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GLOSARIO DE ABREVIATURAS EMPLEADAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Al: aneurismas intracraneales.

ARN: Acido ribonucleico.

CONSCIOUS: Clazosentan to Overcome Neurological iISChemia and Infarct
OccUrring after Subarachnoid hemorrhage.

COX: ciclooxigenasa.

DM: diabetes mellitus.

DVE: drenaje ventricular externo.

DVP: derivacion ventriculo-peritoneal.

EGF: factor de crecimiento endotelial.

eNOS: enzima dxido nitrico sintasa endotelial.

ET: Endotelina.

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos.

GOSE: Glasgow Outcome Scale extended.

GWAs: estudios de genotipado masivo 0 “Genome Wide Association studies”.
HHT1: Telangiectasia hemorragica hereditaria de tipo 1.

HTA: hipertension arterial.

HSA: hemorragia subaracnoidea.

HSAa: Hemorragia subaracnoidea aneurismatica.

ICD: isquemia cerebral diferida.

IFN- Y. interferén gamma.

ISAT: International Subarachnoid Aneurysm Trial.

ISUIA: International Study of Unruptured Intracranial Aneurysms.

LCR: liquido cefalorraquideo.

MMP: metaloproteinasas.

NO: éxido nitrico.

OR: Odds ratio.

PAM: presion arterial media.

PAS: presion arterial sistdlica.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PHASES: Population, Hypertension, Age, Size, Earlier subarachnoid hemorrhage,
Site.

PIC: presion intracraneal.

PICA: Arteria cerebelosa postero-inferior.

PIGF: factor de crecimiento placentario.

gQRT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

SAHIT: Subarachnoid Haemorrhage International Trialists.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism o Polimorfismo de un solo nucleétido.
TC: tomografia computarizada.

TGF-a: factor de crecimiento transformante alfa.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

VEGFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular.

WFENS: World Federation of Neurosurgical Societies/Federacion Mundial de
Sociedades Neuroquirurgicas.

WSS: Wall shear stress o estrés de cizallamiento.
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Introduccion

LA HEMORRAGIA SUBARACNOIDEA ANEURISMATICA

1. DEFINICION

La hemorragia subaracnoidea (HSA) es una extravasacion repentina de sangre en
el espacio subaracnoideo, comprendido entre piamadre y aracnoides, que corresponden a

las capas interna y media respectivamente de las meninges que recubren el encéfalo.

Se clasifica en traumatica y espontanea. La HSA traumatica, es decir, secundaria
a un traumatismo craneoenceféalico, es la méas frecuente. Sin embargo, la espontanea es la
que esta intimamente relacionada con la ruptura de un aneurisma cerebral. Aunque existen
otras causas de HSA espontanea, como las malformaciones vasculares, tumores
cerebrales, alteraciones de la pared vascular y alteraciones de la coagulacion, la
hemorragia subaracnoidea espontanea de origen aneurismatico (HSAa) supone cerca del

80% de los casos *°.

La HSAa supone del 6 al 8% de todas las enfermedades vasculares cerebrales
agudas, aunque su importancia radica en que afecta a pacientes mas jovenes que el ictus
isquémico y tiene una elevada morbi-mortalidad %°. Se manifiesta con cefalea intensa,
nauseas, vomitos, déficit neuroldgico focalizado y pérdida de la consciencia, entre otros
2 En todos los casos, se trata de una emergencia sanitaria y necesita atencion médica

inmediata.
2. HISTORIA

En cuanto a las referencias historicas de la HSAa y los aneurismas cerebrales,
han sido multiples a lo largo de los tiempos. Sin embargo, en las primeras de las que
disponemos, no se relacionan estos dos procesos como una misma enfermedad. EI motivo
seguramente sea debido a que en esos tiempos primaban las supersticiones religiosas y se

carecia del examen corporal externo o autopsia.

La primera referencia de un aneurisma cerebral data del afio 2725 a. C.
Corresponde a Imhotep, el fundador de la antigua medicina egipcia, que dejo reflejado en

el Papiro de Ebers lo siguente: “Se trata de una inflamacion de los vasoS, un trastorno
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que trataré. Tiene su origen en una lesion sobre el vaso. Entonces le aplicaras el

tratamiento con un cuchillo que calentaras al fuego y el sangrado no sera considerable”
97

Para encontrar la primera alusion reflejada en un manuscrito sobre la HSAa
tenemos que remontarnos a la Biblia. En el segundo Libro de los Reyes, capitulo 4,
versiculos 18-37, se recoge la historia de un joven de 16 afios que, mientras realiza las
labores de siega en compafia de su padre, desarrolla una cefalea grave y repentina,
seguida de un deterioro progresivo de la consciencia, con el resultado de que termina por
darsele por fallecido. El texto lo refleja de la siguiente manera: “Y el nifio crecio. Pero
un dia que fue a ver a su padre, que andaba con los segadores, de pronto gritd: «jPadre,
mi cabeza! jMe duele la cabeza!» Enseguida el padre ordeno a uno de sus criados que
lo Ilevara con su madre. El criado asi lo hizo. Pero al mediodia, mientras el nifio estaba

sentado en el regazo de su madre, murié” 8,

Mas adelante, en torno al 440 a. C., fue Hipdcrates quien se refirid a la HSAa
en su obra Aforismos sobre la apoplejia >°: “Cuando personas que gozan de buena salud
son aprehendidas sUbitamente con dolores en la cabeza, y en seguida se acuestan sin

palabras, y respiran con estertor, mueren en siete dias, a menos que aparezca fiebre”.

Sin embargo, no fue hasta mas de 3 siglos después cuando se registraron los
primeros mecanismos fisiopatologicos de los aneurismas. EI médico efesio Flaenius
Rufus (117 a. C.), que se formd en Alexandria, sugirié que la dilatacion arterial podia
ocurrir tras un traumatismo. Varios cientos de afios después, el médico griego Galeno de
Pérgamo (129-210 d.C.) acufi6 el término aneurisma, del griego aneurysma, que significa

ensanchamiento; de anu, a través y eurys, amplio %.

A lo largo de la Edad Media, el conocimiento y tratamiento de los aneurismas de
las arterias periféricas avanzo considerablemente; sin embargo, el descubrimiento y
demostracion de los aneurismas intracraneales y su relacion fisiopatologica con la HSAa,
siguio siendo un misterio hasta el siglo XIX. Morgagni de Padua (1682-1771 d.C.),
médico italiano y padre de la anatomia patolégica moderna gracias a sus detalladas
descipciones necropsicas, fue el primero en describir por primera vez un aneurisma
cerebral en una autopsia %. Tal fue su influencia en el desarrollo del conocimiento de
maultiples patologias que hoy en dia la mesa en que se realizan las autopsias se conoce

como "mesa de Morgagni”.
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Posteriormente fue John Blackall (1771-1860 d.C.) quien establecio el vinculo
entre la ruptura de un aneurisma y las caracteristicas clinicas del sindrome de hemorragia
subaracnoidea. Blackall describi0 las caracteristicas anatomicas de una arteria basilar rota
y la relacioné con la repentina muerte del principe heredero sueco Carlos Augusto, un
acontecimiento lo que dio lugar a una nueva dinastia real que existe hasta el dia de hoy
93, Samuel Wilks, un médico britanico, fue el primero en acufiar el término hemorragia
subaracnoidea espontanea en 1859 y asociarlo a signos clinicos tales como la cefalea

pulsatil, la paralisis del tercer par craneal o un soplo en la auscultacion 4,

Los primeros pasos en la cirugia para un aneurisma intracraneal datan de 1855,
cuando Victor Horsley, un médico inglés, encontraria de manera incidental un aneurisma
gigante mientras intervenia a un paciente de lo que creia era un tumor cerebral. Horsley
ligd con éxito la arteria carotida interna cervical y el paciente sobrevivid, por lo que, a
partir de entonces, propuso la ligadura proximal de la arteria cardtida interna como
tratamiento para los aneurismas cerebrales con el objetivo de disminuir el flujo sanguineo
en el saco aneurismatico °3, Esta técnica fue pronto cuestionada por compafieros como el
doctor Harvey Cushing (1869-1939 d. C.), considerado unos de los padres de la
Neurocirugia Contemporanea, que siempre tuvo sus reservas sobre este procedimiento
por la alta tasa de hemiparesia postoperatoria. Cushing fue el primero en realizar
craneotomias exploradoras, disecar los aneurismas y protegerlos de la rotura cubiéndolos
con musculo para reforzar su pared ?°. Por otro lado, Selverstone, neurocirujano
americano, propuso en 1951 el cierre progresivo de la arteria carétida interna cervical
mediante una abrazadera que se cerraba progresivamente en el transcurso de 72 horas.
Esta técnica promovia la trombosis dentro del saco aneurisméatico mientras permitia
activar el funcionamiento de la circulacion colateral, reduciendo notablemente las
complicaciones. Ademas, ofrecia la posibilidad de revertir el procedimiento en caso de

intolerancia a la reduccion del flujo 12°.

Con el descubrimiento de la angiografia por Egas Moniz en 1927, comienza el
periodo de los abordajes directos a los sacos aneurismaticos por los neurocirujanos de la
época. Asi, en 1937, el neurocirujano americano Walter Dandy (1886-1946 d. C.) realizo
con éxito el primer clipaje de un aneurisma intracraneal 22, Este procedimiento marco el
nacimiento de la neurocirugia vascular moderna, cuyos principios basicos siguen en

practica hoy en dia.
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3. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia anual de HSAa es de 6 a 33 casos/100,000 habitantes. La
variabilidad tan amplia en este intervalo depende de la regidn geografica, el género y la

franja de edad principalmente 2°.

La mayoria de los aneurismas intracraneales (Al) no se romperan nunca ni
produciran ningun sintoma. El riesgo de ruptura y, por lo tanto, la incidencia de HSAa
depende por ejemplo de la region geografica. La prevalencia de aneurismas, sin embargo,
no es diferente en las distintas regiones geograficas. Si la incidencia de la hemorragia
subaracnoidea en Europa (excepto Finlandia) y Norteamérica es aproximadamente 10
casos por cada 100.000 habitantes y afio, esto significa que Unicamente 1 de cada 200-
300 aneurismas se rompe cada afio. En una revision de 2011 del Grupo de Patologia
Vascular de la Sociedad Espariola de Neurocirugia 6, se estimd la incidencia de HSAa en

nuestro pais en 6.1 casos por 100.000 habitantes-afio.

La HSAa constituye méas del 25% de los accidentes cerebrovasculares en menores
de 65 afios 3. Su tasa de mortalidad es del 40% y de los pacientes que sobreviven,
muchos presentan secuelas neurologicas a largo plazo. Se calcula que apenas un 50%
puede volver a tener una vida independiente y que un 30% de los supervivientes queda

con una discapacidad moderada-grave °.

3.1 Reqidn geografica v etnia

En una revision sistematica de 2007 que incluy6 51 estudios de 21 paises, y un
total de 45.821.896 personas-afio 2, calcularon una incidencia de HSAa de 9.1 (casos por
cada 100.000 personas-afio) para la poblacién no japonesa, no finlandesa, y no
latinoamericana. En Japon y Finlandia la incidencia es algo mas del doble, 22.7 y 19.7
respectivamente. En Sudamérica y Centroamérica la incidencia es aproximadamente la
mitad de la observada en Europa y Norteamérica. En esta revision se calculd una
incidencia de 4.2 para esta regién. En otro estudio epidemioldgico realizado por la
Organizacion Mundial de la Salud %°, se recogié prospectivamente la incidencia de HSAa
en diferentes poblaciones europeas y en Pekin (China). En la cohorte china, la incidencia
fue de solo 2.0 (casos por 100.000 personas-afio); mientras que la maxima incidencia se
reporté en Finlandia siendo de 22.5. Otros trabajos han reportado una incidencia en la

India entre 3 y 4 casos por cada 100.000 personas-afio .
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Estas diferencias entre paises se mantienen a pesar de ajustar por la edad. Puesto
que la HSAa aumenta con la edad, podria pensarse que la incidencia es alta en Japon por
ser el pais con mayor edad media y mayor esperanza de vida, y por el contrario ser menor
en Latinoamérica por presentar una edad media inferior a Europa o Norteamérica. Sin
embargo, la edad no explica estas diferencias en la incidencia cuando se ajusta por la

misma.

Las diferencias tampoco se explican por una mayor presencia de aneurismas en la
poblacién japonesa o finlandesa. La prevalencia de aneurismas no rotos en dichas
poblaciones es similar a la poblacion europea o norteamericana, como ha puesto de

manifiesto una revision sistematica en 2011 2.

Aunque la explicacion de estas diferencias no esta hoy en dia totalmente aclarada,
se piensa que tenga relacion con diferencias raciales de naturaleza genética y la distinta
prevalencia de factores de riesgo en ellas (por ejemplo, la hipertension) y no tanto con

factores de riesgo ambientales 2.
3.2 Edad

La edad de presentacién mas frecuente en la HSAa es alrededor de los 55 afios,
aumentando la incidencia al aumentar la edad 2> 1*3, Existe un aumento progresivo década
a decada; incluso por cada afio de aumento calcularon un aumento del riesgo en 1.06
(1C95% de 1.05 a 1.07).

3.3 Género

A diferencia de otros tipos de ictus, la HSAa ocurre con mayor frecuencia en las
mujeres, siendo la incidencia 1.24 veces mayor que en los hombres %, Es interesante
resaltar que el aumento de incidencia en mujeres ocurre sobretodo pasados los 55 afios,

punto en que las curvas de incidencia segun el género se separan.

