 27.4%?°.

lll. FISIOPATOLOGIA
3.3. Fisiopatologia de la hemorragia subaracnoidea

La autorregulacién del flujo sanguineo cerebral esta dafada durante los primeros minutos
después de la hemorragia subaracnoidea, los valores pico de presion intracraneal se
corresponden de forma directa con la cantidad de sangre liberada al espacio
subaracnoideo; después del pico de elevacién de presion intracraneal (60 segundos
aproximadamente) regresa a valores normales o ligeramente elevados, presumiblemente

debido a la resistencia de la salida de LCR por la sangre subaracnoidea.**?

Se han estudiado 2 diferentes patrones de modificacion en la presion intracraneana
después de un evento de hemorragia subaracnoidea: un incremento rapido seguido por un
descenso a condiciones basales en minutos y un incremento sostenido por al menos una

hora en promedio (asociado con mayor destructividad en parénguima encefélico).

Las modificaciones que ocurren en el flujo sanguineo cerebral a los 60 minutos

aproximadamente predicen el resultado a las 24 horas (una mortalidad de 100% ocurre
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cuando el flujo sanguineo cerebral cae <40% del nivel basal y existe supervivencia en
niveles mayores a 40% en modelos animales).'? El flujo sanguineo cerebral alcanza niveles

normales a las 48 horas posteriores a hemorragia subaracnoidea.*

La presion de perfusion cerebral cae de forma profunda durante e inmediatamente después
de hemorragia subaracnoidea.'®>® Este decremento no es suficiente para causar arresto de

la perfusion cerebral.t’

La alteracion en la autorregulacién del flujo sanguineo cerebral posterior a la hemorragia
subaracnoidea se asocia con cambios acidoticos en el ambiente cerebral e hidrocefalia, las
cuales son observados en la fase aguda de la hemorragia subaracnoidea.’®!® La
disminucién del flujo sanguineo cerebral no solo se relaciona al incremento de la presién
intracraneana sino también a la inyeccion rapida de solucién fisiol6gica y/o sangre en las
cisternas de la base; la cual conlleva la activacion del sistema simpéatico?’. También se debe
a la actividad vasoconstrictora que la misma sangre genera en la microvasculatura local y

a que dicha vasoconstriccion puede ser conducida a vasos corriente abajo.?%?

El fendmeno de “no flujo”, que describe la ausencia de llenado vascular después de un
periodo de isquemia global fue propuesto como mecanismo para explicar la reduccién de
flujo sanguineo cerebral después de la hemorragia subaracnoidea por Asano en 1977,
resulta de una obstruccién de la microcirculacion a nivel capilar por viscosidad de la sangre
incrementada?, lesion de la pared vascular, formacién de microtrombos, adherencia de
granulocitos o agregados plaquetarios. ElI fendbmeno de no-rellenado es una respuesta

general de la microcirculacién a un periodo de isquemia?*2,

Los vasos cerebrales mayores (Carétida interna y Arteria comunicante anterior) se
constrifien inmediatamente (en lapso de una hora) después de hemorragia subaracnoidea
experimental (modelos animales) 2. En humanos se ha observado constriccion

microvascular aguda (50-300 micrometros) que puede no ser detectada con angiografia
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convencional?’. Después de 24 horas se expresan en membrana endotelial de paredes
vasculares cerebrales moléculas de adhesion (Intercelular, E-Selectina y molécula de
adhesion de células vasculares) que correlacionan con desarrollo de vasoespasmo diferido
(ratas)?®. Se incrementa su expresividad en transcurso de 72 horas®. Se generan
agregados plaguetarios y la pérdida de colageno IV de la lamina basal®*® (su pérdida genera
alteraciones del tono vascular y la presién intravascular) se establecen minutos a horas
después de la hemorragia subaracnoidea®?. Esto incrementa la permeabilidad de la
microvasculatura lo cual también correlaciona con el desarrollo de vasoespasmo diferido
(isquemia cerebral tardia). Las metaloproteinasas de matriz (especialmente MMP-2,-3 y-9),
activadores de plasmin6geno y proteasas de serina y urocinasa estan involucradas en la
degradacion del colageno. Su fuente de produccién son la microglia, los astrocitos y células

endoteliales®3.

Los mecanismos de lesidn isquémica aguda después de hemorragia subaracnoidea son
procesos multifactoriales, caracterizados por lesiones primarias que involucran cambios
agudos en presion intracraneana y presion de perfusién cerebral y cambios en flujo
sanguineo cerebral, constriccion vascular, obstrucciones intraluminales y proceso
isquémico secundario que incluye respiracion celular anaerdbica, deplecion de energia,
alteracion de sintesis proteica, exitotoxicidad, dafio por radicales libres, estrés neuronal,

dafio a DNA, apoptosis y necrosis®*.

La neuroinflamacion es el componente principal de la lesion cerebral temprana y esta
formada por varios componentes, como reacciones celulares en términos de activacion de
la microglia, induccion de citoquinas y quimiocinas, interacciones leucocito-endotelio,
modulacion de expresion de receptores. Existen ademas otras reacciones fisiopatologicas

como microtrombosis, despolarizacion cortical extendida, microvasoespasmo y disrupcion
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de la barrera hematoencefalica, resultando todas ellas en disfuncién de la microcirculacion

cerebral.®®

La isquemia cerebral tardia relacionada con el vasoespasmo cerebral ocurre en 30% de los

pacientes con hemorragia subaracnoidea en los 2 primeras semanas de la misma.3®

Los indicativos bioquimicos de isquemia cerebral aguda incluyen alteracion de la
respiracion mitocondrial (modelos animales)®’, cambio a metabolismo anaerébico(modelos
animales)®®, liberacion masiva de glutamato extracelular (comprobable mediante
microdidlisis)®°; se incrementa el indice de concentracion de lactato a piruvato en LCR
indicando hipoxia tisular®. Los marcadores moleculares incluyen la expresién de genes
tempranos C-jun, c-fos*!, hemo-oxigenasa 1y proteina de choque térmico -70 a las 24 horas
de la hemorragia subaracnoidea* (representan estrés neuronal que se manifiesta

posteriormente como necrosis 0 apoptosis)*®.

Los indicativos histolégicos de dafio neuronal agudo se manifiestan en 48 horas e incluyen
necrosis de capas corticales, edema axonal, eosinofilia *, la apoptosis se detecta de forma

mas temprana 24 horas posteriores a evento de hemorragia®.

Las arterias cerebrales son extremadamente sensibles a cambios en el ambiente
circundante. Difieren de las arterias sistémicas en poseer una tunica adventicia delgada,
ausencia de lamina elastica externa o vasa vasorum, reciben nutricién de sangre y LCR a
medida que este se filtra a través de los poros de la adventicia. Consecuentemente las
arterias cerebrales responden a trauma mecanico, estimulaciéon eléctrica*®, cambios en la
tension de oxigeno?’, aplicacion tépica de sustancias quimicas como monoaminas®®,
prostaglandinas*®, endotelinas®, donadores de oxido nitrico®!, ataque por radicales libres®?
0 contacto con sangre®®. El trauma mecéanico ha sido propuesto como causa de la
vasoconstriccion después de hemorragia subaracnoidea“, la vasoconstriccion generada

por exposicibn a la sangre es mas prolongada®, los aneurismas sangran por
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aproximadamente 1-3 minutos después de su ruptura inicial®®, la sangre liberada forma
coagulos de manera inmediata y desaparece en 2 a 3 dias®®, probablemente via reabsorcion
por vellosidades subaracnoideas®’ y lisis de coagulos®®. El indice de lisis del coagulo en el
espacio subaracnoideo depende del volumen de sangre liberado ( LCR normalmente no es
un fluido fibrinoliticamente activo)®®, la actividad fibrinolitica detectada en espacio
subaracnoideo posterior a hemorragia subaracnoidea se corrobora con la presencia de

oxihemoglobina y xantocromia del propio LCR®.

Asimismo, el volumen de sangre liberado durante la hemorragia subaracnoidea
correlaciona con los déficits neuroldgicos y el resultado clinico pobre®. Durante los afios
70’s y 80’s se realizaron investigaciones para determinar que fraccién de la sangre era
responsable de la vasoconstriccion después de hemorragia subaracnoidea; se encontrd
respuesta de vasoconstriccion ante exposicibn a componente sérico y plasma rico en
plaguetas® 2, sin embargo esta reaccion de vasoconstriccion disminuia con el tiempo de
exposicion, al contrario de la vasoconstriccion mediada por exposicion a eritrocitos, la cual
incrementaba con el tiempo de exposicidn, consecuentemente se concluye que la

exposicion a eritrocitos influye en el desarrollo de isquemia cerebral tardia®?.

No es necesaria la lisis de eritrocitos para generar este efecto vasoconstrictor, pues la
hemoglobina rapta éxido nitrico, hacia el interior del eritrocito, creando con esto una
deficiencia de oxido nitrico®; ademas, el ambiente hipdxico cerebral promueve la
autoxidacién de la hemoglobina lo que lleva a la generacion de especies activas de oxigeno,
lo cual produce dafio directo o genera otras especies oxidativas a través de la reaccion de

Feber-Weiss como el peroxinitrito®*.