Una explicacion posible a estos datos es el cambio en el nivel de estrogenos que
sucede con la llegada de la menopausia. Entre las funciones de los estrogenos, destaca la
de proteger la pared arterial inhibiendo algunos de los procesos inflamatorios que
producen su degeneracién y que podrian colaborar en la formacion de aneurismas. En la
menopausia, los niveles de estrogenos disminuyen y el estrés oxidativo de la pared arterial
aumenta. Ademas, este cambio hormonal suele estar asociado al desarrollo de

hipertension arterial, lo que se sumaria al proceso de dafio de la pared vascular 3.
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4. FISIOPATOLOGIA E HISTORIA NATURAL

La HSAa es una enfermedad tremendamente agresiva. Provoca la muerte o la
morbilidad permanente en aproximadamente el 50% de los pacientes. Uno de cada 8
pacientes fallece antes de llegar al hospital ** y entre el 25% y el 60% fallece durante el
primer mes dependiendo de las series .

La fisiopatologia de la hemorragia subaracnoidea esta dividida en una serie de fases, cada

una de ellas compuesta por una serie de procesos.

- Fase inicial o de “dafio cerebral temprano o agudo”. Comienza inmediatamente

tras el sangrado y dura aproximadamente 72 horas. Engloba 3 factores :

e El aumento inmediato de la presion intracraneal (PIC).

e Ladisminucion del flujo sanguineo cerebral, lo que conlleva la pérdida de
autorregulacion, la reduccién de la presion de perfusion cerebral y la
isquemia cerebral global.

e El inicio de una cascada inflamatoria debida a la hipoxia cerebral con
liberacion de citoquinas proinflamatorias que inician una cascada de
eventos y que pueden acabar en muerte celular, provocando edema

citotoxico.

Esta fase se convierte en una reaccion en cadena de consecuencias catastroficas,
que incluye: elevacion de la PIC, disminucion del flujo sanguineo cerebral,
disfuncion de la barrera hematoencefalica, edema cerebral, vasoespasmo agudo
microvascular, excitotoxicidad, despolarizacion cortical progresiva, inflamacion
tisular, aumento del estrés oxidativo, desequilibrio electrolitico, activacion de la

via del oxido nitrico y liberacion de metaloproteinasas.

- Fase secundaria: resangrado, hidrocefalia, vasoespasmo e isquemia cerebral

diferida (ICD). El resangrado y la hidrocefalia pueden ocurrir en ambas fases.
4.1. Resangrado.

Se entiende por resangrado la segunda hemorragia producida por el mismo
aneurisma que produjo la primera. Se define como un evento intrahospitalario cuando el
paciente ya ha sido diagnosticado de hemorragia subaracnoidea. Ocurre en el 8- 23% de

los pacientes en las primeras 72 horas.
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El riesgo de resangrado disminuye a medida que aumenta el tiempo respecto al
sangrado inicial, siendo m&ximo en las primeras 6 horas, que es cuando ocurren entre el
50-90% de los resangrados. Este evento implica una gran mortalidad, entre el 20% vy el
60% (mayor que el sangrado inicial). Si el aneurisma del paciente no se trata,
aproximadamente el 30% sufrira un resangrado en el primer mes "8, Entre los factores de
riesgo predisponentes al resangrado se han descrito: el volumen de sangrado (grados 3 o
4 en la escala modificada de Fisher, desarrollada mas adelante en el apartado 4), la
insercion de un drenaje ventricular externo (DVE) antes de la obliteracion del aneurisma

y la irregularidad morfoldgica del aneurisma %,

Respecto a la prevencion del resangrado, el mejor tratamiento preventivo es la
exclusion del Al de la circulacién tan pronto como sea logisticamente posible. Las Gltimas
guias europeas de manejo de la HSAa no reconocen ningun tratamiento médico efectivo
que reduzca el resangrado (antifibrinoliticos, transfusiones de plaquetas o desmopresina)

y mejore el prondstico (recomendacion clase 1) 1%,
4.2. Hidrocefalia.

Es importante su diferenciacion temporal. Se considera hidrocefalia aguda la que
ocurre en los primeros 3 dias, subaguda entre los dias 4 y 14 y crénica a partir de la tercera
semana. La incidencia de hidrocefalia es tremendamente dispar entre las series,
precisamente por la no diferenciacion entre hidrocefalia aguda y crénica en muchas de
ellas. Esta proporcion oscila entre el 15% y el 58% en la fase aguda, y entre el 4% vy el

37% en la fase crénica 1*’.

La hidrocefalia aguda cuando va acompafiada de deterioro del nivel de
consciencia se trata con la colocacion de un DVE. El tratamiento mas utilizado para la

hidrocefalia crénica posthemorragica es la derivacion ventriculo-peritoneal (DVP).

La etiologia de la hidrocefalia en la fase aguda no esta clara. En el momento del
sangrado inicial se produce un aumento brusco de la PIC. Este aumento de PIC por el
coagulo de sangre en los espacios subaracnoideos produce un efecto de masa sobre el
acueducto de Silvio, que produce una hidrocefalia triventricular de naturaleza obstructiva
147 También podria producirse de una manera mas directa, a través de la obstruccion
mecanica a la circulacion del liquido cefalorraquideo (LCR) por coagulos

intraventriculares.
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En cuanto a la hidrocefalia crénica posthemorragica, su naturaleza es comunicante
0 arreabsortiva. Se debe a los productos de degradacion hemética, que producen
inflamacién y fibrosis en los cauces normales de absorcidn y drenaje del LCR, impidiendo
o reduciendo su funcionamiento 4. Por este motivo a mayor cantidad de sangrado inicial,

mayor riesgo de desarrollo de hidrocefalia cronica y necesidad de DVP.

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de hidrocefalia cronica post-HSAa,
y la necesidad de DVP se encuentran: el grado en la escala Fisher 3-4, la edad superior a
50-60 afos, la presencia de hidrocefalia aguda, el resangrado, la presencia de sangre
intraventricular, un peor grado clinico al ingreso, la aparicion de complicaciones como
meningitis 0 neumonia, los aneurismas de circulacién posterior como causa de sangrado
y el tratamiento mediante embolizacion 214147, Como explicacion a este Gltimo factor,
se propone que el lavado directo de la hemorragia en las cisternas durante la microcirugia
y la eliminacién de parte de los productos de degradacion hematica sea responsable de
este efecto.

4.3 Vasoespasmo e isquemia cerebral diferida.

El vasoespasmo cerebral consiste en un estrechamiento prolongado pero
reversible de las arterias cerebrales, que comienza dias después de la HSAa. El periodo
de vasoespasmo comienza generalmente después del tercer dia tras la ruptura

aneurismatica, tiene su pico de incidencia entre los dias 6 y 8, y dura 2-3 semanas &2,

Con el término “vasoespasmo radioldgico” nos referimos a los casos en los que se
demuestra espasmo arterial mediante pruebas radiolégicas, como la AngioTC, el Eco-
doppler transcraneal o la angiografia cerebral. Esta presente en >90% de los pacientes %,
es mas frecuente en el territorio de la arteria cerebral anterior, seguido del territorio de la

arteria cerebral media y con frecuencia afecta a 2-3 grandes vasos o es bilateral 2.

Sin embargo, no todos los pacientes que presentan vasoespasmo en las pruebas de
imagen manifiestan sintomas. Por ello hablamos de “vasoespasmo clinico” en aquellos
casos en los que identificamos signos y sintomas, y que en ocasiones definimos como
isquemia cerebral diferida %. La ICD ocurre en el 26% de los pacientes con HSAa y se
define como la aparicion de un déficit neurolégico focal nuevo (por ejemplo, hemiparesia,
afasia, 0 apraxia) o un deterioro del nivel de conciencia (déficit no focal) de al menos dos

puntos en la escala de coma de Glasgow y que se mantiene durante al menos una hora *%.
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El factor predictor mas importante de la aparicion de vasoespasmo es la gravedad
de la hemorragia en la TC craneal, seguido del tabaquismo y la hipertension arterial. Otros
como la situacién neuroldgica inicial, resangrado, la presencia de hidrocefalia aguda,
hemorragia intraventricular o intracerebral muestran una tendencia al vasoespasmo
mayor pero no estadisticamente significativa 2 %, Otros estudios posteriores apuntan
que la glucemia elevada 2 y una menor edad aumentan la frecuencia de vasoespasmo

radioldgico, sin embargo, no hay mayor frecuencia de ICD 8°.

Fisiopatologia del vasoespasmo

Debe diferenciarse el vasoespasmo de grandes arterias cerebrales proximales o
extraparenquimatosas con el espasmo de la microcirculacion  (arterias
intraparenquimatosas y arteriolas). El espasmo arterial proximal, que puede identificarse
por ejemplo mediante la angiografia proximal, no siempre se traduce en vasoespasmo en
la microcirculacion. La “teoria del control dual de Harper” sostiene que frente a un
espasmo arterial proximal se produce una vasodilatacion distal compensadora como
mecanismo de la autorregulacion cerebral. En el ambito experimental, el vasoespasmo
inducido en grandes arterias no reduce el flujo sanguineo cerebral distal a menos que se
afiada un dafio o insulto adicional, como una caida en la presion arterial sistémica. Por
tanto, los mecanismos compensadores son capaces de soportar un primer insulto que
produzca el vasoespasmo, pero pueden ser superados por segundos insultos que
produzcan una caida del flujo sanguineo cerebral a niveles suficientes para producir

isquemia 2,

Los mecanismos fisiopatologicos que producen el estrechamiento arterial son

diversos 39 51, 86-

a) Disminucion de la produccién de 6xido nitrico (NO), sustancia vasodilatadora y
antitrombdtica, por las células endoteliales y los nervios perivasculares y
disminucion de la capacidad de las células musculares lisas a responder al mismo.

b) Aumento de la sintesis de endotelina-1 (sustancia vasoconstrictora) o aumento de
la sensibilidad de las arterias a esta sustancia.

c) Aumento del estrés oxidativo producido por la degradacion del hierro y el grupo
hemo de la hemoglobina.

d) Disfuncion de la barrera hemato-encefalica por apoptosis de células endoteliales

0 debido a la liberaciéon de trombina.
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e) Excitotoxicidad que favorece la contraccion mantenida de la musculatura lisa de
los vasos, con mayor sensibilidad al calcio, disminucion del nimero de canales de
potasio, y supersensibilidad a aminas adrenérgicas (noradrenalina, serotonina).

f) Remodelado de la musculatura lisa vascular.

g) Estado protrombdtico con aumento de la agregacion plaquetaria, formacion de
trombos y liberacion de microémbolos.

h) Activacion de cascadas inflamatorias.

i) Ondas de despolarizacion cortical progresiva que producen espasmo en la

microcirculacion.

5. PRESENTACION CLINICA

El sintoma caracteristico de la ruptura de un aneurisma intracraneal es una cefalea
subita e intensa. La presentacion clinica puede iniciarse con una pérdida de consciencia
brusca. Si esta pérdida de consciencia no se reestablece rapidamente es un indicador de
gravedad y mal prondstico.

Otros sintomas son: sindrome confusional, déficits neurologicos focales (como la
parélisis oculomotora del tercer par craneal en relacién a aneurismas en el origen de la
arteria comunicante posterior) o ataques epilépticos 3. Las hemorragias vitreas
(sindrome de Terson) ocurren en aproximadamente el 17% de los pacientes. La rigidez
de nuca es comun en cualquier forma de HSAa, pero tarda entre 3 y 12 horas en aparecer
desde el inicio de la cefalea y puede no aparecer en pacientes comatosos 0 en pacientes

con escasa hemorragia.

Las manifestaciones sistémicas en la fase aguda de la HSAa incluyen la
hipertensién arterial, cambios electrocardiograficos que pueden simular un infarto de
miocardio, o la hipoxemia. En un 3% de los pacientes se produce una parada cardiaca en
el momento del sangrado. La reanimacion cardiopulmonar es esencial porque la mitad de
los supervivientes de esta parada pueden recuperarse de la hemorragia sin déficits

neuroldgicos 134,

Las “cefaleas centinela” han sido también motivo de estudio definiéndose como
episodios de cefalea intensa que preceden en dias o semanas al episodio de sangrado. En

un estudio de casos y controles, el 43% de pacientes ingresados por HSAa recordaban
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haber presentado uno de estos episodios de cefalea, frente a un 5% de pacientes
ingresados por ictus y ninguno de los ingresados por otras causas 8. El antecedente de

cefalea centinela no parece afectar a la evolucion o al pronéstico 3¢

Es importante estimar el grado clinico de cada paciente tras el sangrado, ya que
existe una buena correlacion entre el grado clinico inicial y la evolucién final. A lo largo
de los afos se han propuesto multitud de clasificaciones y, aunque no existe una escala
perfecta, hoy dia las mas validadas son la de Hunt y Hess °’ y la propuesta por la
Federacion Mundial de Sociedades Neuroquirtrgicas (WFNS) 119, basada en la escala de
coma de Glasgow, cuya puntuacion desglosada debe quedar también registrada. Por otro
lado, la escala modificada de Fisher 3’ que, basandose en la cuantificacion del dep6sito

hematico en el espacio subaracnoideo, predice el riesgo de vasoespasmo angiografico "
(Fig 1).

6. DIAGNOSTICO

Las guias de manejo de la HSAa ® indican que la primera prueba a solicitar ante
una sospecha de HSAa es la tomografia computarizada craneal sin contraste (TC). En las
primeras 24 horas tras el sangrado su sensibilidad es mayor del 95% y disminuye con el
trascurso de los dias debido a la lisis de los hematies, de manera que detecta el 57% de

los casos a los 6 dias del sangrado.

Si en la TC craneal se confirma el diagnostico, se recomienda llevar a cabo a
continuacién un AngioTC. Esta prueba presenta una sensibilidad mayor del 80% para la
deteccidn de aneurismas. Se utiliza en ocasiones como unica prueba previa a la cirugia en
los casos en los que no esta justificado el retraso en la cirugia para realizar una angiografia
cerebral, que continla siendo la prueba de eleccidn para el diagnéstico y caracterizacion
de aneurismas cerebrales (Fig 2).