Por otro lado el 6xido nitrico apoya primariamente el flujo sanguineo cerebral basal, siendo
sintetizado a demanda por la 6xido nitrico sintasa®, a través de sus 3 isoenzimas: neuronal

(nNOS), endotelial (enOS) e inducible (iNOS)®. Los niveles de 6xido nitrico se elevan
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profundamente debido a la sobre regulacion aguda (en 1 hora) de isoformas e y n en
microvasos y parénquima (ratas)®’, y 6 a 12 horas después debido a la expresion de la
forma inducible, en astrocitos reactivos y neutréfilos (ratas)®. Las isoenzimas neuronal e
inducible participan en neurotoxicidad, ya que su produccién en grandes cantidades
involucra dafio en DNA y activacién de poli ADP sintasa, con deplecion subsecuente de
NAD+ y ATP por dafio mitocondrial®® lo cual conduce a necrosis y apoptosis. En presencia
de hemorragia subaracnoidea el efecto relajante endotelial est4 alterado, mientras que la
capacidad de sintesis de este se encuentra intacta®. En presencia de hemorragia
subaracnoidea esta documentado la disminucion de la concentracién de éxido nitrico 10
minutos posteriores a su inicio’, esto conlleva a su vez incremento de la demanda, por lo
cual la elevacién de la isoenzima inducible se detecta 96 horas posteriores a hemorragia
subaracnoidea. Se ha hipotetizado una respuesta trifasica en los niveles cerebrales de
oxido nitrico. Estas fases son decremento agudo (fase |) que ocurre en la primera hora del
evento de hemorragia subaracnoidea, recuperacion transitoria (fase Il) la cual ocurre entre
1 a 6 horas del inicio del evento y la fase de incremento sostenido (Fase lll), la cual ocurre
desde las 6 horas hasta los 7 dias posteriores al inicio del evento de hemorragia

subaracnoidea®*.

La agregacion intraluminal de plaquetas es una respuesta fisioldgica a muchos tipos de
lesiones cerebrovasculares’, observandose 5 minutos posterior a inicio de hemorragia
subaracnoidea (gatos)’?, ademas de la obstruccion mecanica del lumen vascular, los
agregados plaguetarios liberan varios agentes vasoconstrictores como serotonina, ADP y
factor de crecimiento derivado de plaquetas (que se detecta 24 horas posteriores al inicio
de la hemorragia subaracnoidea)’®; también liberan enzimas como las metaloproteinasas
de matriz 1,-2 y-9; lo cuales son capaces de degradar la lamina basal de colageno tipo IV

(horas posteriores a HSA)(ratas)’. El 6xido nitrico inhibe la agregacién plaquetaria por via
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de evitar el reclutamiento de plaguetas en un trombo creciente a través de un mecanismo
mediado por Guanosina ciclica 3’,5-monofosfato (cGMP)™. Una via constitutivamente
activa L-arginina/ON se encuentra en las plaguetas para causar retroalimentacion negativa
en la agregacion de estas’®. La pérdida de este punto de control debida a la sintesis alterada
de 6xido nitrico plaquetario puede contribuir a la patogénesis de enfermedades vasculares.
Por ejemplo, el secuestro de 6xido nitrico por la hemoglobina liberada en un evento de

hemorragia subaracnoidea lleva a incremento de agregacion plaquetaria®.

El dafio oxidativo presente durante condiciones de isquemia cerebral se ha ligado
principalmente a especies de oxigeno reactivas como el anion superoxido, radical hidroxilo,
peréxido de hidrégeno, éxido nitrico y peroxinitrito®*. Generan dafio a través de disrupcién
de la barrera hematoencefalica y dafio a ligandos fosfolipidos de membrana vascular,
produciendo 2 mensajeros como inositol 3 fosfato y diacilglicerol, los cuales ocasionan
vasoconstriccion®*; las fuentes de radicales libres durante la hemorragia subaracnoidea
comprenden la lisis de eritrocitos y los picos de sintesis de 6éxido nitrico’”. Compuestos
espasmigenos como los leucotrienos C4, Prostaglandinas D2, se detectan de forma
temprana ante hemorragia subaracnoidea (1-6 horas)’® y prevalecen hasta 3 dias
posteriores. La mayor defensa sistémica ante el perdxido de hidrogeno la Glutation
peroxidasa se depleta 48 horas posteriores al evento de hemorragia subaracnoidea®’. En
liquido cefalorraquideo, la expresion de hidroperdxido de fosfatidilcolina y colesterol ester
de hidroperéxido se incrementan después de 48 horas del inicio de la hemorragia y pueden
predecir vasoespasmo’®. Las vitaminas E y A antioxidantes se encuentran
significativamente disminuidas en plasma después de 12 horas del evento de hemorragia

subaracnoidea®®.
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IV. DIAGNOSTICO:

El estudio diagnéstico de eleccién para hemorragia subaracnoidea es la tomografia de
crdneo sin medio de contraste, mantiene su sensibilidad elevada los 5 primeros dias;

posteriormente decrece, tiene un nivel de evidencia 2, con grado de recomendacion B.

Asimismo, el estudio de eleccidén para determinar la fuente de sangrado es la resonancia
magnética; y la angiografia si se sospecha un aneurisma. La angio-resonancia magnética
y la angio-tomografia de craneo, son muy sensibles para aneurismas de los vasos del
poligono de Willis mayores de 5 mm, con el mismo nivel de evidencia y grado de

recomendacion que el anteriormente mencionado®..
V. TRATAMIENTO:

La estancia hospitalaria varia de 2 a 98 dias, se realiz6 tratamiento invasivo en 69% de
estos pacientes; siendo el neuroquirdrgico abierto realizado en 81% de estas intervenciones
invasivas y endovascular en 18%. 54% de dichos pacientes fallecié debido a una causa
neuroldgica la cual no esta diferenciada entre complicaciones debidas al vasoespasmo
cerebral y otras. Sin embargo, si se recabaron datos de la prevalencia del vasoespasmo,
pero solo en una fraccion de los casos totales, la cual fue de 198; en esta fraccion, la

prevalencia de vasoespasmo cerebral fue de 44%.

El resultado funcional de esta cohorte fue de 11% con dependencia para realizar
actividades de vida diaria (discapacidad severa), 14% con dependencia parcial e
incapacidad para la marcha autébnoma, 19% capaz de deambular sin asistencia, 13% con

discapacidad leve y 13% con alteraciones minimas?.

Como bien se detalla en este subestudio, existe ausencia de datos en cuanto a los
resultados terapéuticos del tratamiento de la enfermedad aneurismética intracraneal en el

pais.
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VI. ESTUDIOS REALIZADOS PREVIAMENTE:

Las variables deseables de un biomarcador de lesion cerebral son la alta sensibilidad-
especificidad, valor predictivo positivo, razén de verosimilitud (likelihood ratio) positiva
elevada, area debajo de la curva, bajo valor predictivo negativo y razéon de verosimilitud

negativa baja. Ademas de costo efectividad adecuada.®?

Existe evidencia creciente que sefiala que las metaloproteinasas de matriz tienen un papel

clave en el desarrollo de isquemia cerebral tardia.®?

La metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) una endopeptidasa de cinc, es producida por
leucocitos y células gliales y tiene actividad colagenasa®*, experimentos en modelos
animales han ligado a esta enzima a la fisiopatogenia de la isquemia cerebral tardia®. Esta
enzima mantiene una regulacion a la alza posterior a hemorragia subaracnoidea en ratas,
degradando la matriz de colageno tipo IV que representa un componente mayor estructural
de la lamina basal?*. También se hipotetiza su participacion en dafio cerebral temprano a
través de la reduccion de las propiedades antiinflamatorias de gelsolina® y a través de la
conversion de la gran endotelina-1 en moléculas pequefias altamente vasoactivas®’. De
hecho en los ratones modificados con knockout de MMP-9 se observa menos edema
cerebral y mejoria del resultado neurolégico final comparativamente con animales no

modificados genéticamente®.

La via inflamatoria que implica estos compuestos con el desarrollo de isquemia cerebral
tardia se activa de forma tan temprana como 2 horas posterior al evento de hemorragia
subaracnoidea, a través de la liberacién neuronal de proteinas de la caja de grupo de alta

movilidad 1, cuya actividad extracelular regula al alza a la MMP-9%.

En modelos de rata las concentraciones de MMP-9 se incrementan de forma tan temprana
como 3 horas después de la hemorragia subaracnoidea, alcanzando un pico al dia 3 de la
misma®°. Un estudio posmortem en humanos después de hemorragia intracraneal encontré

que la expresion de MMP-9 estaba regulada al alza desde el dia 2 posterior a la hemorragia
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subaracnoidea®, el hecho de que la MMP-9 se incrementa rapidamente después de un
evento de hemorragia subaracnoidea, indica que puede ser un potencial biomarcador de

prediccion temprana de isquemia cerebral tardia®.