Como inconvenientes, el AngioTC tiene menor sensibilidad que la angiografia
para aneurismas pequefios, en general menores de 3 mm 2°. Como ventajas respecto a la
angiografia, es superior en la visualizacién de calcificaciones de la pared del aneurisma,

trombos intraluminales y en la localizacion espacial respecto a estructuras 6seas 6.
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GLASGOW COMA SCALE (GCS)

La escala de coma de Glasgow representa la suma de la valoracion de tres respuestas: repuesta
ocular + respuesta verbal + respuesta motora.

Respuesta ocular Respuesta verbal Respuesta motora
Espontdnea 4 Orientada 5 Obedece 6rdenes 6
Al habla 3 Confusa 4 Localiza 5
Al dolor 2 Incoherente 3 Retirada 4
No respuesta 1 Incomprensible 2 Flexion anormal 3
Sinrespuesta 1 Extension anormal 2

ESCALA DE HUNT Y HESS
0- Aneurisma no roto.
I- Asintomaético o cefalea leve y/o rigidez leve de nuca.
la- Ausencia de reaccion meningea o cerebral, pero presencia de un déficit neurolégico fijo.
I1- Pardlisis de pares craneales, cefalea moderada o intensa o/y meningismo moderado severo.
I11- Déficit focal leve, letargia o confusion.
IV- Estupor, hemiparesia moderada o grave, o rigidez precoz de descerebracion.

V- Coma profundo, rigidez de descerebracion, aspecto moribundo.

WORLD FEDERATION OF NEUROLOGICAL SURGEONS (WFNS)
I- GCS 15, sin déficit motor.
I1- GCS 14-13, sin déficit motor.
I11- GCS 14-13, con déficit motor.
IV- GCS 12-7, con o sin déficit motor.
V- GCS 6-3, con o sin déficit motor.
ESCALA DE FISHER
1- No se detecta sangre en la TC craneal.
2- Capas difusas o verticales < 1 mm de grosor.
3- Coagulos localizado o/y capa vertical > 1mm de grosor.

4- Coagulo intracerebral o intraventricular con HSA difusa o sin ella.

Figura 1: Escalas mas utilizadas en relacion a la HSAa 6. PMID: 21597651.
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7. TRATAMIENTO

7.1. Tratamiento médico.

El manejo de un paciente que presenta una ruptura aneurismatica es complejo. Su
tratamiento es un campo en constante evolucion. De manera resumida, las guias de

tratamiento recomiendan 76 125

a) Traslado del paciente a un hospital con experiencia en el tratamiento de pacientes con
HSAa, que disponga de Neurocirugia, Unidad de Cuidados intensivos (UCI), y

Neurorradiologia intervencionista.

b) Manejo intensivo de la presion arterial sistémica y el volumen circulatorio. Antes de
la obliteracion del aneurisma debe mantenerse un delicado equilibrio que evite la
hipertension con riesgo de resangrado y la hipotension con riesgo de isquemia cerebral.

Las guias europeas marcan una presion arterial sistdlica (PAS) maxima de 180 mm Hg.

La presion arterial media (PAM) debe encontrarse entre 90-110 mm Hg para mantener
una adecuada presion de perfusion cerebral. Los farmacos recomendados para el manejo
de la presion arterial son el labetalol, nicardipino, esmolol o el propio nimodipino.

Respecto al volumen circulatorio, se recomienda la euvolemia y no la hipervolemia.

c¢) Administracion de nimodipino oral, en cuanto sea posible. La dosis indicada es de 60
mg cada 4 horas durante 3 semanas. Si no puede administrarse de forma oral, la segunda
opcidn es nimodipino intravenoso. El nimodipino es el Gnico farmaco hoy en dia que ha
demostrado disminuir la incidencia de infartos cerebrales y mejorar el pronostico en la
HSAa. Es un farmaco de la familia de las dihidropiridinas, calcioantagonistas o
blogueantes de los canales de calcio, farmacos utilizados en el tratamiento de la

hipertension arterial.

d) Cuando el paciente presenta hidrocefalia aguda sintomatica debe tratarse mediante la
colocacion de un DVE.

e) Vigilancia intensiva de la temperatura y la glucemia: normotermia y normoglucemia.

f) Tratamiento del aneurisma cerebral, quirdrgico o endovascular, tan pronto como sea

logisticamente posible, al menos en las primeras 72 horas.
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Figura 2: (A) TC craneal sin contraste en la que se observa la hiperdensidad caracteristica de la sangre que
se distribuye a través de las cisternas basales en la HSAa. (B) AngioTC en la que se aprecia un aneurisma
de arteria carotida interna derecha. (C) Angiografia cerebral: Imagen en proyeccion lateral. Se aprecia un
aneurisma sacular en el segmento paraoftdlmico de la arteria cardtida interna derecha. Sevicio de
Radiologia, Hospital Clinico Universitario de Valladolid.
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g) Cuando existe vasoespasmo angiografico y es sintomatico, si el paciente no responde
a tratamiento para aumentar la presion arterial, esta aceptado el tratamiento endovascular
intervencionista mediante angioplastia con balon o mediante administracion arterial
selectiva de vasodilatadores. No esta indicado el tratamiento endovascular intensivo del

vasoespasmo de manera profilactica (Fig 3).

La terapia “triple H” (hipertension, hipervolemia y hemodilucion) carece en

realidad de evidencia firme &

. Deben mantenerse valores normales y evitarse la
hipotension y la hipovolemia. Una vez el aneurisma ha sido tratado, si aparecen signos

de isquemia cerebral si debe inducirse una hipertension controlada.

Figura 3. (a) Angiografia cerebral carotidea izquierda que muestra un vasoespasmo severo de arteria
cerebral media y cerebral posterior izquierda. (b) Misma proyeccién de angiografia cerebral tras realizacion
de angioplastia cerebral farmacoldgica con nimodipino intra-arterial. Se observa una mejoria significativa
en el calibre de los vasos principales y de la perfusion periférica con un mayor relleno del arbol vascular.
Sevicio de Radiologia, Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

7.2. Tratamiento especifico del aneurisma cerebral.

El Al causante de la HSAa deberia ser tratado lo antes posible para reducir el

riesgo de resangrado, siendo recomendable hacerlo en las primeras 72 horas tras la
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ruptura. Sin embargo, parece no haber diferencias en el pronéstico entre un tratamiento

ultra-precoz (< 24 horas) frente a un tratamiento precoz (entre 24 y 72 horas) 1.

En la decision de tratar el aneurisma no deberia influir el grado clinico del paciente
al ingreso, ya que se ha comprobado que un 20-40% de los pacientes que ingresan con
mal grado clinico (grado 5 de la escala WFNS) presentan una buena recuperacion o

incapacidad leve si se realiza un tratamiento médico y quirdrgico agresivo 6.

Excluir el aneurisma de la circulacién cerebral puede realizarse de manera general
de modo quirtrgico o endovascular. El tratamiento quirdrgico mas frecuente es la
colocacion de un clip metalico en el cuello del aneurisma (clipaje). Existen otras técnicas,
como la colocacidn de dos clips, antes y después de la salida del aneurisma (atrapamiento,
0 trapping), la realizacion de by-pass o la ligadura de la arteria car6tida. El recubrimiento
del aneurisma (coating) o el empaquetamiento (wrapping) no se recomiendan
actualmente. El tratamiento endovascular mas frecuente es el relleno del saco
aneurismatico con coils (espirales) y, menos frecuente, la colocacion de uno o varios stent
125 (Fig 4).

Figura 4. (A) Dibujo esquemético de un aneurisma embolizado mediante coils y (B) de otro clipado
quirdrgicamente. Ambos creados por la autora con Biorender ®.

La eleccion entre tratamiento quirdrgico o endovascular continda siendo objeto de
debate hoy en dia. En lugar de determinar la superioridad general de una técnica sobre la
otra, parece mas interesante definir caracteristicas de pacientes y aneurismas mas
adecuados para una u otra modalidad de tratamiento. Las guias de tratamiento europea y
norteamericana 2 indican que la decision deberia realizarse de manera multidisciplinar
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entre especialistas en neurocirugia vascular y radiologia intervencionista. Sugieren que
serian favorables a un tratamiento quirurgico los aneurismas de arteria cerebral media,
los de la arteria pericallosa, los que asocian hematomas intracerebrales, los de cuello
ancho y aquellos en los que surjan ramas distales directamente del saco aneurismatico.
En cambio, el tratamiento endovascular parece preferible en los pacientes de edad mas
avanzada (mayores de 70 afios), en los que presentan mal grado clinico (grados 4/5 de la
escala WFNS), en los aneurismas de circulacion posterior y en los de cuello estrecho 1°.
Por otro lado, el tratamiento endovascular también es menos favorable en aneurismas

muy grandes, 0 muy pequefios (<3 mm).

El ensayo clinico aleatorizado mas extenso sobre este tema ha sido el ISAT
(International Subarachnoid Aneurysm Trial) °* *, realizado en 42 centros europeos. En
este ensayo, se aleatorizaron unicamente los pacientes con HSA aneurismatica en los
cuales el neurocirujano y el radiélogo intervencionista estuviesen de acuerdo en que el
caso fuese igualmente adecuado para tratamiento quirdrgico o endovascular. De esta
manera, se incluyeron 2143 de los 9559 pacientes con HSA aneurismatica atendidos,
aproximadamente un 22%. Se incluyeron 1073 pacientes en el grupo de tratamiento
endovascular y 1070 en el grupo de tratamiento quirurgico. Se evalu6 la mortalidad y la
morbilidad, también el riesgo de resangrado y de crisis epilépticas. En el primer trabajo
publicado en 2005 %, se describieron los resultados con la evolucion al afio del
tratamiento, se describié una reduccién del riesgo de muerte o dependencia de un 30.9%
en el brazo quirdrgico a un 23.5% en el brazo endovascular (reduccion del riesgo 7.4%,
p=0.0001, reduccion relativa del riesgo: 24%). El riesgo de crisis epilépticas fue mayor
en el grupo quirdrgico, y en cambio el riesgo de resangrado fue mayor en el grupo

endovascular (2.9% frente a 0.9%).

Afios después, en 2009, se publicd su segunda parte con los resultados de la
evolucion a los 5 afios del tratamiento %. Se evidenci6 que la proporcion de supervivientes
neuroldgicamente independientes no fue significativamente diferente entre los grupos,

siendo del 83% para el tratamiento endovascular y del 82% para el tratamiento quirdrgico.

Actualmente se encuentra en marcha el ensayo ISAT-2, que tiene como objetivo
incluir una variedad de pacientes mayor que la poblacion altamente seleccionada del
ISAT. Todos los pacientes que pudieran ser intervenidos tanto quirdrgica como
endovascularmente son considerados para inclusion. El estudio excluye pacientes en
grado clinico 5 de la escala WFNS. El ensayo se lleva a cabo en 2 hospitales espafioles y
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2 canadienses. Hasta el momento se han publicado los resultados preliminares, con la
informacion de 103 pacientes que han completado un afio de seguimiento 2. Los
resultados del pronostico a los 12 meses revelan de nuevo una mejor evolucion en el
grupo de tratamiento endovascular, con menor estancia hospitalaria en este grupo, pero

con menor frecuencia de oclusion completa.

8. PRONOSTICO

Aunque el pronostico de los pacientes que presentan HSA aneurismatica ha
mejorado en las ultimas décadas, aproximadamente un tercio de los pacientes fallece en
las primeras horas o dias tras la hemorragia. Alrededor de un 10-15% de los pacientes
fallece antes de llegar al hospital. El porcentaje de fallecimientos sumado a aquellos que
sobreviven con secuelas permanentes alcanza el 50%. La HSAa incide en poblacion mas
joven (mediana de edad 55 afios) que el resto de ictus, por ello provoca una considerable
pérdida de afios potenciales de vida perdidos y también un gran gasto sanitario. Ademas,
se ha demostrado que los pacientes que sobreviven a la HSAa a largo plazo tienen mayor

riesgo de nuevos eventos vasculares (nueva HSAa o ictus) y de mortalidad precoz 4% 54,

Se han estudiado gran cantidad de factores prondsticos en la HSAa. Un modelo
predictivo descrito en 2018 en forma de calculadora pronéstica es el llamado SAHIT
(Subarachnoid Haemorrhage International Trialists) ®*. Se ha obtenido de una gran base
de datos colaborativa multinacional. Su cohorte de desarrollo consta de 10936 pacientes
y la cohorte de validacion de 3355. Los factores que se introducen en esta calculadora
son: edad (variable continua), grado clinico al ingreso (medido en la escala WFNS,
antecedente de hipertension arterial, volumen de hemorragia en TC craneal (medido
mediante la escala de Fisher), tamafio del aneurisma (<=12mm, 13-24 mm, >= 25 mm),
localizacion del aneurisma (arteria cerebral anterior (incluyendo arteria comunicante
anterior), arteria carotida interna, arteria cerebral media, o circulacion posterior), y
método de tratamiento (quirdrgico, endovascular, o tratamiento conservador). EI modelo
calcula el pronéstico a los 3 meses medido mediante la escala GOSE (Glasgow outcome

scale extended) 46 o la mortalidad (Tabla 1).

Una mala situacion neurolédgica del enfermo cuando ingresa en el hospital o “grado
clinico”, la edad avanzada, un mayor volumen de sangrado en la TC craneal (grados 3 y

4 de Fisher), los antecedentes médicos previos del paciente (hipertension), las
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complicaciones de la HSAa (resangrado, hidrocefalia) o las complicaciones sistémicas se

han relacionado con un peor pronostico *.

Tabla 1: Escala GOSE (Glasgow outcome scale extended) 1“6, doi: 10.1089/neu.1998.15.573.