La lesién temprana cerebral después de hemorragia subaracnoidea se ha relacionado con
incremento de pardmetros inflamatorios a nivel sérico y de LCR, sin embargo, los resultados
son ambiguos. Existen variaciones importantes interindividuos, asi como diferentes
compartimentos para toma de la muestra analizada (Sangre, LCR o fluido extracelular

adquirido por microdialisis).

En un andlisis de 109 pacientes por un periodo de tiempo de 21 meses con toma de
muestras séricas y de LCR entre 5y 6 am, en los dias 1,4,7,10 y 14 posteriores a

hemorragia subaracnoidea se determingd lo siguiente:

El pico de nivel sérico de Interleucina 6 se obtuvo el dia 1 después de la hemorragia
subaracnoidea, mientras que el pico en LCR fue el dia 4. Los niveles en LCR fueron 10
veces mas elevados que los séricos (2000 pg/ml vs 25 pg/ml como puntos de corte). La
interleucina 6 se asocié ademas con valores mayores ante una escala de WFNS mayor de
3, invirtiéndose esta relacion al dia 14 (en donde la concentracién fue mayor en una escala

de WFNS menor de 3).

Metalopeptidasa 9 de matriz tiene pico de concentracién en LCR al dia 4 y sérico al dia 7,
las concentraciones séricas fueron més elevadas que las de LCR (1200 ng/ml vs 20 ng/ml

como punto de corte).

En un estudio llevado a cabo en Marsella se midieron concentraciones de MMP-9 en LCR,
con el fin de determinar su utilidad para prediccion de isquemia cerebral tardia en 30
pacientes, encontrando que solo la concentracion (antigeno) en LCR a las 24 horas era
estadisticamente significativa para prediccion de isquemia cerebral tardia. No ocurriendo

asi para la medicién de la actividad de MMP-9 (Zimografia en gel) en LCR®.

23



Molécula de adhesién intercelular 1 no se logré la deteccion minima posible en LCR
(6.3ng/ml) en 45.8% de las muestras, con concentracion pico en el resto de las muestras el

dia 4, sin embargo, la variabilidad de los resultados fue muy alta.

Factor inhibidor de leucemia mostré una gran variabilidad al comparar las muestras séricas
y las de LCR; en LCR se objetivo un pico (>200 pg/ml) muy temprano seguido por una
rapida caida, los niveles séricos fueron 10 veces menores (20 vs 200pg/ml

respectivamente).

La proteina C Reactiva en su nivel sérico tuvo su nadir en el dia 4, al igual que la cuenta
leucocitaria. Se ha asociado el pico leucocitario a la presencia de isquemia cerebral tardia,
se presentan concentraciones séricas mas elevadas de proteina C reactiva a mayor escala

de WFENS en los dias 1 a 4.%

Uno de los factores clave que contribuyen a la disrupcion de la barrera hematoencefélica y
edema cerebral, puede ser la muerte celular apoptética que ocurre en las neuronas y células
endoteliales cerebrales®®. La integridad de la barrera hematoencefalica puede ser
afectada por alteraciones en las uniones estrechas entre células endoteliales adyacentes
microvasculares®. Las uniones estrechas se componen de moléculas transmembrana
(claudina, ocludina y moléculas adhesivas de unién estrecha) ligadas a la actina del
citoesqueleto a través de proteinas citoplasmaticas accesorias, incluyéndose zoénula
occludens ZO-1, ZO-2 y Z0O-3. Claudinas son las principales proteinas formadoras de
barrera que pertenecen a la familia de proteinas PMP22/EMP/MP20/Claudina. La claudina
5 es una molécula de adhesién celular mayor en las uniones estrechas de las células
endoteliales cerebrales. La depleciébn de claudina 5 resulta en incremento de la
permeabilidad selectiva de tamafo de la barrera hematoencefalica. ZO-1 pertenece a una

familia de homologos asociados a membrana similares a guanilato cinasa. ZO-1 transporta
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mdltiples sitios de unién para ocludina, claudina, ZO-2, ZO-3, cingulina y actina, lo que le

permite mantener y regular las uniones estrechas.

Muchas vias de sefial han sido sugeridas para mediar lesiones cerebrales tempranas
después de hemorragia subaracnoidea. Las c-Jun N-cinasa terminal (JNK) es un miembro
de la familia de las proteinas cinasa activadas por mitdgenos (MAPK), la cual se expresa
inducida por isquemia cerebral y componentes lesivos de la sangre inmediatamente
posterior a la hemorragia subaracnoidea. Las proteinas JNK son codificadas por 3 genes:
JNK1, JINK2 y JNK3, cada uno de los cuales experimenta empalmes alternos para expresar
varias isoformas. Tanto la JNK1 como la JNK2 se expresan en todos los tejidos; mientras

JNKS3 se expresa en tejido neural y cardiaco.

En un estudio realizado en un modelo animal de rata, se demuestra que la hemorragia
subaracnoidea resulta en ruptura de la barrera hematoencefélica y edema cerebral, con
incremento concomitante en muerte celular apoptética en la corteza cerebral y reduccion
en los niveles de claudina-5 y zénula occludens-1 el pretratamiento con SP600125 (un
inhibidor quimico de las proteinas JNK), el cual atenda las lesiones relacionadas con la

hemorragia subaracnoidea y restaura la expresion de claudina 5y ZO-1.%

No existe al momento actual un modelo de comportamiento registrado que relacione el
cambio en la expresion de las proteinas de unién de la barrera hematoencefalica en
presencia de hemorragia subaracnoidea y de su relacion con el vasoespasmo, por lo tanto,
podemos considerar que este vacio en el conocimiento de la fisiopatologia de la hemorragia

subaracnoidea aun resta por ser llenado.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Dependiendo de la poblacion y el disefio del estudio a nivel mundial, se calcula que la
hemorragia subaracnoidea comprende menos del 10% de las formas clinicas de
enfermedad cerebrovascular aguda, visto desde otro angulo, la hemorragia subaracnoidea
como resultado de la ruptura de aneurismas intracraneales corresponde al 85% de todos
los casos de hemorragia subaracnoidea; con mayor prevalencia en unidades de referencia
nacional®.

En nuestro pais, la principal causa de hemorragia subaracnoidea espontédnea (no
traumatica) fue la rotura de un aneurisma cerebral (85.5%); en 15% restante, la angiografia
cerebral, que constituye el estdndar de oro actual para el diagnéstico de enfermedad
aneurismatica intracraneal®, fue negativa para aneurisma (RENAMEVASC 2011)°.

En Estados Unidos se ha observado mayor incidencia de HSA en hispanos. El proyecto
BASIC (“Brain Attack Surveillance In Corpus Christi”) encontré que la HSA es 1.6 veces
mas frecuente en Mexicano-Americanos (14.1 casos por cada 10,000 habitantes) que en
raza blanca (8.7 por 10,000)%.

En un subestudio del registro RENAMEVASC, Ruiz Sandoval et al, analizaron 231 casos
de hemorragia intracraneal asociada a rotura de aneurismas cerebrales, los cuales fueron
registrados en un periodo de 2 afios en 25 centros de referencia de tercer nivel de 14
estados del pais (todos realizados en centros urbanos). 66% de estos fue del sexo femenino
y 44% del sexo masculino, con predominio de edad mayor de 50 afios (60%) con rango
desde 16 hasta 90 afios.

La estancia hospitalaria varié de 2 a 98 dias, se realiz6 tratamiento invasivo en 69% de
estos pacientes; Se recabaron datos de la prevalencia del vasoespasmo, pero solo en una
fraccion de los casos totales, la cual fue de 198; en esta fraccién, dicha prevalencia de fue
de 44%.

El resultado funcional de esta cohorte fue de 25% de pacientes con dependencia para
realizar actividades de vida diaria (Discapacidad severa/moderada), lo cual deja en claro la
importancia de las secuelas de la hemorragia subaracnoidea en este grupo de casos con
enfermedad aneurismatica intracraneal.

Como bien se ha detallado, hasta el momento la fisiopatologia que permita la comprensién
de los fenébmenos que suceden después de la aparicion de hemorragia en el espacio
subaracnoideo no es del todo conocida, existe ausencia de conocimiento de
comportamiento de biomarcadores de disrupcion de barrera hematoencefalica en LCR en
una cohorte de casos y controles de pacientes con enfermedad aneurismatica en México,
los cuales desembocaran al final en dos comportamientos béasicos: presencia de
vasoespasmo cerebral y/o ausencia del mismo; con las subsecuentes secuelas ya
mencionadas.
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4.- JUSTIFICACION:

La enfermedad cerebrovascular (ECV) es la tercera causa de muerte en paises del primer
mundo. De todos los tipos de EVC, la hemorragia subaracnoidea (HSA) es responsable de
22% a 29% de la mortalidad. Ya se ha mencionado que de la hemorragia subaracnoidea
que es enviada a centros de referencia nacionales, el 85.5% de estd, es de etiologia
aneurismatica; esto destaca la relevancia de dicha etiologia en unidades de tercer nivel de
atencion (RENEMEVASC 2011).

Alrededor de 30% de los pacientes con hemorragia subaracnoidea (HSA) secundaria a
ruptura de aneurisma cerebral, desarrollan vasoespasmo arterial y con ello el déficit
neuroldgico asociado aumenta. Esta complicacion empeora el prondstico de los pacientes,
puesto que un 25% de ellos mueren y otro 30% a 35% sufren de déficit neuroldgico
permanente.

La ausencia de entendimiento cabal de la fisiopatologia de la hemorragia subaracnoidea ha
creado vacios que es preciso llenar, si se quiere aspirar a una terapéutica final e integral de
la hemorragia subaracnoidea.

En ese entendimiento, y la ausencia casi total de estudios realizados en poblacién mexicana
y especificamente en el hospital de Especialidades UMAE CMN SXXI, este estudio busca
llenar ese vacio documental del comportamiento (expresién) de las proteinas que funcionan
como biomarcador de disrupcion de la barrera hematoencefalica en liquido cefalorraquideo
que existe en la poblacion que sufre las devastadoras consecuencias de la enfermedad
aneurismatica intracraneal, para la cual se busca brindar atencion de calidad
multidisciplinaria, reduciendo con esto las secuelas que ocasionen discapacidad en dichos
pacientes y que forman parte de las muchas secuelas de esta compleja enfermedad.

El conocimiento obtenido servird para enriquecer la comprension de la fisiopatologia de la
hemorragia subaracnoidea aneurismatica del sistema nervioso central, como ya se ha
observado en la literatura previa, el ingreso de sangre al espacio subaracnoideo en el
contexto de enfermedad aneurisméatica es un evento catastréfico que desata una cascada
de eventos que finalizaran en el desarrollo de vasoespasmo e isquemia cerebral diferida.
En este contexto conocer el comportamiento y la expresion de estos biomarcadores de
dafio a la membrana hematoencefélica capitaliza la idea de su preponderancia en la
génesis de dichas complicaciones. Se escogid6 como nicho de medicion el liquido
cefalorraquideo, pues ya se ha mencionado que el valor de biomarcadores es de mayor
cuantia en forma local que en su medicién sérica (Triglia et al 2016); aungue las variaciones
individuales y respecto a etiologia exclusivamente en patologia aneurismatica, no se tienen
registradas.

Este estudio se sumaria a los estudios que buscan aclarar el papel de los biomarcadores
en la prediccion y, en un futuro, tratamiento del vasoespasmo cerebral.

En el futuro, al realizarse més estudios de este tipo se busca homogeneizar una estrategia
de deteccion y prevencion de las complicaciones antes mencionadas que sera de utilidad
para los pacientes que reciben atencion en el servicio de Neurocirugia del Hospital de
Especialidades CMN SXXI.
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5.- PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cual es la expresion en liquido cefalorraquideo de biomarcadores de disrupcién de barrera

hematoencefalica en pacientes con hemorragia subaracnoidea de origen aneurismético?

28



6.- HIPOTESIS

Existe disminucién de la concentracibn de marcadores de disrupcién de la membrana
hematoencefalica (Ocludina y claudina 5) e incremento de la concentracion del marcador
de disrupcion de membrana basal (MMP9) en pacientes con hemorragia subaracnoidea en

comparacion contra controles de pacientes con aneurismas no rotos.
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7.- OBJETIVO:

OBJETIVO GENERAL.:

Identificar y analizar el comportamiento de marcadores biologicos (ocludina, claudina 5y
MMP9) implicados en la disrupcién de las uniones estrechas de la barrera hematoencefalica

en pacientes con hemorragia subaracnoidea aneurismatica.

Identificar y analizar el comportamiento de marcadores biolégicos (ocludina, claudina 5y
MMP9) implicados en la disrupcién de las uniones estrechas de la barrera hematoencefalica

en pacientes sin hemorragia subaracnoidea aneurismatica.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

Crear una base de datos de enfermedad aneurismética en poblacién que se atiende en el

servicio de Neurocirugia del Hospital de Especialidades UMAE 611 CMN SXXI.

Recopilar datos acerca de valores en pacientes control (aneurismas no rotos) de ocludina,

Claudina 5 y Metaloproteinasa 9 en poblacion atendida en dicho hospital.

Modelo de comportamiento de biomarcadores de disrupcién de barrera hematoenceféalica
(ocludina, Claudina 5 y MMP9) en pacientes con hemorragia subaracnoidea y controles con

enfermedad aneurismatica no complicada que sirva para futuras investigaciones.
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8.- MATERIAL Y METODOS:

31

1) DISENO:

Estudio observacional, descriptivo, comparativo, longitudinal prospectivo en una cohorte de
pacientes con hemorragia subaracnoidea aneurismatica.

1.
2.

w

Caracteristicas del lugar en donde se llevara a cabo el estudio:

El estudio se realizara en Hospital de Especialidades UMAE 611, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, Ciudad de México. En un periodo comprendido
entre septiembre 2019 a julio 2020, periodo durante el cual se obtendran
muestras de LCR cisternal de los pacientes que cumplan con los criterios de
inclusién a medida que ingresen para tratamiento quirargico de enfermedad
aneurismatica intracraneal ya sea urgente o programado.

Disefio de estudio: Analitico: Casos y controles.

Tipo de estudio: No experimental

De acuerdo con el control que el investigador tendra sobre las variables:
Observacional

Por la finalidad del estudio: Descriptivo.

Por el tiempo de captacion de la informacion: Prospectivo.

Por la medicion del fenébmeno en el tiempo: Longitudinal.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO (EJES DE LA INVESTIGACION

Por el control de la maniobra por el investigador Observacional
Por la medicién en el tiempo Longitudinal
Por la direccién de la investigacion Prospectivo
Por el tipo de muestreo No aleatorio
Por la recoleccion de la informacion Prolectivo

Por la asignacion de la maniobra No aleatorizado
Por el numero de grupos Comparativo
Por el tipo de comparacion Concurrente
Por el tipo de poblacién Homodémico
Por el cegamiento en la evaluacién Abierto




9.- CRITERIOS DE SELECCION

Universo de trabajo
Pacientes con diagndstico de enfermedad aneurismatica intracraneana con o sin hemorragia
subaracnoidea del Hospital de Especialidades de CMNSXXI que acuden a tratamiento quirirgico

a.

resolutivo.

Periodo de realizacion del estudio: Se obtuvieron datos del estudio por casos consecutivos
registrados en el periodo 01 de septiembre 2019 a 30 de julio 2020.

Criterios de Seleccioén:

a.
1.
2.

Criterios de Inclusién:

Pacientes con diagnoéstico de enfermedad aneurismatica intracraneal.

Pacientes con tratamiento quirirgico de la enfermedad aneurismatica llevado a cabo en este
hospital.

Pacientes mayores de 18 afios.

Criterios de No Inclusion:
Pacientes con enfermedad aneurismatica sin tratamiento quirdrgico de la enfermedad
aneurismatica.

Criterios de Exclusion o de eliminacion:
Pacientes sin toma de muestra de LCR durante tratamiento quirtrgico de la enfermedad
aneurismatica.

10.- Seleccion de la muestra:

a) Tipo de muestreo: no probabilistico.

b) Tamahfo de la muestra: Se trata de un muestreo por conveniencia, es decir, no
probabilistico por lo que no se realiza tamafio de la muestra, casos consecutivos.

Descripcion de las variables:
Variable independiente: Valor de expresién de ocludina, Claudina 5 y metaloproteasa 9 de
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5. Definicién y Operacionalizacion de variables:

Variables:
Variable Definicién Definicion Escala de | Unidades de
Conceptual Operacional medicién medicion o
categorias
Valor numérico de | Valor de | Niveles de | Cuantitativa Niveles a la baja
ocludina, Claudina 5y | densidad expresion o alta en base a
Metaloproteasa 9 de | integrado una proteina

matriz

constitutiva

radiolégicos de
vasoespasmo

calibre de la luz
de una arteria
en el espacio
subaracnoideo
en estudio de
gabinete o
presencia de
area isquémica

calibre de la luz de
una arteria en el

espacio

subaracnoideo en
estudio de
gabinete o

presencia de area
isquémica nueva

Fecha de toma de | Dia en que se | Dia en que se | Cuantitativa Registro en
muestra tomo la | tom6é la muestra libreta de
muestra de | de LCR recabado de
LCR datos de
pacientes.
Presencia de signos | Presencia de | Deterioro de las | Cualitativa Escala de coma
clinicos de | signos clinicos | condiciones de Glasgow
Vasoespasmo sugestivos de | neurolégicas Afasia
vasoespasmo previas del Déficit motor
cerebral paciente en focal
estudio
Presencia de signos | Reduccion del | Reduccion del | Cualitativa Nueva area de

isquemia focal
no relacionada
con abordaje
quirdrgico.

Disminucion de
calibre arterial en
estudios

contrastados de

severidad de
una
hemorragia
subaracnoidea
aneurismatica
por tomografia

tomografia simple
de encéfalo.

nueva en | en estudio encéfalo.
estudio progresivo en
progresivo en | tiempo de
tiempo de | hospitalizacién de
hospitalizacion | gabinete.
de gabinete.