1 Muerte.

2 Estado vegetativo persistente.

3 Discapacidad grave. Totalmente dependiente para las actividades bésicas de
la vida diaria.

4 Dependiente para algunas actividades. Pueden cuidar de si mismos.

5 Discapacidad moderada. Incapacidad para trabajar y/o participar en actividades
sociales.

6 Vuelta al trabajo con capacidad reducida. Reduccion en las actividades sociales.

7 Buena recuperacion con déficits neuropsicolégicos menores.

8 Buena recuperacion sin déficit.

LOS ANEURISMAS INTRACRANEALES

La palabra aneurisma proviene del griego aneurysma, que significa dilatacion. Los
aneurismas se definen como la presencia de una protuberancia o abombamiento anormal
en las paredes de un vaso sanguineo que se ha relacionado con la existencia de una
debilidad en la pared de dicho vaso. Sin embargo, los procesos fisiopatoldgicos que dan

lugar a este tipo de patologia no son del todo conocidos “°.

Los aneurismas intracraneales son relativamente frecuentes: numerosos estudios
estiman su prevalencia en el 2-3% de la poblacion adulta 3. Aproximadamente un 20-
30% de estas personas presenta mas de un aneurisma. Se presentan con mucha mas
frecuencia en el compartimento intracraneal que en los vasos sanguineos del resto del
cuerpo. Una posible explicacion es que los vasos sanguineos intracraneales presentan una
estructura en su pared muy peculiar que los distingue del resto. Los estudios
histopatolégicos han demostrado que los aneurismas intracraneales, al contrario de los
encontrados en otros lugares, presentan una tunica media muy disminuida, junto con una
lamina eléstica interna muy fragmentada o ausente 84, Esto favoreceria su formacion,

crecimiento y ruptura.

19



Introduccion

De acuerdo a su presentacion, los Al se pueden clasificar en: no rotos, los cuales en
la mayoria de los casos son hallazgos incidentales al realizar un estudio de imagen
cerebral (tomografia axial computarizada, resonancia magnética) con otros fines
diagnosticos; y los rotos, que habitualmente producen una hemorragia subaracnoidea
aneurismatica (HSAa) que se manifiesta con cefalea intensa, nauseas, vomitos, déficit

neuroldgico focalizado y pérdida de la consciencia, entre otros “2.

1. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE ANEURISMAS
INTRACRANEALES

Los factores de riesgo de presentar Al se han clasificado tradicionalmente en modificables

y no modificables.

- Modificables: los mas conocidos son el tabaquismo, la hipertensién, el consumo
excesivo de alcohol o el uso de drogas simpatico-miméticas como la cocaina.

Otros factores asociados son la ateroesclerosis y el sobrepeso 34,

- No modificables: la predisposicion familiar o la historia familiar de aneurismas
(es decir, el antecedente en un miembro de la familia sin identificarse una
enfermedad concreta). Los familiares de primer grado de pacientes que han
presentado HSAa tienen un riesgo 7 veces mayor que la poblacion general de
presentar esta enfermedad 3. Sin embargo, en familiares de segundo grado la

incidencia de HSAa es similar a la poblacion general.

La predisposicion genética estd bien demostrada, ya que los familiares de
un paciente con un aneurisma cerebral tienen un riesgo significativamente
aumentado de presentar también aneurismas. Se estima que la prevalencia de
aneurismas cerebrales en la poblacion general se encuentra entre el 2% y el 3%.
Esta proporcion se estima que asciende al 4% en poblacion con un familiar
afectado y al 8% si son dos los familiares con aneurismas cerebrales 153, Ademas,
en este subgrupo de pacientes (aquellos con antecedentes familiares) se observa
una ruptura de los Al a una edad mas temprana, mayor tamafio en el momento de
la ruptura, mayor frecuencia de aneurismas maultiples y mayor frecuencia de

aneurismas de arteria cerebral media 133,
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Existen también enfermedades genéticas monogénicas que se asocian a un
mayor riesgo de presentar Al, pero que consideradas en conjunto serian
responsables de menos del 1% de los casos. Son enfermedades todas ellas de
herencia autosémica dominante y que afectan al tejido conjuntivo. La enfermedad
que con mayor frecuencia se asocia a la presencia de Al es la enfermedad renal
poliquistica autosdbmica dominante (poliquistosis renal), con una prevalencia de
IA de aproximadamente el 11% **3. Otras enfermedades genéticas asociadas
menos frecuentemente a HSA son la enfermedad de Ehlers-Danlos tipo IV, la
neurofibromatosis tipo 1, la telangiectasia hemorrégica hereditaria (sindrome de
Rendu-Osler-Weber) o displasia fibromuscular, pero la relacion es menos clara
que en la poliquistosis renal y suponen un porcentaje de casos todavia menor. La
enfermedad de Marfan también se ha relacionado con la HSA, sin embargo, esta
asociacion es todavia méas débil.

En resumen, los riesgos relativos para los factores de riesgo descritos
previamente son: 6.6 para la historia familiar positiva, 4.4 en la poliquistosis renal,
5.6 en el consumo excesivo de alcohol, 2.8 en la hipertensién y 1.9 en el

tabaquismo 116,

De acuerdo con estos datos, la guia europea de manejo de la HSAa en su Gltima

edicion % recoge la recomendacion de realizar el cribado en personas con 2 0 mas

parientes de primer grado que han presentado Al, 0 en pacientes con poliquistosis renal

(recomendacién de clase I11) y no realizar cribado si solo un familiar esta afectado. Dicho

cribado se propone a partir de los 20 afios, cada 7 afios si las pruebas radiologicas son

negativas, y en general hasta los 80 afios. La prueba diagnostica de eleccion para el

cribado es la angiografia por resonancia magnética .

2. TIPOS DE ANEURISMAS INTRACRANEALES

De acuerdo con su forma, existen tres tipos de aneurismas cerebrales 152 (Fig 5):

Aneurisma sacular. Se caracteriza por tener la forma de un saco unido por el cuello

a la arteria de origen, generalmente en las bifurcaciones, aunque se puede
encontrar en cualquier segmento de las arterias intracraneales. Son los mas

frecuentes en la circulacién cerebral.
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Aneurisma fusiforme. Formado por el ensanchamiento circunferencial del vaso.

Aneurisma lateral o disecante: A diferencia de los dos anteriores en los cuales las

tres capas de la pared arterial forman el aneurisma, se originan por un desgarro en
el endotelio y crecen al introducirse sangre en su espesor entre las capas de la

pared.

Figura 5: Dibujo esquematico de un aneurisma sacular, fusiforme y disecante respectivamente.
Creado por la autora con Biorender ®.

Segun su tamafio. Se clasifican en:

Microaneurismas (< 3 mm).
Pequefios (4 a 6 mm).
Medianos (7 a 10 mm).
Grandes (11 a 24 mm).
Gigantes (> 25 mm).

Segun su localizacién:

Circulacion anterior: sistema carotideo y sus ramas. La localizacion mas frecuente

es en la arteria carétida interna (85-95%), seguido de la arteria comunicante
anterior (30%), arteria comunicante posterior (25%) y arteria cerebral media
(20%).

Circulacion posterior: sistema vertebro-basilar (tan s6lo 5-15% de los casos).
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3. FACTORES DE RIESGO PARA LA RUPTURA DE UN ANEURISMA
INTRACRANEAL

3.1 Demogréficos (edad, género, poblacion, tamario y localizacion).

En la actualidad, cada vez se diagnostican con mayor frecuencia pacientes con Al no
rotos y asintomaticos. El riesgo de ruptura debe ser sopesado con cautela frente al riesgo
inherente de tratar el aneurisma. Esto explica el gran esfuerzo investigador dedicado a
conocer la historia natural de los aneurismas no rotos y al estudio de factores predictivos
de ruptura del aneurisma cerebral: el escenario ideal seria poder discernir perfectamente
aquellos aneurismas que se romperan de los que nunca lo haran, y tratar inicamente los

primeros.

La revision mas extensa realizada hasta la fecha y publicada en 2014 por Greving y
col. incluye en su analisis 8439 pacientes, que proceden de 6 cohortes prospectivas
previas: el ISUIA (International Study of Unruptured Intracranial Aneurysms)
(Norteamérica y Europa), 3 cohortes japonesas, una finlandesa y una holandesa. Del
andlisis de estas 6 cohortes surge la escala de puntuacion PHASES (Population,
Hypertension, Age, Size, Earlier subarachnoid hemorrhage, Site). Se trata de una escala
que estima el riesgo de ruptura de un aneurisma en 5 afios, basado en la puntuacién de
estos 6 factores: poblacion o regidén geografica, hipertension arterial, edad, tamafio,
historia de HSA previa y localizacion *® (Tabla 2).

En resumen, entre los factores de riesgo de ruptura, las variables significativas son:
poblacion o regién geografica (poblacién japonesa o finlandesa), la presencia
hipertensién arterial, edad >70 afios, tamafio >7mm, historia de HSA previa y localizacion
(arteria cerebral media, arteria cerebral anterior, arteria comunicante posterior y

circulacion posterior).

El tabaquismo ha sido consistentemente descrito como factor de riesgo de ruptura 7,
y en menor medida el consumo excesivo de alcohol en algunos estudios. Se debe

aconsejar a todos los pacientes el tratamiento de la hipertension arterial y dejar de fumar.
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Tabla 2. Escala PHASES. Cada categoria suma un puntaje determinado y con el recuento final se adjudica
un riesgo de ruptura del Al. <2 puntos, 0.4%, 3 puntos 0.7%, 4 puntos 0.9%, 5 puntos 1.3%, 6 puntos 1.7%,
7 puntos 2.4%, 8 puntos 3.2%, 9 puntos 4.3%, 10 puntos 5.3%, 11 puntos 7.2% y >12 puntos 17.8% “¢ (doi:
10.1016/S1474-4422(13)70263-1).

ORIGEN

Norte americano o0 Europeo (no finés) 0
Japones 3
Finés 5
HIPERTENSION

No 0
Si 1
EDAD

< 70 afos 0
> 70 afios 1
TAMANO DEL ANEURISMA

<7mm 0
7-9.9 mm 3
10-19.9 mm 6
> 20 mm 10
ANTECEDENTES DE HSAa POR OTRO ANEURISMA

No 0
Si 1
LOCALIZACION DEL ANEURISMA

Arteria car6tida interna 0
Arteria cerebral media 2
Arteria comunicante anterior, comunicante posterior o circulacion posterior | 4

3.2 Biofisicos.

La ruptura de un aneurisma esta determinada por una ecuacién de enorme
complejidad que incluye factores tales como la morfologia del aneurisma, aspectos
hemodindmicos como las configuraciones de presion, el grosor y elasticidad de las
paredes de la arteria, el diametro, lumen y tipo de arteria de la cual se origina el aneurisma.
A todos estos, se suman aspectos genéticos, moleculares y tisulares. Todos ellos seran

desarrollados en el siguiente apartado.
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4. MECANISMO DE FORMACION DE UN ANEURISMA
INTRACRANEAL

A continuacién, nos centraremos en los aneurismas de tipo sacular, que son los mas
frecuentes en la circulacion cerebral. Los aneurismas fusiformes cerebrales tienen una
patogénesis diferente, que esta mas relacionada con la arterioesclerosis, las enfermedades
del tejido conectivo o infecciones. Su presentacion clinica también puede ser diferente,
siendo frecuente su diagndstico por déficits focales por efecto de masa o por isquemia-

oclusion arterial 19,

Independientemente de los factores predisponentes o asociados a la presencia de un
aneurisma intracraneal, los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la
formacion y progresion de un aneurisma aun no han sido del todo clarificados; sin
embargo, han sido propuestas diversas hipétesis que tratan de explicar el origen y
desarrollo de este tipo de alteraciones vasculares tomando en cuenta los estudios

histopatoldgicos y los modelos experimentales.

En términos generales, podemos mencionar cuatro fases en el mecanismo de

formacion de un aneurisma:

1. Aspectos geneticos.

2. Factores histolégicos, citologicos y moleculares.
3. Proceso inflamatorio.
4

Alteraciones biomecanicas.

4.1 Aspectos genéticos.

Los Al raramente son lesiones congénitas 143, La inmensa mayoria de los Al son
adquiridos y es muy infrecuente que estén presentes al nacimiento. Por ello, y debido a
que los factores implicados en su génesis parecen requerir afios de latencia, los
aneurismas son infrecuentes antes de la tercera década de la vida *2. Habitualmente se

originan en la tercera o cuarta década, y pueden estabilizarse, crecer, o romperse.

La formacion de aneurismas cerebrales parece deberse a una compleja
interrelacion entre factores genéticos predisponentes con factores hemodindmicos y
ambientales. Son, por lo tanto, una enfermedad multifactorial, no genética con un patron

de herencia mendeliano, aunque si existe un componente de predisposicion genética que
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puede causar defectos estructurales en los componentes de las paredes arteriales tales

como el colageno y la elastina, llevando a anormalidades en la estructura 117121,

4.2 Factores histoldgicos, citoldgicos y moleculares.

La estructura de una arteria intracraneal consta de tres capas: intima, media y
adventicia. La intima es la capa mas interna que mira hacia el lado luminal y tiene
contacto directo con el flujo sanguineo. Estd compuesto por una monocapa de células
endoteliales y una matriz extracelular subendotelial. La capa media se compone
principalmente de células musculares con una matriz extracelular que contiene
predominantemente colageno tipo Ill. La adventicia es la capa mas externa y consta de

una red compleja de fibras de colageno tipo I, elastina, nervios y fibroblastos (Fig 6).
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Figura 6: (A) Representacion esquematica de un corte transversal de una arteria intracraneal y las diferentes
capas que la conforman. Creado por la autora con Biorender®. (B) Seccién transversal de parafina de una
arteria cerebral con tincién de hematoxilina-eosina. Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Clinico
Universitario de Valladolid.