Clasificacion de Fisher | Escala Evaluacion Cualitativa ordinal | Presencia de
utilizada para | mediante la sangre en
clasificar la | realizacion de una espacio

subaracnoideo.
Grados del 1 al 4.

severidad de
una
hemorragia
subaracnoidea
aneurismatica.

basado en la
escala de coma de
Glasgow y déficit
motor focal.

simple de
encéfalo.
Clasificacion de | Escala Evaluacion de la | Cualitativa ordinal | Calificacion de
WFNS utilizada para | condicion clinica escala de Coma
clasificar la | del paciente de Glasgow vy

presencia o
ausencia de
déficit motor
focal.

Grados del l al V.
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Clasificacion de | Escala Evaluacion de la | Cualitativa ordinal | Estado de alerta
Hunt&Hess utilizada para | condicion clinica y presencia o
clasificar la | del paciente ausencia de
severidad de | basado en la déficit
una sintomatologia, neurolégico
hemorragia déficit focal.
subaracnoidea | neurolégico focal Grados del 0 al V.
aneurismatica. | y estado de alerta.
Presencia de | Presencia de | Presencia de | Cualitativa Presencia o
hemorragia sangre en el | imagen en ausencia.
parenquimatosa parénquima tomografia simple
encefalico. de craneo con
unidades
Hounsfield de
densidad
compatible con
sangre en
parénquima
encefalico.
Presencia de | Datos clinicos | Datos clinicos y | Cualitativa Presencia o
Hidrocefalia y por imagen | por imagen de ausencia.
compatibles ventriculomegalia,
con el | edema
diagnostico de | transependimario
hidrocefalia o indices de
secundaria a la | medicion que
presencia de | sean compatibles
hemorragia con hidrocefalia
subaracnoidea | en algin momento
intracraneal. de la
hospitalizacion
que no exceda las
3 semanas.
Hidrocefalia como | Datos clinicos | Datos clinicos y | Cualitativa Presencia o
complicacion tardia y por imagen | por imagen de ausencia.
compatibles ventriculomegalia,
con el | edema
diagnostico de | transependimario
hidrocefalia o indices de
secundaria a la | medicion que
presencia de | sean compatibles
hemorragia con hidrocefalia
subaracnoidea | en algiin momento
intracraneal. de la
hospitalizacion
posterior a las 3
semanas.
Dia de presentacion | Dia en que | Dia de la | Cuantitativa Presencia o
de vasoespasmo ocurre hospitalizacion en ausencia.
diagnéstico el que se
clinico o por | presentan datos
imagen de | en estudio de
vasoespasmo. | imagen
compatibles con
vasoespasmo.
Localizacion de | Topografia en | Topografia en | Cualitativa Segmento
aneurisma relacion  con | relacién con vaso afectado.
vaso sanguineo
sanguineo intracraneal
intracraneal afectado por la
afectado por la | enfermedad

aneurismatica.
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enfermedad
aneurismatica.

Cantidad de | Cantidad de | Cantidad de | Cuantitativa Presencia o
aneurismas lesiones lesiones ausencia.
aneurismaticas | aneurismaticas en
en el mismo | estudio de
paciente. angiotomografia o
angiografia.

35

a)

b)

<)
d)

1) Procedimientos:
Captacion de pacientes: en Hospital de Especialidades UMAE 611, entre septiembre
2018 a octubre 2019. Centro Médico Nacional Siglo XXI, Ciudad de México.
Obtencion de la informacion: se realizara toma de muestra de LCR mediante aspiracion
cisternal (cisterna basal interhemisférica) que es el primer paso de la fase intradural de la
cirugia resolutiva, durante la exposicion del vaso afectado por la enfermedad aneurismatica
en el periodo de internamiento de los pacientes analizados. Se realizara revision del
expediente clinico, estudios de laboratorio y gabinete de los pacientes para obtencién de los
datos de variables con relacion a hemorragia subaracnoidea para los casos y sin hemorragia
subaracnoidea para los controles, dicha revision se llevé a cabo por al menos 2 personas de
forma conjunta como medida de control de calidad interobservador.
Medicién de pruebas bioquimicas: Técnica de Western Blot para identificacion de las
proteinas de union
Procesamiento de las muestras: La muestra de LCR se centrifugard a 18,000g X 15
minutos. La pastilla se solubilizara por sonificacién en tritbn X-100 al 2%, amortiguador
trisbarbital 70 mM, pH 8.6, NaN3 15 mM, floruro de fenil-metil-sulfonil 0.1 mM (PMSF) y 100
U/ml de aprotinina, enseguida se centrifugara por 15 minutos a 18,000 g/15 min. El
sobrenadante se colocara en dodecil-sulfato de sodio (SDS) (amortiguador Tris/Hcl, pH 7.2,
2.3% wl/v SDS, 3% v/v glicerol) el cual debera contener 5% B-mercaptanol y se correra en
un gel de poliacrilamida a una concentracion del0%. Las proteinas se cargaran a una
concentracién de 70ul de muestra de proteinas en 50ul de H20 destilada y 30ul de LB,
obteniendo una concentracién final de 150ul por alicuota, de la cual se tomara Unicamente
30pl de muestra por carga, realizando la electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, 12%
y 6% para las diferentes proteinas de acorde con su peso molecular, se corrieron a 85 volt
por 2.5 hrs en camara humeda. Se transferiran a una membrana de nitrocelulosa por medio
de una camara de transferencia semi-humeda, empleando 20volts por 1hrs. Las uniones no
especificas se bloguearan incubando con leche svelty al 0.5% diluida en amortiguador PBS-
Twen (Tris 50 mM, pH 10.2, NaCl 350 mM, PSMF 0.2mM) durante lhrs. Se incubara por
24hrs con el anticuerpo primario; S-100B, Ocludina, Claudina 5 (Santa Cruz Biotechnology,
Thermo). Se realizaran tres lavados con PBS-Twen cada uno por 5min y se aplicara el
anticuerpo secundario IgG anti mouse marcado con peroxidasa y se revelara con reactivo
quimioluminiscencia (Luminata Crescendo Western HRP, Millipore) por medio del equipo
foto documentador Fusion FX Vilber Lourmat. Se tomaran las imagenes para ser analizadas.
Se realizard un andlisis de densidad de volumen por medio del programa software Quantity
One de Bio-Rad.
Control de calidad: Los datos obtenidos del andlisis de densidad de cada proteina problema
(IDV) seran normalizados con los datos de su correspondiente proteina control (V, albumina
humana) y se reportan en valores de densidad integrado (IDV/V).



1. ANALISIS ESTADISTICO

Se haran tablas de datos de los diferentes protocolos con estadistica descriptiva, para datos
con una distribucion paramétrica. Para los datos con distribucion no paramétrica se
efectuara la prueba Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de U de Mann-Whitney, pruebas
de correlacion de Pearson entre las diferentes variables clinicas y los metabolitos
estudiados.

Los datos serdn analizados con el paquete estadistico STATA version 14-0.

Andlisis estadistico sera: descriptivo, comparativo.
Andlisis de variables numéricas y categoricas: test de regresion lineal.

Comparacion con literatura existente.

2. IMPLICACIONES ETICAS
Riesgo de la Investigacion. Esta investigacion se considera categoria | (sin riesgo) de acuerdo
con la Ley General de Salud contenida en la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos
en materia de Investigacion para la salud en seres humanos, titulo segundo, capitulo I, articulo 17,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el dia 6 de enero de 1987.

Apego a normativas y tratados.

Apegado a los principios emanados de la 18% asamblea médica de Helsinki, Finlandia, en
1964 y de las maodificaciones hechas por la propia 292 asamblea Médica mundial en Tokio.
Japon en 1975, 352 asamblea Mundial en Venecia, Italia en 1983, 412 asamblea mundial
en Hong Kong en 1989, 482 Asamblea médica mundial en Somerset West, Republica de
Sudafrica en 1996 y por la 522 Asamblea Médica mundial en Edimburgo, Escocia en 2000
y de acuerdo con la Ley General de Salud en México, el presente estudio no representa
riesgo alguno y no requiere consentimiento informado.

Consentimiento informado: no requiere.

Potenciales beneficios: incremento del conocimiento de la fisiopatologia de la hemorragia
subaracnoidea y vasoespasmo.

Potenciales riesgos: no existen ya que se trata del procedimiento rutinario realizado en la resolucién
quirdrgica habitual de estos casos.

Confidencialidad de la informacion. se garantizara la confidencialidad de la informacién.

Seleccién de los potenciales participantes: muestreo por casos consecutivos ya comentado.
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3. RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos Humanos:

3 RESIDENTES DE NEUROCIRUGIA EN FORMACION PARA RECABAR MUESTRA DE LCR EN
QUIROFANO Y LLEVARLA A REFRIGERACION EN UNIDAD DE INVESTIGACION DEL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES UMAE 611 CMN SXXI.

PERSONAL DE UNIDAD DE INVESTIGACION DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS Y
NEFROLOGICAS DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES UMAE 611 CMN SXXI.

Recursos Materiales:

INFRAESTRUCTURA DEL SERVICIO DE NEUROCIRUGIA DEL HOSPITAL DE
ESPECIALIDADES CMN SXXI'Y DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DEL MISMO HOSPITAL.

NO HAY FONDO MONETARIO.

37



8. RESULTADOS

Se tomaron muestras de LCR de la cisterna basal interhemisférica (durante el proceso
quirdrgico resolutivo) de 36 pacientes hospitalizados en el Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS; se excluyeron del analisis a 2 pacientes por la
incapacidad de demostrarse lesion vascular. Finalmente se obtuvo una cohorte de 34
pacientes restantes, de los cuales, 21 (61.7%) fueron casos de hemorragia subaracnoidea
por aneurismas intracraneales rotos y 13 (38.2%) correspondieron a controles con
enfermedad aneurismatica no rota que acudieron a procedimientos quirdrgicos
programados. De estos, 27 (79.4%) pacientes fueron del sexo femenino y 7 (20.6%) del
sexo masculino, detallado en la Tabla 1.

El rango de edad de los pacientes oscilé entre los 22 y los 85 afios, con una media de 56
afos; dicha distribucion por edad se detalla en la Figura 1.

Figura 1. Distribucion por edad.
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Los factores de riesgo mas relevantes encontrados, son: DM2 en 3 (8.8%) pacientes,
tabaquismo en 12 (35.3 %) pacientes y la HAS en 19 pacientes (55.9 %), siendo esta la
comorbilidad mas relevante en este estudio.

En cuanto a la distribucion en la circulacion intracraneal de los aneurismas cerebrales
presentados; en total se contabilizaron 3% dependientes de circulacion posterior y 97%
dependientes de circulacion anterior. En cuanto a lateralidad se encuentra predominio del
lado derecho con 67.64%, mientras que el lado izquierdo se encuentra afectado en 32.36%
de casos. En cuanto al vaso especifico afectado,10 (29.4%) casos corresponden a arteria
cerebral media (8 derecha y 2 izquierda, 3 casos al segmento M1 y dos casos al segmento
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M2), 1 caso a la arteria cerebral anterior segmento A2 (2.9%), 8 (23.5%) casos a la arteria
comunicante anterior (predominio del lado derecho), 3 (8.8%) casos a la arteria
comunicante posterior (predominio de lado derecho), 1 caso a la arteria coroidea anterior
(2.9%) y 10 (29.4%) casos dependientes de arteria carétida interna (predominio derecho);
de dicho total 5 (14.7%) de segmento paraclinoideo proximal, 4 (11.8%) de segmento
comunicante y 1 de la bifurcacién de este vaso (2.9%) y 1 caso (2.9%) dependiente de
arteria vertebral, detallados estos hallazgos en la Figura 2.

10
(29.4%)

Se presentaron variantes anatémicas en 41.2% de los pacientes en ambos grupos. Es
remarcable, que entre los pacientes del grupo control, la prevalencia de dichas variantes
Unicamente alcanz6 el 23%, mientras que en el grupo de hemorragia subaracnoidea se
presentaron en 81%.

En cuanto a la presentacion clinica del grupo de pacientes con hemorragia subaracnoidea;
se presento cefalea en 57.1%, 14.3% con pérdida del estado de alerta, 23.8 % con crisis
epilépticas, 4.8% con afasia. La cefalea centinela se presentd en 4.8% de los casos.

En el grupo de pacientes con hemorragia subaracnoidea la toma de muestra de LCR se
realizo en promedio a los 7 dias del sangrado inicial. En el grupo control se tom6 al momento
del procedimiento quirdrgico resolutivo como ya se comento (Figura 3).
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion

Total n=34
Edad (anos)? 56.47 (13.1)
Sexo, n (%) °

Mujer 27 (79.4)
Hombre 7 (20.6)
Tabaquismo, n (%) ° 12 (35.3%)
Comorbilidad, n (%) °

- Hipertension arterial sistémica 19 (55.9%)

- Diabetes Mellitus 2 3 (8.8%)
Cefalea centinela, n (%)°® 2 (5.9%)
Presentacion clinica de los pacientes
con hemorragia subracnoidea, n (%) ° 12 (35.3%)
-Cefalea
-Crisis epilépticas 5 (14.3%)
-Pérd_ida del estado de alerta 3 (8.8%)
-Afasia

1 (2.9%)
Hunt & Hess al ingreso, n (%)°
-0 13 (38.2%)
- I-l 13 (38.2%)
- -V 8 (23.5%)
Circulacién afectada, n (%) °

- Anterior 33 (96.1%)

- Posterior 1(2.9%)
Lado afectado, n (%)®

- Derecho 23 (67.64%)

- lzquierdo 11 (32.36%)
Localizacion del aneurisma, n (%)®

- Arteria cerebral media 10 (29.4%)

- Arteria carétida interna 10 (29.4%)

- Arteria comunicante anterior 8 (23.5%)

- Arteria comunicante posterior 3 (8.8%)

- Arteria cerebral anterior 1 (2.9%)

- Arteria coroidea anterior 1(2.9%)
Hemoglobina g/dL ° 13.19 (12.5-14.2)
Hematocrito (%) ® 40.38 (5.75)
Leucocitos 103uL © 9.44 (5.99-11.11)
Plaquetas 10%uL ? 253.3 (71.12)
Glucosa mg/dL 109.5 (96-130.5)
Urea mg/dL? 26.68 (8.88)
Creatinina mg/dL ° 0.65 (0.55-0.79)
Na*mEq/L® 141 (137.7-143)
K* mEg/L @ 3.83 (0.5)
ClrmEq/L ® 103.32 (5.45)
a: Los datos son presentados en media y DE.

b: Los datos son presentados en frecuencias y porcentajes.
c: Los datos son presentados en mediana y percentil 25 - 75
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Figura 3. Ejemplo de procedimiento quirdrgico resolutivo de la enfermedad aneurismética.
Se toma la muestra cisternal de LCR y se coloca un clip vascular para reconstruir la
bifurcacion de la arteria carétida interna derecha. En la angiografia de control se demuestra
la restitucion de su morfologia original.

i @ Losuo v
S | - FRONTAL '
o
. v

Se dividio el total de pacientes en dos grupos, de acuerdo a la presencia o ausencia de
hemorragia subaracnoidea al momento del ingreso hospitalario (grupo de hemorragia
subaracnoidea y grupo control).

El grupo que ingreso al hospital con hemorragia subaracnoidea tuvo la siguiente distribucion
en cuanto a la puntuacion de las diferentes escalas clinicas y radiogréficas:

Glasgow: 14 pacientes (66.7%) con 14-15 puntos, 3 pacientes (14.3%) con 9-13 puntosy 4
pacientes (19%) con 3-8 puntos.

Fisher modificado: 2 pacientes (9.5%) Grado 1-2 y 19 pacientes (90.5%) Grados 3-4.
WFNS: 8 pacientes (38.1%) Grado |, 7 pacientes (33.3%) Grados II-1ll y 6 pacientes (28.6%)
Grados IV-V.
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En cuanto a la escala de Hunt-Hess que contempla en su clasificacién pacientes con

Grado 0: 13 pacientes (38.2%), Grados I-1I: 13 pacientes (38.2%), Grados IlI-1V: 8 pacientes
(23.5%).

El resumen de estas categorias se observa en la Tabla 2:

Tabla 2. Caracteristicas de la poblacién con hemorragia subaracnoidea

Grupo de hemorragia subaracnoidea
n (%)
| 1415 | 14 (66.7%)
3 (14.3%)
| 38 | 4 (19%)
n (%)
12 ] 2 (9.5%)
| 34 | 19 (90.5%)
n (%)
|  Gradol | 8 (38.1%)
| Gradosll-l___ | 7 (33.3%)
6 (28.6%)
n (%)
N T 13 (38.2%)
8 (23.5%)

a: Los datos se presentan en frecuencia y porcentaje

El lado mas afectado fue el derecho con 50%, seguido de bilateralidad en 26.5% y el lado
izquierdo 23.5%.

En cuanto a las complicaciones asociadas en el grupo de hemorragia subaracnoidea, no se
presentaron complicaciones durante la hospitalizacion en 52.4%. El resto de las
complicaciones médicas asociadas se distribuyé de la siguiente manera: neumonia
asociada a cuidados de la salud en 9.5% de los pacientes, lesion renal aguda en 4.8% de
los pacientes, desequilibrio hidroelectrolitico en 4.8% de los pacientes y alteraciones
psiquiétricas en 14.4% de los pacientes.

En cuanto a las complicaciones asociadas de forma primaria con la hemorragia
subaracnoidea la distribucion es la siguiente: vasoespasmo en 52.4% de los pacientes, del
cual 19% correspondi6 a vasoespasmo radioldgico con infarto parenquimatoso asociado y
4.8% a vasoespasmo sintomatico; hidrocefalia en 23.8% de los pacientes al ingreso, muerte
durante la hospitalizacion en 19% de los pacientes.