Es importante conocer que las arterias intracraneales carecen de lamina elastica
externa, que separa la media de la adventicia en las arterias adrticas. Esta caracteristica
histologica hace que las arterias intracraneales sean mas vulnerables a estrés
hemodinamico y sean mas propensas a desarrollar aneurismas, respecto al resto de arterias
de la circulacion sistémica *> 7. Otros motivos son que la capa media posee una densidad
menor de fibras elasticas, y la capa adventicia es delgada y fina. Ademas, las grandes
arterias cerebrales discurren en el espacio subaracnoideo, rodeadas de liquido (LCR),
mientras que las arterias sistémicas usualmente se encuentran rodeadas de tejido

conjuntivo.
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En el origen del Al, todo comienza con una lesion endotelial producida por los
cambios hemodinamicos en la luz vascular. Estos cambios son detectados por
mecanorreceptores que inician diferentes cascadas moleculares, por ejemplo, de
apoptosis en el endotelio. El dafio endotelial produce una disrupcion o defecto en la
lamina elastica interna. Las células musculares de la tinica media invaden la intima a
través de estos defectos y sufren un proceso de hiperplasia miointimal como respuesta
adaptativa al dafio estructural, cambiando su fenotipo de contractil a secretor 8. Esto
supone cambios bioquimicos (mas proinflamatorios) y también morfologicos, ya que
cambian su forma original en forma de huso a una parecido a una arafia, lo que da como

resultado una menor compactacion y resistencia al estrés (Fig 7).

La pared arterial estd formada principalmente por proteinas basicas de la matriz
extracelular como son el colageno y la elastina, las cuales determinan en gran medida las
propiedades fisicas de las paredes arteriales *°. En condiciones normales, este tipo de
proteinas son las responsables de mantener el tono arterial ante algin incremento en la
presion transmural previniendo de esta forma la distension excesiva y el ensanchamiento
del vaso. Sin embargo, durante el mecanismo de produccion de un Al, la tdnica media
sufre un proceso de desorganizacion por pérdida de células musculares lisas y de
degradacion de la matriz extracelular por una invasion de macrofagos en la pared arterial,
liberando metaloproteinasas (MMP), unas enzimas proteoliticas que degradan la matriz
extracelular (colageno y elastina). El efecto proteolitico de las MMP, sobretodo sobre el
colageno tipo 1y II, reduce la resistencia tensil de la pared y causa la hialinizacién de la
pared arterial por aumento de colageno tipo 1 'y V de la matriz extracelular *°.
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o ; ------ ADVENTICIA: Matriz extracelular
L

a"';

————— MEDIA: Musculo liso

————— INTIMA: Lamina elastica interna y endotelio

Figura 7. Mecanismo de degeneracion histol6gica de la pared arterial durante el proceso de formacion de
un aneurisma. (A) Esquema de pared arterial sometida a estrés hemodinamico y ambiental. (B) Inicio de
disfuncion endotelial, lesion de la lamina eléstica interna, hiperplasia miointimal en el musculo liso vascular
y degradacion de la matriz extracelular. (C) Formacion del aneurisma mediante una respuesta inflamatoria
que implica a varias citocinas, macréfagos, células T y mastocitos que provocan pérdida de células murales,
degradacion y ruptura de la lamina elastica interna, mayor inflamacién y degeneracion de la pared vascular.
(D) Ruptura del aneurisma (Modificado de Chalouni et al 8. doi: 10.1161/STROKEAHA.113.002390).
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4.3 Proceso inflamatorio

Todo el proceso de degradacion histoldgica desarrollado previamente se agrava
con una respuesta inflamatoria celular y humoral. Se ha demostrado por estudios
inmunohistoldgicos y bioquimicos que las células que constituyen al vaso sanguineo
afectado por un aneurisma, presentan una importante produccion de factores locales y
moléculas bioactivas que pueden mantener y perpetrar un proceso inflamatorio local #°.
Ademas de los factores de crecimiento y citocinas producidos por las células
inflamatorias (como TNF alfa, IL-1 beta, IL-6, metaloproteinasas de matriz), las células
de los vasos sanguineos presentan un aumento en la actividad de la ciclooxigenasa 1y 2
(COX-1y 2) 17 18 asi como un incremento en la tasa de produccion de moléculas
bioactivas como son el oxido nitrico y los radicales libres derivados del oxigeno. La

inflamacion parece jugar un papel fundamental en la progresion y la ruptura “°.

Comparadas con arterias sanas, las que han desarrollado aneurismas muestran un
aumento de marcadores de inflamacion y apoptosis, y estructuralmente son poco celulares
con predominio del colageno (sobretodo colageno tipo I) que conlleva la fibrosis de la
pared. El aneurisma crece cuando se produce un desequilibrio entre procesos reparadores,
eutroficos y procesos destructivos y distréficos, entre ellos la mencionada degradacion de
la matriz extracelular, la sintesis excesiva de colageno, la progresiva pérdida de células

musculares lisas y el aumento de células inflamatorias 1" %°.

Cuando se establece un proceso inflamatorio cronico, éste es acompariado
generalmente por un proceso de angiogenesis (formacién de vasos sanguineos de novo).
Se ha observado que, en las inmediaciones del saco aneurismético, se presenta un alto
grado de neovascularizacién y la presencia de un infiltrado inflamatorio, con un aumento
local en la produccion de citoquininas y citocinas tal como el interferén gamma (IFN-Y’),
el factor de crecimiento endotelial (EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),

el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) y las interleucinas tipo 2,4,5,10 y 13
49

Con relacién a la inflamacion, algunos estudios han valorado la captacion de
contraste en resonancia magnética de la pared del aneurisma como marcador de
inflamacion. Un trabajo en una serie prospectiva de 108 aneurismas (87 pacientes),
describid que la captacion circunferencial de contraste (gadolinio) fue significativamente

mas frecuente en el grupo de pacientes con crecimiento demostrado o rotos (en un 87%
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de ellos) que en el grupo de pacientes con aneurismas estables sin crecimiento (aunque

un 28% también presentd captacion de contraste) .

En la ultima década se ha prestado gran atencién al posible papel protector de la
aspirina en la prevencion del crecimiento y ruptura de aneurismas cerebrales 1% 124 |La
aspirina es un potente inhibidor de las COX-1 y COX-2, cuyos niveles estan aumentados
en la pared de aneurismas rotos. Por el momento, ni la aspirina ni ningun otro farmaco
estd aceptado como tratamiento de los aneurismas no rotos, en la profilaxis del
crecimiento o profilaxis de la HSAa. Dos meta-analisis recientes de 2017 1%y 2020 1%
coinciden en sus resultados: la aspirina no mostré un efecto protector de la ruptura
aneurismética (HSAa) a largo plazo, y por el contrario a corto plazo ambos describen un
aumento de riesgo significativo de ruptura en el subgrupo de pacientes en los primeros 3
meses de tratamiento con aspirina (OR 1.61 y 1.697). Todos los autores coinciden en la

necesidad de un ensayo clinico aleatorizado con aspirina.

4.4 Alteraciones biomecénicas

Si en la génesis de aneurismas solo interviniesen factores genéticos,
epidemioldgicos, como la edad o el género, y ambientales, como el tabaco o la
hipertension, puesto que todo el arbol vascular esta expuesto a ellos, cabria esperar una
distribucion al azar y en cualquier localizacion de los Al. Sin embargo, no ocurre asi, ya
que los aneurismas cerebrales surgen en localizaciones preferentes, tipicas y predecibles:
regiones de alto estrés hemodinamico *°. Estos lugares son las bifurcaciones arteriales
(aneurismas de bifurcacion o terminales), o el borde externo en una arteria que efectta
una curva en su trayecto (aneurismas laterales, o “sidewall” en inglés) % 132, Existen poco
mas de una decena de localizaciones tipicas de aneurismas cerebrales. Méas del 60% de
los aneurismas asientan en 4 localizaciones: la arteria comunicante anterior, la bifurcacion
de la arteria car6tida interna, la bifurcacion del segmento M1 de la arteria cerebral media

y el origen de la arteria comunicante posterior.

El origen del aneurisma precisa de la interaccion entre el particular flujo sanguineo
y el endotelio. No existe acuerdo, sin embargo, en explicar el evento inicial como un
desgarro o solucion de continuidad en el endotelio (producido por el flujo turbulento), o
bien como un proceso por el cual los mecanorreceptores del tejido responden al estrés

hemodinamico (tension de pared) e inician una serie de reacciones moleculares en cadena
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que provocan un segmento débil en la pared (defectos de la tinica media, o “medial

s 92,132
gaps”) .

Tension de pared: La iniciacion del aneurisma ocurre en zonas con mayor

sobrecarga mecanica (“Wall shear stress”, WSS o estrés de cizallamiento) y
comienza por una disrupcion de la lamina elastica interna '8 2°. La resistencia de
la pared de la arteria cerebral depende de esta lamina elastica interna, que se
encuentra entre la capa o tunica intima y la capa media o muscular. La elasticidad
de las arterias se ve favorecida por la disposicion de las fibras elasticas, que siguen
una direccion longitudinal en la 1dmina eléstica interna y, en cambio, radial y

concéntrica en la tinica media 2.

El WSS es una fuerza de friccion, tangencial a la pared, producida por el
movimiento de un fluido en contacto con una superficie sélida 9. EI WSS crece
al aumentar la velocidad del fluido y su viscosidad. Como la viscosidad de la
sangre es practicamente constante, la velocidad cambiante del flujo sanguineo, es
decir, la presion arterial, es su principal determinante. EI vaso sometido a un alto
WSS activa mecanismos inflamatorios en el endotelio. Las células inflamatorias
segregan citoquinas proinflamatorias que aumentan la permeabilidad luminal, asi
como metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y comienza la

degeneracion de la pared (Fig 8).

Patrén del flujo sanguineo: El patron de flujo normal y fisiolégico es el flujo

laminar, en el cual el fluido avanza en capas paralelas siendo las lineas de flujo

paralelas y el perfil

Straight Vessel

5

1 2 L
Distance (mm)

(ww /ed) HSSM

Figura 8: (a) Esquema histolégico de una bifurcacion arterial con los vectores de velocidad de flujo
correspondientes. (b) Grafico de WSS (rojo) que revela 3 regiones con distintos patrones de flujo y
respuestas de remodelacion (region I: la regién de choque con respuestas hiperplésicas; Regidn II: region
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de aceleracion con remodelacion tipo aneurisma y Region 111: desaceleracion del flujo y recuperacion del
fluyjo base sin cambios morfologicos) (Modificado de Meng et al. . doi:
10.1161/STROKEAHA.106.481234).

de velocidad parabolico: méximo en el centro del vaso y minimo en contacto con
la pared. Cualquier flujo no laminar es en general “turbulento”, las lineas de flujo
pierden su paralelismo y los vectores de velocidad son variables y aleatorios en
su interior. Se producen en lugares con geometria vascular compleja, como una
bifurcaciébn o un segmento post-estendtico. Dos tipos de flujo no laminar
relevantes en la fisiopatologia vascular son la recirculacion y la separacion de
flujo . De la misma manera que el endotelio es capaz de responder a fuerzas
como el WSS, se piensa que responde también a cambios en el patron de flujo. EI
flujo laminar se asocia a un endotelio de aspecto celular normal (fusiforme), con
alineacion celular en la direccién del flujo, y que segrega sustancias que evitan la
coagulacion, agregacion, adhesion celular y vasoconstriccion 32, Sin embargo, en
respuesta a un flujo turbulento pierden esta orientacion longitudinal y su forma

cambia a una forma maés bien cuboidal (Fig 9).

[ .
— — —
—_— —_— ——
- > 5>
— _—
— —_— —
—>

O\ ~UA==
@c%cg

Figura 9. Comparacion del perfil parabdlico de un vaso con flujo laminar y otro con flujo turbulento. Se
observa como en el segundo caso, el cambio en el patrén de flujo produce un aumento de la friccion interna
entre el fluido y la pared (Modificado de Nixon et al *°. doi: 10.3171/2009.10.JNS09759).

- Defectos de la tiinica media o “medial gaps”: Se trata de una discontinuidad de la

capa media observada al microscopio en el apice de las bifurcaciones cerebrales.
Como los aneurismas son muy frecuentes en las bifurcaciones cerebrales, se ha

interpretado que estos defectos explican el origen. Sin embargo, ni todos los
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aneurismas cerebrales se encuentran en bifurcaciones arteriales (hasta una cuarta
parte son aneurismas laterales, o “sidewall”), ni las bifurcaciones arteriales en la
circulacion sistémica que también presentan frecuentemente “medial gaps” son

asiento frecuente de aneurismas > 1% (Fig 10).

Figura 10. Vista lateral esquematica e histoldgica de una bifurcacion arterial que muestra un defecto en la
tinica media (“medial gaps”) (Modificado de Canham et al *°. doi: 10.1161/01.STR.0000124926.76836.df)

La mayoria de los aneurismas cerebrales (aproximadamente el 80%) se rompen
en la region del fundus, la region mas apical del saco aneurismatico. El resto lo hacen en
regiones mas proximales cercanas al cuello, y solo en un 2% la ruptura ocurre en el cuello
propiamente. Es interesante que, en las paredes de aneurismas no rotos, se han detectado

células inflamatorias con un gradiente y proporcion similares 3%,

En cuanto al crecimiento de los aneurismas tampoco es un proceso completamente
esclarecido. No crecen Unicamente debido a una distension mecanica de la pared por un
aumento de la presion en el lumen. Existen evidencias que indican que es necesaria la
proliferacion celular en la pared y/o el aumento de sintesis de matriz extracelular %2. Los
aneurismas se comportan a este respecto de manera muy variable 2: pueden crecer en
horas o dias tras su origen y romperse rapidamente, pueden presentar un crecimiento
interrumpido por largos periodos de quiescencia, asi como no crecer en absoluto y
permanecer estables. En general, un aneurisma que crece lo llamamos “inestable”, ya que
el crecimiento esta tan asociado a la ruptura (multiplica el riesgo por 12) que en ocasiones

se utiliza el crecimiento como variable subrogada de la ruptura **'.

En diversos trabajos se han analizado los factores que hacen que un Al crezca.
Entre ellos estan el tabaquismo y el género femenino *°, la forma irregular o multilobulada
& 'un mayor tamafio inicial, la localizacion en la circulacion posterior ® y la presencia de

aneurismas multiples °°.

33



Introduccion

VULNERABILIDAD GENETICA FRENTE A LOS ANEURISMAS
INTRACRANEALES

En un intento de entender los mecanismos genéticos que intervienen en el
desarrollo de los aneurismas intracraneales, se han implementado estudios moleculares
que han contribuido a establecer una probable asociacion entre la presencia del aneurisma
y la expresion de genes que funcionen como marcadores especificos dentro de la

poblacion, lo cual seria muy Gtil como medida de diagnostico temprano.

Diversos estudios reportan que, ademas de los factores de riesgo ambientales, los
factores genéticos podrian ser cruciales en la formacion y evolucion clinica de los Al %
130, Se ha estimado que en el 4,1-6,1% de los casos de formacion y ruptura de Al hubo
una contribucion hereditaria * ! y que el resto de los casos podrian explicarse mediante
interacciones entre mutaciones genéticas y factores ambientales 2. Esto explica que los
familiares de primer grado de los pacientes con HSAa tienen siete veces mas riesgo de
sufrir Al que la poblacion general > "3, Ademas, Broderick et al. establecieron que el
riesgo de HSAa es 17 veces mayor en pacientes con Al de herencia familiar que aquellos

con Al esporadicos 1.

1. Alteraciones monogénicas

Se han identificado numerosas mutaciones monogénicas, poco frecuentes pero
importantes, que originan alteraciones en la estructura vascular y condicionan la aparicion
de Al. Son enfermedades todas ellas de herencia autosémica dominante y que afectan al
tejido conjuntivo. La més frecuente es la enfermedad renal poliquistica (poliquistosis
renal), con una prevalencia de IA de aproximadamente el 11% 23, Otras son la
enfermedad de Ehlers-Danlos tipo 1V, la neurofibromatosis tipo 1, la telangiectasia
hemorragica hereditaria (sindrome de RenduOsler-Weber) o displasia fiboromuscular y la
enfermedad de Marfan, que también se ha relacionado con la HSAa, aunque esta

asociacion es todavia mas débil.
2. Polimorfismos

Un polimorfismo es una region del genoma que varia entre los diferentes

individuos de una poblacion. A cada posible variante se le denomina alelo.
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Para que una variacion pueda considerarse polimorfismo tiene que aparecer al
menos en un 1% de la poblacidn, pudiendo afectar a un solo nucleétido o a secuencias
cortas repetitivas de éstos. Por lo tanto, un polimorfismo podria considerarse una

mutacion estable que afecta de forma significativa a una poblacion.

Las formas mas frecuentes son los llamados “polimorfismos de un solo
nucledtido” (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), siendo éstos los que originan la
mayoria de diferencias genéticas entre los individuos. Existen aproximadamente 10
millones de polimorfismos en la especie humana. Si se trata de un SNP, normalmente
seran 2 los posibles alelos en un locus: por ejemplo, el cambio de C por T (C>T). Si el
locus corresponde a un cromosoma autosémico (del 1 al 22), cada individuo es portador
de 2 alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se heredan del padre y madre de
manera independiente. Asi, las 3 posibilidades de parejas de alelos o genotipos para el
SNP del ejemplo serian TT, CT y CC. Los individuos con los 2 alelos idénticos son
homocigotos y los que tienen diferentes alelos, heterocigotos. En general se considera

variante al alelo menos frecuente, pero esto puede diferir de una poblacién a otra.

Aunque todos los SNP pueden ser importantes como marcadores genéticos, sélo
una pequefa parte de ellos pueden originar alteraciones fenotipicas de las proteinas. Los
mas frecuentes son los que se encuentran en los intrones (secuencias no codificantes
situadas entre los exones) de la region promotora del gen (secuencia de ADN donde se
une la ARN polimerasa para comenzar la transcripcién). Menos frecuentes son los que se
encuentran en la zona de codificacion del gen, pero que no llegan a alterar la secuencia
de aminoédcidos de la proteina codificada (SNP sin6nimos o mutaciones silenciosas),
siendo, por ultimo, los mas raros los que originan un cambio de un aminoacido de la

proteina y por lo tanto alteraciones funcionales (SNP no sin6bnimos).

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos

nucleétidos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se denomina locus.

Los SNP que se encuentren en regiones no codificantes pueden tener
consecuencias en el proceso de traduccién, sobre todo en procesos como el splicing, la

unién de factores de transcripcion o modificar la secuencia de ARN no codificante.

Se han asociado multiples polimorfismos con la patogenia de los Al, muchos de
los cuales implican vias relacionadas con mantenimiento endotelial vascular y la

integridad de la matriz extracelular. Entre los mas estudiados se encuentran la endotelina,
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elastina o la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Con este contexto, en este
trabajo se han seleccionado una serie de polimorfismos relacionados con el
mantenimiento de la integridad endotelial del sistema vascular cerebral y potencialmente

implicados en el desarrollo de Al.

POLIMORFISMOS DEL GEN VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de los mas potentes
mitogenos de células endoteliales y desempefia un papel importante en la angiogénesis
113 Promueve el crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes en
procesos de inflamacion cronica, cicatrizacion y en tumores. Ademas, la sintesis de esta
citoquina es inducible por hipoxia y actiia como molécula sefializadora en el sistema
nervioso central jugando un papel muy importante en la supervivencia, neuroproteccion

y regeneracion neuronal.

El gen del VEGF esté localizado en el brazo corto del cromosoma 6, localizacion
6p21.1.

Tipos de VEGF en humanos:

- VEGF-A (que es la que se designa normalmente al hablar de VEGF): estimula la
supervivencia de las células endoteliales, su proliferacion y su motilidad,
iniciando la gemacion de nuevos capilares. Ademas, funciona como quimiotéctico
de macréfagos y granulocitos, participa en la creacion de la luz y las
fenestraciones de los vasos sangineos, produce vasodilatacion indirecta (por
liberacion de NO) y aumenta la actividad de la metano monooxigenasa y de la
integrina avp3.

- VEGF-B: Angiogénesis embrionaria.

- VEGF-C: Linfoangiogénesis.

- VEGF-D: Necesario para el desarrollo de la vasculatura linfatica que rodea los
bronquiolos.

- PIGF (factor de crecimiento placentario).

Los miembros de la familia VEGF realizan su funcién en las células diana a través
de tres receptores con actividad tirosina kinasa intrinseca: VEGFR-1, VEGFR-2 (también

denominado receptor de dominio quinasa/quinasa hepatica fetal 1) y VEGFR-3,
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localizados en células endoteliales y en otros tipos celulares. EI mas importante en
angiogénesis es VEGFR-2 %8 El gen que lo codifica se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 4, localizacion 4q12.

La unién de VEGF activa la fosforilacion de residuos de tirosina especificos en el
dominio intracelular de VEGFR2 permitiendo la activacion de mdltiples cascadas de
sefializacion, que afectan a la angiogénesis, supervivencia, proliferacién y migracion
endotelial. Por tanto, la disminucién de la funcién de VEGFR2 puede jugar un papel
critico en el desarrollo de enfermedades vasculares. En los Gltimos afios se han descrito
diversos polimorfismos de los genes VEGFA y VEGFR2 y su relacion con varias
enfermedades cerebro-vasculares tales como la isquemia cerebral %8 148 hemorragias

cerebrales hipertensivas °? y el desarrollo de Al 12,

POLIMORFISMOS DEL GEN ENDOTELINA-1

La endotelina es un péptido considerado como el mas potente vasoconstrictor
conocido por el hombre, siendo incluso 10 veces mas potente que la angiotensina Il.
Produce intensa constriccion en el masculo liso vascular adyacente y contribuye con el

mantenimiento enddgeno del tono vascular.
Existen 3 isoformas:

- ET-1 producida en las células endoteliales vasculares.
- ET-2en las células epiteliales renales y las células del estroma.

- ET-3 producida en las neuronas glia e intestino.

La ET-1 induce vasoconstriccion, es proinflamatoria, profibrosis y tiene accion
potencialmente mitdgena. Es un importante factor en la regulacién del tono vascular y
participa en la remodelacion vascular. Estos efectos son mediados a través de dos tipos
de receptores, ETA y ETB. Los receptores ETA estan localizados principalmente en el
masculo liso vascular y son responsables de inducir la proliferacion celular y
vasoconstriccion. Los receptores ETB estan presentes en las células endoteliales y son
mediadores de la relajacion vascular por activacion de la produccién de éxido nitrico y
prostaciclina. Interviniendo, ademas en la depuracion de la ET-1. El sistema endotelina

esta involucrado esencialmente con la hipertension arterial sistémica, hipertension

37



Introduccion

pulmonar, aterosclerosis, re-estenosis coronaria, fallo cardiaco, cardiomiopatias e

insuficiencia renal °.

Los factores que estimulan la sintesis de ET-1 son mdltiples, pero la hipoxia e
isquemia son los mas importantes. En condiciones patol6gicas, como lo es una HSA, se
incrementa la produccion de ET-1, causando vasoconstriccion, estrés oxidativo e

inflamacion, lo que supone un papel importante en el vasoespasmo 2.

Existen diversos trabajos que han analizado los polimorfismos de los genes
responsables de la codificacion de los receptores de endotelina (ENDRA, ENDRB y
END1). En sus resultados, encontraron que existian polimorfismos concretos que se
asociaban con la ruptura aneurismatica y vasoespasmo clinico 4, con el tamafio del
aneurisma y la presencia de aneurismas multiples > y con un mayor riesgo de resangrado
tras una HSAa %,

POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA ENDOGLINA

La endoglina es una glucoproteina de membrana tipo | localizada en la superficie
de la célula formando parte del complejo receptor del TGF-B. Se ha encontrado en células
endoteliales, macrofagos activados, fibroblastos y células de musculo liso. Tiene un
importante papel en el desarrollo del sistema cardiovascular, asi como en la remodelacion
vascular. En experimentos llevados a cabo con ratones knockout que no poseen el gen de

la endoglina se ha observado que mueren debido a anomalias cardiovasculares °,

El gen que codifica la endoglina se ha localizado en el brazo largo del cromosoma
93°. En humanos, las mutaciones de este gen son las responsables de un trastorno vascular
autosomico dominante que se denomina telangiectasia hemorragica hereditaria de tipo 1
% Esta enfermedad se caracteriza por sangrados de nariz frecuentes, telangiectasia de la
piel y las mucosas, pudiendo causar malformaciones arteriovenosas en diferentes

organos, incluyendo el cerebro, los pulmones y el higado.

La endoglina resulta esencial para la sefializacion del TGF-B en las células
endoteliales e interviene activamente en el proceso angiogénico al antagonizar el efecto
inhibitorio del TGF-B1 . El nivel de expresion de la endoglina determina la capacidad
de crecimiento de las células endoteliales. En ausencia de endoglina éstas no crecen y se

desarrollan anomalias angiogénicas. Por el contrario, la sobreexpresion de endoglina
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promueve la fase de activacion de la angiogénesis **. Desempefia, ademas, un papel muy
importante en la fibrogénesis, ya que se ha observado una sobreexpresion de esta proteina
en biopsias de pacientes con fibrosis renal y hepatica 4,

En cuanto a los Al, hay resultados contradictorios. Mientras en unos estudios no
se ha encontrado relacion entre polimorfismos determinados del gen de la endoglina y el
desarrollo de Al %, en otros si y se ha asociado con la presencia de Al y también con los

casos de Al familiares °°.

POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA ENZIMA OXIDO NiTRICO SINTASA
ENDOTELIAL (eNOS)

El oxido nitrico se sintetiza a través de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS).
Existen tres isoformas de NOS en el cerebro: la neuronal (nNOS o NOS1), la inducible
(INOS 0 NOS2) y la endotelial (eNOS o NOS3).

La eNOS es codificada por el gen NOS3, que se encuentra en el brazo largo del

cromosoma 7, localizacion 7g36.1. Su expresion es, principalmente, a nivel endotelial.

Su principal funcion es la sintesis de éxido nitrico, el vasodilatador enddégeno mas
poderoso que se conoce y actia mediante la activacién de los canales de calcio. Ademas,
es un regulador de la expresion de las células musculares lisas en los vasos sanguineos,

tiene un efecto antiagregante plaquetario y evita la adhesion leucocitaria local.

El NO ejerce un papel protector al activar la via NO/cGMP, regulando el flujo
sanguineo cerebral por su accion vasodilatadora y produciendo efecto antiinflamatorio,
antitrombético y antiproliferativo. Como contraste, la pérdida de eNOS favorece la
agregacion plaquetaria, la proliferacion de células de la musculatura vascular lisa, la
adhesion leucocitaria al endotelio y el incremento de la tensién arterial. Sin embargo, el
NO también puede ejercer efectos deletéreos cuando es producido en grandes cantidades,
al activar la ruta NO/O2-/ONOO™ que conlleva la muerte neuronal y disfuncion del

endotelio y la microvasculatura cerebral mediante estrés nitrosidativo °.

La importancia de esta enzima radica en que participa tanto en funciones
hemodinamicas como estructurales y su ausencia o disminucion podria provocar
debilitamiento de la pared vascular o rotura, incidiendo en la susceptibilidad para la

formacion de aneurismas coronarios y cerebrales *?. Ademas, su accion es muy
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importante en los casos de HSAa, ya que estaria relacionada con el vasoespasmo y la ICD
63

Diversos estudios han analizado determinados polimorfismos de eNOS y su
relacion con el desarrollo de Al. Se ha encontrado relacién con un mayor tamafio
aneurismatico %, mayor riesgo de ruptura #, mayor gravedad en la hemorragia (grados 3
y 4 de Fisher), mayor riesgo de desarrollo de vasoespasmo Yy, por lo tanto, peor prondstico

neur0|égico 68, 70, 122, 123.
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Hipdtesis

Dado que el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA), su receptor 2
(VEGFR2), la Endotelina-1, la Endoglina y la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) se encuentran relacionados con el proceso de degeneracién de la pared vascular,
las variantes genéticas de estas proteinas deberian influir en el desarrollo de aneurismas

cerebrales y su evolucién clinica.
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Objetivos

Objetivo principal

1. Determinar la relacion entre los aneurismas cerebrales y la hemorragia
subaracnoidea aneurismatica con los polimorfismos rs833061 del gen VEGFA,
rs2071559 del gen VEGFR2, rs5370 del gen de la Endotelina-1, rs3739817 del
gen de la Endoglina y rs1799983 del gen eNOS y comparar estos resultados con

la muestra de sujetos sanos.