No hubo complicaciones médicas y asociadas a cirugia en los pacientes programados
(aneurismas no rotos).

El resumen de estas complicaciones se detalla en la Tabla 3:

D
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Tabla 3. Complicaciones presentadas en grupo de hemorragia subaracnoidea

Hidrocefalia n (%) @ 5 (23.8%)
11 (52.4%)
5 (23.8%)

a: Los datos se presentan en frecuencia y porcentaje

Figura 4: Aneurisma de la bifurcacion de arteria car6tida interna izquierda tipo | en
relacion con malformacién arteriovenosa parietal ipsilateral asociada Spetzler Martin
2. Presenta datos radiograficos de vasoespasmo localizado en arteria carétida interna
izquierda de aproximadamente 50% de estenosis del didmetro habitual del vaso
(Grado | de Yamamoto).

En cuanto al comportamiento de los biomarcadores estudiados en LCR se encontraron los
siguientes resultados.

La zimografia de las metaloproteasas mostraron que el grupo con HSA tiene mayor
actividad en LCR de MMP9 comparado con el grupo control (p< 0.0073). En el 25 % de los
casos con HSA no se detecto6 en el LCR la MMP, mientras que en los controles sélo en 2
casos se detectd, con significancia (p=0.032) con la prueba estadistica U de Mann Whitney.

Comportamiento detallado en la figura 5.
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Figura 5. Comportamiento de la MMP-9 y MMP-2 medidos en LCR cisternal en ambos
grupos.
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Los marcadores de disrupcion de proteinas de barrera hematoencefalica mostraron que los
pacientes con HSA tienen una mayor concentracién en el LCR de la Claudina 5 comparado
con el grupo control. Aunque la distribucién fue homogénea en ambos grupos no hubo
diferencias significativas. En 2 pacientes del grupo HSA no se observo la presencia de esta
proteina. En cuanto a la concentracién de Ocludina, la distribucion en ambos grupos fue
muy parecida y no hubo diferencias significativas.

En relacion con las variables clinicas, s6lo se encontré diferencia significativa en la
concentracién de proteina S-100 (p < 0.04) en correlacién con la mortalidad presentada
durante el internamiento hospitalario, con la prueba estadistica U de Mann Whitney.

Dicho comportamiento se resume en la Figura 6.
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Figura 6. Comportamiento de biomarcadores de disrupcién de barrera hematoencefalica
medidos en LCR cisternal en ambos grupos.
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9. DISCUSION

Existen escasos reportes de andlisis de LCR cisternal en un punto proximal a la
presencia de un aneurisma intracraneano roto y por lo tanto en el contexto clinico
de hemorragia subaracnoidea, cuyo objetivo sea valorar las caracteristicas del
microambiente local; entre estos reportes, cabe mencionar la medicion de citocinas
proinflamatorias y moléculas vasoactivas como la endotelina®®. No existe un articulo
que detalle el comportamiento de los biomarcadores de disrupcion de barrera
hematoencefélica propuestos en este trabajo. Los nuevos estudios que surjan de
esta premisa deben tener en consideracion que la concentracion de metabolitos
puede tener diferencias significativas en las diferentes localizaciones anatomicas de
toma de muestra del LCR y esto limita su utilidad como biomarcadores hasta la
realizacion de metaanalisis que comparen los hallazgos en los diferentes
estudios?®.

El presente trabajo muestra que los casos que se presentan como HSA en su
mayoria son del género femenino y la comorbilidad mas frecuente fue la
hipertension arterial (>55%) (tabla 1).

La complicacion de mayor riesgo asociada a HSA fue el vasoespasmo cerebral,
presente en el 52.4% de los pacientes y llegando a producir al menos una lesion
isquémica en 47.6% de ellos; hidrocefalia en 23.8% y la muerte durante la
hospitalizacion en 4 pacientes (19%). Coincidiendo con los reportes internacionales
de incidencia en este grupo de pacientes?!?.

Un factor critico para la tasa de mortalidad del 35% en pacientes que sufren de
hemorragia subaracnoidea (HSA) es el desarrollo de edema cerebral global severo
101 En estudios en humanos, la formacién de edema cerebral se correlaciona con
dafio isquémico, déficits cognitivos, y mortalidad'°%1%2, El edema cerebral
poshemorragico es mayormente de origen vasogénico y resulta del dafio a la
integridad de la barrera hematoenceféalica®!. Los mecanismos subyacentes precisos
gue conducen a la disrupcion de la barrera hematoencefalica a nivel neurovascular
y la importancia de las células endoteliales para el desarrollo del edema cerebral
vasogénico después de la HSA aun se desconocen. En este trabajo se pueden
hacer varias aseveraciones respecto al papel que juega la disrupcién de la barrera
hematoencefalica en la enfermedad aneurismatica.

En el caso de las proteinas de integridad de barrera hematoencefalica el mas
importante hallazgo fue la actividad de las MMPs (9 y 2) donde se encontro que a
pesar de la variacion entre los pacientes con SAH mostraron una mayor actividad
en el LCR de manera significativa (Figura 5) en comparacion con los controles que
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también son pacientes con enfermedad aneurismatica. Similar al trabajo de Triglia
et al (2016)%, se mostr6 que las concentraciones en LCR de MMP-9 fueron
significativamente mayores en pacientes con isquemia cerebral tardia que en
aguellos sin isquemia cerebral tardia. En un estudio resultados similares al del
presente trabajo mostraron que los niveles de expresiéon de MMP-9 en suero de
pacientes con hemorragia subaracnoidea eran mayores que los pacientes sin
hemorragia, lo que indica que el incremento en la expresion de MMP-9 se
correlaciona con la ruptura aneurismatical®>1%, |o cual traducido para efectos
practicos representa la lisis de colageno IV de la lamina basal del endotelio de la
barrera hematoencefalica.

El mecanismo de accion de las MMP en la formacion de aneurismas se ha atribuido
en gran medida a los efectos proteoliticos sobre las proteinas de matriz extracelular
y al posterior debilitamiento de la pared arterial. Se ha observado también que la
MMP-2 tiene la mayor actividad elastolitica y es producida principalmente por el
musculo liso vascular y los fibroblastos (Wall et al., 2003)%5. Adicionalmente se
conoce que MMP-2 y MMP-9 tienen efectos inhibitorios adicionales de sobre el
mecanismo dependiente de Ca2 + de la contraccion de musculo liso vascular que
pueden desempefiar un papel en el desarrollo temprano del aneurisma (Chew et al.,
2004)1%, La mayor actividad de estas MMP9 y 2 se presentd en los aneurismas
rotos en la cohorte de estudio del presente trabajo; lo cual indica su papel en esta
patologia, pero no en la formacién del vasoespasmo después de hemorragia
subaracnoidea. La MMP-9 generalmente se considera una forma de zimégeno, y
muchas células en el cerebro pueden secretar zimégeno MMP-9107,

La activaciéon del zim6geno puede conducir a la degradacion de la matriz
extracelular en el cerebro!®®. Se ha demostrado en otro tipo de aneurismas que la
MMP-9 es un inhibidor mas potente de la contraccién arterial que la MMP-2,
consistente con la expresiéon dominante de MMP-9 en la pared arterial (Sakalihasan
et al., 1996). La funcién contractil del musculo liso arterial puede contribuir a la
integridad estructural de la pared arterial y limitar su tendencia a dilatarse en
respuesta a las fuerzas pulsatiles generadas con cada ciclo cardiaco. Es remarcable
que exista cierta cantidad de MMP medible en los controles con enfermedad
aneurismatica no rota; esto podria indicar que la enfermedad aneurismatica cursa
per se con disrupcion de la barrera hematoencefalica en etapas tempranas.

En el presente estudio se mostré que de las proteinas de uniones endoteliales
estrechas que forman parte de la barrera hematoencefalica estudiadas, la Claudina
5 muestra un mayor nivel en LCR en los pacientes con hemorragia subaracnoidea,
sin embargo no se observaron diferencias significativas comparado con los
controles, de igual forma la Ocludina y VE-Cadherin que forman parte de las uniones
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estrechas entre célula-célula; y que son estructuras dindmicas que pueden ser
alteradas por multiples vias. Puede haber modificaciones de proteinas, incluida la
fosforilacion, metilacion, palmitoilacion y glucosilacion®.Tales modificaciones
pueden afectar las interacciones proteina: proteina alterando la permeabilidad de la
barrera. Si bien el papel de algunos de estos tipos de regulacién ha sido examinado
con cierto detalle en condiciones inflamatorias y condiciones isquémicas, el papel
de tales procesos en la hemorragia cerebral no ha sido examinada en profundidad
con la mayoria de los estudios.