Objetivos secundarios

1. Correlacionar los resultados obtenidos con el desarrollo de vasoespasmo, tras la

ruptura aneurismatica.
2. Correlacionar los resultados obtenidos con el pronéstico vital y funcional.
3. Analizar la relacion entre la aparicion de hidrocefalia y vasoespasmo con

variables clinicas intrinsecas del paciente y otras propias de la hemorragia

subaracnoidea.
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PACIENTES

Se trata de un estudio prospectivo de casos y controles, evaluado y aprobado por
el Comité de Investigacion y Etica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid
(CINV 15-64), de acuerdo con las leyes locales (LO 15/1999 Y RD 1720/2007). Se
incluyeron 176 pacientes diagnosticados con Al en el Servicio de Neurocirugia del

Hospital Clinico Universitario de Valladolid entre los afios 2015 y 2019.

Como grupo control, se incluyeron 150 sujetos sanos, mayores de 40 afios, sin
patologias médicas conocidas, del mismo area geografica y caracteristicas poblacionales,

seleccionados al azar del Banco de Sangre.

En el grupo control no se realizaron estudios invasivos para descartar la presencia
de Al (como la angiografia cerebral), por razones éticas. Sin embargo, quedaron excluidos
del estudio los individuos fumadores y los diagnosticados de hipertension arterial o con
antecedentes familiares de Al. En el andlisis de los datos se incluyé el factor de error
asumible a la prevalencia de esta patologia en la poblacién general.

Como criterios de inclusion, se tuvieron en cuenta haber cumplido la mayoria de
edad y tener confirmado el diagndstico mediante angiografia cerebral de alguno o varios
aneurismas cerebrales, tanto rotos como incidentales. La colaboracion de los pacientes
fue voluntaria y consistié en una extraccion de sangre periférica para su analisis genético
y un cuestionario sobre datos epidemiol6gicos, habitos, cuadro clinico y caracteristicas

propias del aneurisma.

Como criterio de exclusion se tuvo en cuenta la negativa del paciente a formar
parte del estudio, dificultades técnicas en el procesamiento y andlisis genético de la
muestra y la ausencia de pruebas diagndsticas necesarias para estudiar y categorizar la
HSAa y/o el Al.

Las muestras se recogieron, previa firma de consentimiento informado para su
inclusion en el estudio, durante su hospitalizacion en nuestro centro. Se extrajeron 10 ml
de sangre periférica de cada individuo mediante venopuncién. Dichas muestras se
conservaron en tubos con EDTA como anticoagulante y fueron anonimizadas y enviadas
a la Unidad de Medicina Molecular, perteneciente al Departamento de Medicina de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca. Alli se almacenaron a -20°C hasta

su determinacion analitica.
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Las variables analizadas, fueron:

1) Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes: sexo, edad al diagnostico,
factores de riesgo de Al (hipertension, tabaquismo, consumo de alcohol, diabetes
mellitus y dislipemia) y antecedentes familiares.

2) Caracteristicas del aneurisma: localizacion, nimero de aneurismas y tamafio.

3) Presentacion clinica: estado al diagnostico (roto / no roto), estado clinico al
diagnostico (puntuacién escala de Hunt y Hess), gravedad de la hemorragia
(puntuacién en la escala de Fisher) y presencia de hidrocefalia y vasoespasmo.

4) Manejo clinico: tratamiento recibido.

5) Pronostico vital y funcional: puntuacion en la escala GOSE, considerando la
muerte (grado 1), discapacidad severa (grados 2, 3 y 4), discapacidad moderada

(grados 5 y 6) y una buena recuperacion (grados 7 y 8).

En los casos con Al familiares sélo se incluy6 un paciente afectado de cada familia.

METODOS

SELECCION DE LOS POLIMORFISMOS

La seleccion se centrd en los genes VEGFA, VEGFR2, endotelina, endoglina y
eNOS porque codifican proteinas implicadas en el mantenimiento endotelial e integridad

de la matriz extracelular del sistema vascular cerebral.

Inicialmente, seleccionamos aquellos polimorfismos con una frecuencia
poblacional del alelo menor superior a 10% en poblacién caucéasica y ubicados en
secuencias muy conservadas a lo largo de la evolucidon. Este fue el caso de endotelina
rs5370, endoglina rs3739817 y eNOS rs1799983.

En el caso de los polimorfismos VEGFA rs833061 y VEGFR2 rs2071559, son
consecuencia de una mutacion intronica o no codificante, pero los seleccionamos por su
relevancia segun publicaciones previas. La frecuencia del alelo menor en caucasicos era
superior al 10%, y ambos SNP implicaban cambios en los sitios de reconocimiento de

factores de transcripcion (Tabla 3).
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Tabla 3. Polimorfismos analizados en el estudio. *HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control.

Identificacion Cambio Cambio de aminoacido = HWE?
VEGFA rs833061 | c_1647381_10 T>C - >0,05
VEGFR2 rs2071559 | c_15869271_10 T>C - >0,05
Endotelina-1 rs5370 c_598677_1 G>T K197N >0,05
Endoglina rs3739817 | ¢_27491008_10 | C>T T343T >0,05
eNOS rs1799983 c¢_3219460_20 G>T E298D >0,05

PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL ADN

Una vez descongeladas las muestras, se obtuvo el ADN para su posterior estudio

mediante el siguiente procedimiento:

Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida y
lisis eritrocitaria con solucion hipotdnica (centrifugacion de la sangre total en 50mL de
agua bidestilada -ddH20- durante 30 minutos, a 4°C y a 1500 rpm). Tras la recuperacion
de la interfase creada y lisis de los hematies con agua destilada, se lavaron las células
mononucleadas en tampdn Fornace (0.25M Sacarosa; 50mM Tris-HCI pH: 7.5; 25mM

KCI; 5mM MgCI2) y se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos.

El botdn de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampon Fornace a
una concentracion estimada de 5x106 células/mL, tras lo cual se afiadi6 EDTA (&cido
etilendiamino-tetraacético, concentracion final 10 mM), SDS (dodecil sulfato sédico,
concentracion final 1%) y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50
pug/mL). La mezcla se incub6 a 55 °C durante 8-16 horas 408, tras la cual se procedi6 a

purificar el ADN con fenol y cloroformo.

La muestra de ADN, con una concentracion aproximada entre 1,000 y
1,500ug/mL, se almacend en tubos eppendorf a -20°C, con el fin de evitar tanto la

degradacion progresiva del ADN como su posible contaminacion por microorganismos.
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GENOTIPADO DE LOS POLIMORFISMOS

Los estudios de discriminacion alélica se realizan fundamentalmente mediante dos
métodos: el analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) y la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QQRT-PCR). En nuestro

estudio la técnica utilizada fue la segunda.

Esta técnica sigue el mismo procedimiento de una PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) convencional, pero la amplificacion tiene lugar en presencia de unos
componentes capaces de emitir fluorescencia, lo que permite conocer y registrar la
cinética de la amplificacion en todo momento. Para ello se emplean sondas que emiten
fluorescencia al hibridar con la secuencia complementaria. En este caso, se han empleado
sondas TagMan®, marcadas con los fluorocromos VIC y FAM, uno para cada alelo de
los genes estudiados. Estas sondas, complementarias para una secuencia especifica,
presentan un donador en el extremo 5" y un aceptor en el extremo 3" que absorbe la
fluorescencia emitida por el donador cuando los extremos de la sonda estan préximos, lo

que sucede mientras la sonda esta intacta.

Durante el anillamiento, tanto los oligonucle6tidos como las sondas fluorescentes
se unen a las cadenas de ADN. Taq polimerasa tiene ademas actividad 5’-3” exonucleasa,
de modo que si mientras realiza la extension de una molécula de ADN a partir de un
primer encuentra una sonda unida a esa cadena, la hidroliza. Al separarse el fluorocromo
y el aceptor, la fluorescencia ya no es absorbida, de modo que la fluorescencia liberada

tras la excitacion de la muestra con un laser es detectada por el lector (Fig 11).

Allele @
n ﬂ*ll [0
Mismatch
Allele @ H?
Match Mismatch

Figura 11. Mecanismo de la PCR con sondas Tagman®. Mientras la Taq polimerasa (naranja) copia el
ADN, hidroliza las sondas que se encuentra en el proceso, separando el fluorocromo (V Y F) del aceptor.
De este modo, la fluorescencia liberada tras la excitacion de la muestra con un laser es detectada por un
lector.
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El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de

fluorescencia emitida.

Nuestro estudio se realiz6 en un termociclador StepOne de Applied Biosystems®
que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con
distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los

genes estudiados.

Para evaluar la reproducibilidad se realiz6 una seleccion aleatoria del 5% de las
muestras, que fueron regenotipadas. Todos estos genotipos coincidieron con los genotipos

inicialmente designados.

Técnica de genotipado

Las reacciones de PCR se realizaron con 5 pl de los productos comerciales para
QRT-PCR TagMan® Universal PCR Master Mix y TagMan® Genotyping Mastermix©
(Applied Biosystem, Foster City, CA). Se afiadié 0.5 pl del preparado comercial
TagMan® SNP Genotyping Assays, que contiene los primers con las sondas y 0.5 pl de
ADN y 4.25 ul de H20, para un volumen final de 10 pl.

Se emplearon placas de 96 pocillos en las que, a modo de control de una posible
contaminacion, se incluyeron preparaciones que contenian todos los reactivos citados,

excepto los ADN problema.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en las siguientes condiciones:

N° de ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 60 °C 30 segundos Desnaturalizacion
95°C 10 minutos Desnaturalizacion
40 95°C 15 segundos Anillamiento
60 °C 1 minuto Extension
1 60 °C 30 segundos Extension

La lectura de fluorescencia se realiz6 antes y después de la amplificacion mediante

el sistema StepOne® (Applied Biosystem, Foster City, CA) utilizando el software Allelic
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Discrimination Program (Applied Biosystem, Foster City, CA) para la determinacion del

alelo presente en cada una de las muestras.

A modo de ejemplo, en la Fig. 12 se muestra la representacion grafica de la
deteccion de fluorescencia para el polimorfismo rs1799983 eNOS G>T. Cada uno de los
puntos representa una muestra estudiada. En el caso de los individuos T/T, solo se une la
sonda marcada con FAM (representado en azul); en el caso de los individuos G/G, solo
se une la sonda marcada con VIC (rojo); y el sistema representa en verde los genotipos
G/T en el que se unen ambas sondas. Los cuadrados negros representan las muestras sin

ADN que se emplean como control.
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Figura 12. Discriminacién alélica del SNP rs1799983 eNOS G>T (Allelic Discrimination Programme,
Applied Biosystem).
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ANALISIS ESTADISTICO

Para comprobar la representatividad de la muestra objeto de estudio respecto de
la poblacién general (grupo control), y comprobar que no estuviera sesgada por una
distribucion estratificada de las variantes polimorficas debidas a un apareamiento no
aleatorio, se calcul6 si la distribucion genotipica para todos los polimorfismos y todos los
grupos se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg, comparando los valores obtenidos

con los esperados mediante el test de y2.

Para todos los polimorfismos se estudiaron las variantes genéticas entre pacientes
con aneurismas intracraneales frente a controles. También analizamos las diferentes
variantes genéticas de los polimorfismos estudiados y su relacién con la presentacion
clinica (riesgo de ruptura) y su evolucion (presentacién de vasoespasmo y prondstico vital

y funcional).

Se estimaron los odds ratio (OR) y los intervalos de confianza del 95% para cada
polimorfismo mediante un analisis multivariante, usando modelos de regresion logistica

incondicional. Los valores de p fueron ajustados por sexo y edad al diagnéstico.

El andlisis se realizo utilizando el programa SPSS Statistic® (version 21 SPSS
Inc, Chicago, IL, Estados Unidos) considerando un valor de p<0,05 como

estadisticamente significativo.

También es posible analizar este tipo de datos, asumiendo un modelo genético

preestablecido. Existen los siguientes:

a) Modelo dominante. Se hace la suposicion de que portar un determinado alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Por ejemplo, se supone que una Unica
copia de A es suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica
en igual magnitud; es decir, heterocigotos AB y homocigotos AA tienen el mismo riesgo.

Se puede comparar la combinacion de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos BB.

b) Modelo recesivo. Se hace la suposicion de que portar dos copias de un alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Por ejemplo, se supone que son necesarias
2 copias de A para modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos AB y homocigotos BB
tienen el mismo riesgo. Se compara la combinacién de ellos respecto a los homocigotos
AA.
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c¢) Modelo codominante. Es el mas general. Cada genotipo proporciona un riesgo
de enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos y homocigotos variantes

por separado respecto a los homocigotos del genotipo mas frecuente.

No es facil hallar un criterio para establecer el modelo de herencia més adecuado
para un polimorfismo concreto. Por ello, comparamos el ajuste del modelo codominante,
que es el mas general (2 parametros), con los demas modelos (1 parametro). Estas
comparaciones se realizaron mediante el test de la razon de verosimilitudes. También se
calcularon las OR de asociacion entre cada genotipo y la enfermedad y los

correspondientes intervalos de confianza del 95%.
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CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Se incluyeron un total de 176 pacientes con diagndstico de Al en el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid entre los afios 2015 y 2019 y 150 sujetos sanos como

controles.