Por otro lado, en estudios en modelos animales de hemorragia subaracnoidea la
apertura de las uniones estrechas de la barrera hematoencefalica se produce
inmediatamente después de inducida la hemorragia, la brecha fue mayor entre 3y
72 h después de la misma. Estos resultados indicaron que el desensamble de
uniones estrechas causado condujo al aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefélica. De igual forma se observd en homogenados de tejido cerebral
que la expresion de Zo-1 y Ocludina disminuyo significativamente después de SAH,
con la expresién mas baja de valores a las 3y 72 h, en la mayoria de los estudios
la constante es que se reducen en tejido los niveles de proteinas de la uniones
estrechas, en el caso del presente trabajo observamos lo contario, un aumento de
los niveles de proteinas Clau-5, ocludina y VE-CAD en el LCR lo que significa que
la separacion de las uniones de estas proteinas son vertidas a las cisternas de LCR
y por consiguiente se pueden detectar mediante la toma de muestra en estos sitios.
No observamos correlacién de estas proteinas con el tiempo de evolucién y la toma
de la muestra. La degradacion de Zo-1 y Ocludina en la unién endotelial estrecha
puede facilitar la fuga capilar responsable del aumento de la permeabilidad de
barrera hematoencefalica (Fuijii et al. 2012; Kondo et al. 2004). También se debe
considerar que el incremento en la MMPs afecte los niveles de claudina-5 y
ocludina y VE-CAD que son sustratos para metaloproteinasas de matriz (MMP)199,

La desventaja del estudio en pacientes es el poco control de las variables como el
tiempo de la toma de muestra, que en nuestro estudio no se relaciond con los niveles
de proteinas detectados en el LCR.

En relacion S-100B, no se encontrd diferencias entre el grupo SAH y el grupo
control, sin embargo, se observo una tendencia a tener mayores niveles de S-100B,
y en relacion con la mortalidad, los pacientes que tuvieron los niveles mas elevados
fueron los que fallecieron.

Adicionalmente en el presente trabajo se evaluaron los niveles de estas proteinas
normalizandose con la albumina presente en el LCR que le da mas rigor a los
resultados. Sin embargo, faltan estudios con otras proteinas involucradas.
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En conclusién. Estudiamos biomarcadores que nos indicaran dafio a la barrera
hematoencefalica pos HSA, las proteinas estudiadas estuvieron presentes en el
LCR de pacientes con HSA con niveles detectables, sin embargo se observé que
los controles utilizados (pacientes con aneurismas no rotos) también mantienen
niveles parecidos a los pacientes con HSA lo que no reflejo diferencias significativas,
solo las MMP 9 y 2 fueron los marcadores de disrupcién a la barrera
hematoencefélica cuya concentracion fue mayor en los pacientes con HSA,
asimismo, hubo correlacion con la proteina S-100B y la mortalidad por HSA; con
ello sefialamos que esta proteina y las MMPs constituye un util método bioquimico
no invasivo para el evaluacion de la severidad neuroldgica y dafio a la barrera
hematoencefalica y sugerimos que la enfermedad aneurismatica cursa per se con
disrupcién de la barrera hematoencefélica en estadios tempranos. Sin embargo, los
mecanismos de incremento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
después de HSA todavia no se entienden completamente y necesitan ser mas
estudiados.
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14. ANEXOS.

14.1 Carta de consentimiento informado.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

..

®©

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Coordinacioén de Investigacion en Salud

Comisién Nacional de Investigacion Cientifica

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre de protocolo:

“Estudio de la expresioén en liguido cefalorraquideo de ocludina, claudina5y
metaloproteinasa 9 como biomarcadores de dafio a la barrera
hematoencefalica en pacientes con hemorragia subaracnoidea.”

Paciente HSA

Lugar y Fecha:
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No. de registro:

Justificacion y objeto del estudio: Le estamos invitando a participar en un estudio de
investigacion que se lleva a cabo en el servicio de Neurocirugia y la Unidad de Investigacion
en Enfermedades Neuroldgicas, del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
Siglo XXI.

El objetivo del estudio es conocer las concentraciones de algunas sustancias en su liquido
cefalorraquideo durante una hemorragia como la que padece su familiar en estos
momentos y saber si pueden relacionarse con el desarrollo de vasoespasmo, esto es el
estrechamiento de las arterias del cerebro cerca del sitio en donde se origind el sangrado
por ruptura de un aneurisma cerebral (una de las complicaciones de la propia hemorragia),
y si se relaciona con el buen o mal funcionamiento de su cerebro. Esta informacion podria
ser valiosa para saber si un paciente con sangrado cerebral por ruptura de un aneurisma
tiene mayores 0 menores concentraciones de estas sustancias en su liquido
cefalorraquideo y saber si tienen mayor riesgo de presentar o no las complicaciones
mayores de la enfermedad, para saberlo antes de que se presente, y si fuera el caso, darle

el tratamiento para evitarlo.

Usted ha sido invitado(a) a participar en este estudio porque usted o su familiar presenta
un cuadro clinico compatible con sangrado cerebral por ruptura de aneurisma. Al igual que
usted, otras 50 personas mas de este hospital, con el mismo cuadro, seran o han sido

invitadas a participar en este estudio.

Su participacion es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion que le

proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.
Procedimientos

a) Su participacion implica responder a un cuestionario. De tal forma que se le pedira
que responda sobre algunos datos personales como; lugar de residencia, ocupacion,
alimentacion, diagnoéstico, antecedentes familiares de la enfermedad e historial médico. Las

entrevistas se llevan a cabo en forma individual y confidencial.
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b) Permitir la extraccion de una muestra de liquido cefalorraquideo para la medicion de
sustancias (MMP 9, Claudinha 5, ZO-1 y VE Cadherina), por lo que se le solicitara la
donacion de liquido cefalorraquideo equivalente a una cucharada cafetera (que equivale a
3 ml) en 1 ocasidén. La muestra serd extraida por aspiracién cisternal directa durante el

procedimiento quirdrgico resolutivo de la enfermedad aneurismatica.

C) Posibles riesgos y molestias. Los riesgos potenciales que implica su participacion
en este estudio son minimos. Pueden presentarse ciertas molestias asociadas al
procedimiento quirdrgico per se. Para la toma de liquido cefalorraquideo se utilizaran

Unicamente agujas y jeringas estériles y desechables.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio. Usted no recibira ningun
beneficio al participar en este estudio. El beneficio sera contribuir a la generacién de nuevo
conocimiento que se podria aplicar en el tratamiento futuro de pacientes con hemorragia

cerebral debido a la ruptura de un aneurisma.

Resultados o informacion nueva sobre alternativas de tratamiento. Durante el
transcurso de este estudio, le informaremos de cualquier hallazgo nuevo (ya sea bueno o
malo) que sea importante para el tratamiento de su enfermedad y que pueda modificar su

decisién de participar o continuar participando en este estudio.

Participacion o retiro. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si
usted decide no participar en el estudio, su decision, no afectara su relacién con el IMSS y
su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS. Si en un
principio desea patrticipar y posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar el
estudio en cualquier momento y este hecho no modificara de ninguna manera los beneficios
gue usted tiene como derechohabiente del IMSS. En caso de que usted desee que se
deseche su muestra, puede contactar al doctor Rabindranath Garcia Lopez en cualquier
momento y solicitar el retiro y eliminacion de su muestra. Para los fines de esta investigacion
sé6lo utilizaremos la informacién que usted nos ha brindado desde el momento en que
acepto participar hasta el momento en el cual nos haga saber que ya no desea hacerlo.

Privacidad y confidencialidad. Toda la informacién que usted nos proporcione sera de
caracter estrictamente confidencial, es decir, sera utilizado Unicamente por los
investigadores del proyecto y no estara disponible para ningn otro propdsito, incluyendo la
muestra de sangre. Para proteger su identidad le asignaremos un nimero que utilizaremos

para identificar sus datos y usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases
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de datos. Solo proporcionaremos su informacion si fuera necesario para proteger sus
derechos o su bienestar (por ejemplo, si llegara a sufrir algin dafio fisico o si llegara a

necesitar cuidados de emergencia).
Coleccion de material biolégico

Ya que se le ha solicitado la toma de muestras bioldgicas, le pedimos su autorizacion tanto
para la toma de la muestra, como para la utilizacién de esta en este u otros estudios

posteriores.

[] No autorizo que se tome la muestra.
|:| Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros

Personas para contactar en caso de dudas y aclaraciones sobre el estudio.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 7:30 a 17:00 h, de lunes a viernes con el Dr. Rabindranath Garcia Lopez,
gue es el investigador responsable del estudio, al teléfono directo 55782284 del Hospital de
Especialidades, CMN, Siglo XXI de 8.00 a 17 Hrs.

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigaciéon, puede comunicarse con los responsables de la Comisién de Etica en
Investigaciéon del IMSS, a los Tel. 56276900-21216, de 9 a 16:00 h; o si asi lo prefiere al

correo electronico: comisioneticainterno@gmail.com o comité.eticainv@imss.gob.mx La

Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos
piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P.
06725, México D.F.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,

molestias y beneficios derivados de nuestra participacion en el estudio.
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Sus firmas indican su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre y firma de los participantes.

Nombre y firma del paciente o representante legal

Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion Nombre, direccién,
relacion y firma relacion y firma

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
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