La edad media de los pacientes cuando fueron diagnosticados de aneurismas fue
de 58 £ 13 afios, el 43.2 % de los pacientes eran varones y el 56.8 % mujeres. En cuanto
a la distribucion de los factores de riesgo analizados, el 69.9% tenian hipertension (HTA),
el 9.7 % diabetes mellitus (DM tipo 2), el 38.1 % dislipemia, el 40.9 % consumian tabaco
y el 25% alcohol. Ademas, el 2.3 % de los pacientes tenian antecedentes familiares de Al
(Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de la muestra en cuanto a los factores de riesgo de Al.

Factores de riesgo de Al Resultado (n, %)
Hipertension 123 (69.9%)
Consumo de tabaco 72 (40.9%)
Consumo de alcohol 44 (25%)
Diabetes mellitus 17 (9.7%)
Dislipemia 67 (38.1%)
Antecedentes familiares 4 (2.3%)

Respecto a la forma de presentacion clinica de los Al cuando fueron
diagnosticados, en la mayoria de los casos (65.9%) fue en forma de ruptura aneurismatica
(HSAa), un 27.8% como aneurismas incidentales (no rotos) y el 6.3% en forma de cefalea

centinela.

El nimero medio de Al presentados por paciente fue de 1.27+0.63. 143 pacientes
(81.25%) presentaron un Unico aneurisma. 21 pacientes (11.93%), dos aneurismas. 9

pacientes (5.11%) 3 aneurismas y 3 pacientes (2.27%) 4 aneurismas.

En relacién a la localizacion, la mayoria estuvieron localizados en circulacion
anterior (88.6%). Por orden de frecuencia se situaron en: arteria comunicante anterior
33%, arteria cardtida interna 18.8%, arteria cerebral media 17.6%, arteria comunicante
posterior 14.8% y en mucha menor frecuencia, arterias cerebral anterior, pericallosa,
oftdlmica y coroidea con un 4.4%. En cuanto a los Al localizados en la circulacién

posterior (11.4%), la localizacion mas frecuente fue la arteria basilar con un 6.8% sobre
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el total, seguida de la arteria cerebelosa postero-inferior (PICA) con un 2.8% vy la arteria

vertebral con un 1.7%.

En referencia al tamafio de los Al, la mayoria (86.9%) fueron pequefios y
medianos, el 8% microaneurismas, 2.8% aneurismas grandes y el 2.3% aneurismas

gigantes (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la muestra en cuanto a presentacion clinica, localizacion y tamafio del

aneurisma.
HSAa 116 (65.9%)
Cefalea centinela 11 (6.3%)
Incidental 49 (27.8%)
Circulacion anterior 156 (88.6%)
Arteria comunicante anterior 58 (33%)
Arteria carotida interna 33 (18.8%)
Acrteria cerebral media 31 (17.6%)
Acrteria comunicante posterior 26 (14.8%)
Otras (cerebral anterior, pericallosa, coroidea, oftalmica) = 8 (4.4%)
Circulacion posterior 20 (11.4%)
Acrteria basilar 12 (6.8%)
Acrteria cerebelosa postero-inferior (PICA) 5 (2.8%)
Acrteria vertebral 3 (1.7%)
Micro-aneurismas (<3mm) 14 (8%)
Pequefios-medianos (3.1-11mm) 153 (86.9%)
Grandes (11.1-25mm) 5 (2.8%)
Gigantes (>25mm) 4 (2.3%)

Entre los casos que se presentaron en forma de ruptura, el 67.6% lo hizo en forma
de hemorragia profusa (grado 4 escala Fisher), el 25% con hemorragias de grado 3 y el
7.4% con hemorragias de grado 2.

En cuanto al estado clinico de los pacientes con Al rotos en el momento del
diagnostico: el 35.2% se encontraban asintomaticos o con cefalea como Unico sintoma
(Grado | escala Hunt y Hess), 34.7% de los pacientes presentaban déficits neurologicos

focales, cefalea severa, rigidez nucal, letargia o confusion (Grados Il y 111 escala Hunt y
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Hess) y un 30.1% presentaban déficits neuroldgicos graves o estado de coma (Grados IV

y V de la escala Hunt y Hess).

Respecto al tratamiento recibido, la mayoria se trat6 mediante embolizacion
(53.4% coils, 17% stent), el 19.3% mediante cirugia (clipaje microquirargico) y el 10.2%
no recibio tratamiento alguno. Los motivos de no haber recibido tratamiento fueron: mal
estado clinico del paciente con un fallecimiento precoz, resangrados y negativa del propio

paciente.

Dentro del grupo de pacientes con aneurismas rotos, es decir con HSAa, un 64.6%
presentd hidrocefalia, con la consecuente necesidad de ser colocado un drenaje
ventricular externo para el tratamiento de la misma. Un 18.1% de presentd vasoespasmo

durante las 3 semanas siguientes a la hemorragia, frente a un 81.9% que no lo presento.

Por ultimo, fue analizada la evolucién clinica de los pacientes 6 meses tras el
diagnostico mediante la escala GOSE. El 57.4% presentd una buena recuperacion con
déficits psicolégicos o neurolégicos menores (grados 7 y 8), el 18.8% presentd una
discapacidad moderada (grados 5 y 6), el 13.06% discapacidad severa, siendo
dependientes para sus actividades de la vida diaria (grados 2, 3y 4) y el 11.4% fallecio

(grado 1), como puede observarse en la Tabla 6.

Los datos del analisis de cada una de las variables clinicas de los pacientes

estudiados se encuentran reflejados en los Anexos 1 y II.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de la muestra en cuanto a volumen de la hemorragia, estado clinico al
diagndstico, tratamiento recibido, desarrollo de hidrocefalia, vasoespasmo y prondéstico. *Porcentaje
respecto de los aneurismas rotos (n=116).

Volumen de la hemorragia (Escala de Fisher) Resultado (n, %) ‘
Grado 1 0 (0%)
Grado 2 13 (7.38%)
Grado 3 44 (25%)
Grado 4 119 (67.61%)
Estado clinico al diagnoéstico (Escala Hunty Hess) | Resultado (n, %) \
Grado | 62 (35.22%)
Grado Il 50 (28.4%)
Grado I 11 (6.25%)
Grado IV 13 (7.38%)
Grado V 40 (22.72%)
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Tratamiento recibido Resultado (n, %)

Coils 94 (53.4%)
Stent 30 (17%)
Clipaje microquirargico 34 (19.3%)
Ninguno 18 (10.2%)
Desarrollo de vasoespasmo \ Resultado (n, %)
Si 21 (18.1%%*)
No 95 (81.9%*)
Desarrollo de hidrocefalia aguda (necesidad de DVE) | Resultado (n, %)
i 75 (64.6%%*)
No 41 (35.4%%*)
Pronostico (escala GOSE) Resultado (n, %)
Muerte (grado 1) 20 (11.4%)
Discapacidad severa (grados 2, 3y 4) 23 (13.06%)
Discapacidad moderada (grados 5 y 6) 32 (18.8%)
Buena recuperacion (grados 7 y 8) 101 (57.4%)

ANALISIS DE LAS VARIABLES CLINICAS

Dentro de las variables analizadas en este estudio, las de principal relevancia
clinica en el curso clinico de una HSAa son el desarrollo de dos de las complicaciones
mas frecuentes: hidrocefalia y vasoespasmo.

En ellas nos hemos centrado para hacer un analisis pormenorizado sobre qué
factores no genéticos pueden estar relacionados con la aparicion estas dos complicaciones

en la evolucién clinica de los pacientes con aneurismas rotos.
1. HIDROCEFALIA

Dentro del grupo de pacientes con HSAa (n= 116), analizamos la relacion de

diferentes variables clinicas con el desarrollo de hidrocefalia (n=75).

En relacidn con las caracteristicas intrinsecas del paciente, ni el sexo (p=0.182), edad
(p=0.549), hipertension (p=0.293), tabaquismo (p=0.486), consumo de alcohol (p=0.105)
o diabetes (p=0.168) tuvieron relacién significativa con el desarrollo de hidrocefalia por

parte de estos pacientes.
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En cuanto a las caracteristicas intrinsecas del aneurisma, la localizacion de los Al
rotos no tuvo relacion significativa con el desarrollo de hidrocefalia (p=0.779). Tampoco
el tratamiento recibido (p=0.704).

Sin embargo, la presencia de hemorragia intraventricular (grado 4 en la Escala de
Fisher) y un peor estado clinico al diagnostico (Hunt y Hess) si tuvieron una relacion
significativa con el desarrollo de hidrocefalia, multiplicando el riesgo hasta por 3, como

se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Distribucion del desarrollo de hidrocefalia en relacion con la presencia inicial de hemorragia
intraventricular (grado 4 en la escala de Fisher) y la situacion neurolégica del paciente al diagndstico de

HSAa.

Hidrocefalia No hidrocefalia p OR ‘
Hemorragia intraventricular
Fisher1,2y3 67(58.6%) 9 (7.7%) 0.004 3.1
Fisher 4 8 (6.8%) 32 (26.7%) (2.5-3.6)
Hunt y Hess
Grados | y 11 (sintomas leves) 44 (34.9%) 31 (26.7%)
Grado 111 (sintomas moderados) 5 (4.3%) 8 (6.9%) 0.001 3.8
Grados IV y V (sintomas graves) 26 (22.4%) 2 (1.7%) (2.6-4.2)

2. VASOESPASMO

En cuanto al vasoespasmo, analizamos la relacién de diferentes variables clinicas con

el desarrollo del mismo (n=21) dentro del grupo de pacientes con HSAa (n=116).

En relacion con las caracteristicas intrinsecas del paciente, ni el sexo (p=0.253), edad
(p=0.521), hipertension (p=0.283), tabaquismo (p=0.435), consumo de alcohol (p=0.245)
o diabetes (p=0.287) tuvieron relacion significativa con el desarrollo de vasoespasmo.

En cuanto a las caracteristicas intrinsecas del aneurisma, la localizacion de los Al
rotos no tuvo relacion significativa con el desarrollo de vasoespasmo (p=0.559). Tampoco
el estado neurologico inicial (escala de Hunt y Hess) (p=0.233), ni el tratamiento recibido
(p=0.424).

Sin embargo, el volumen de la hemorragia (puntuacion mayor en la Escala de Fisher)
si tuvo relacion significativa con el desarrollo de vasoespasmo (p=0.02), siendo el riesgo

de presentarlo mas del doble en el caso de los grados 3 y 4 (OR 2.2). Por otro lado,
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analizando el pronostico de estos pacientes, encontramos relacion significativa entre la
presencia de vasoespasmo y un peor prondstico vital y funcional (p=0.03), multiplicando
casi al doble el riesgo de presentar secuelas en el futuro y/o fallecer (OR 1.9), como se

muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Distribucion del desarrollo de hidrocefalia en relacion con la presencia inicial de hemorragia
intraventricular (grado 4 en la escala de Fisher) y la situacion neurolégica del paciente al diagnostico de

HSAa.

Vasoespasmo Novasoesp p OR ‘
Escala de Fisher
Grado 1 0 (0%) 36 (31%)
Grado 2 2 (1.7%) 29 (25%)
Grado 3 8 (6.89%) 22 (18.9%) 0.02 22
Grado 4 11 (9.48%) 8 (6.89%) (1.7-2.5)
Pronostico (escala GOSE)
Grado 1 (Muerte) 7 (6.03%) 6 (5.17%)
Grados 2-6 (Recuperacion con secuelas) 9 (7.75%) 35(30.2%) 0.03 1.9
Grados 7'y 8 (Recuperacion sin secuelas) = 5 (4.31%) 55 (47.4%) (1.5-2.3)

ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS

Una vez comprobada la representatividad de la muestra mediante el equilibrio de
Hardy-Weinberg, analizamos la posible relacion existente entre distintos polimorfismos
de los genes VEGFA, VEGFR2, Endotelina, Endoglina y eNOS vy la presencia de
aneurismas cerebrales, realizando un estudio comparativo entre los sujetos sanos (grupo
control) y los sujetos con Al. Dentro del grupo de pacientes con aneurismas, también
analizamos la posible relacion existente entre las variantes genéticas que se pretende

estudiar y el riesgo de ruptura, la aparicién de vasoespasmo y la evolucion clinica.

Los resultados observados para cada gen se exponen a continuacion de forma
individualizada mediante una tabla de distribucion genotipica y otra de frecuencias
alélicas. Ademas, los que han resultado estadisticamente significativos se representan en

las tablas de frecuencia.

Los datos del analisis de cada uno de los polimorfismos de las muestras de los

pacientes estudiados se encuentran reflejados en los Anexos Il y IV.
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POLIMORFISMO rs833061 DEL GEN VEGFA

Los resultados del analisis del polimorfismo rs833061 del gen del factor de

crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) se muestran en las Tablas 9 y 10.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la distribucion

genotipica ni frecuencia alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo C— como referencia, tampoco
se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p>0,05).
Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo C o el genotipo CC modifiquen el

riesgo de presentar aneurismas.

Asi mismo, dentro del grupo de pacientes con Al tampoco se encontraron
diferencias significativas entre la distribucion genotipica y la presentacion clinica (riesgo
de ruptura) (p=0.49), el desarrollo de vasoespasmo (p=0.95) y prondstico vital y funcional
(p=0.24).

Tabla 9. Distribucion genotipica del SNP rs833061 del gen VEGFA entre el grupo de pacientes con Al y
el grupo control.

SNP ‘ Genotipo ‘ Controles ‘ Casos p ‘

T 41 (27,3%) 41 (23,3%)
TC 69 (46,0%) 93 (52,8%) 0,473
cC 40 (26,7%) 42 (23,9%)

VEGFA
T 41 (27,3%) 41 (23,3%)

rs833061 0,443
TC+CC 109 (72,7%) 135 (76,7%)
TT+TC 110 (73,3%) 134 (76,1%)

0,561

cC 40 (26,7%) 42 (23,9%)

Tabla 10. Frecuencias alélicas del SNP rs833061 del gen VEGFA entre el grupo de pacientes con Al y el
grupo control.

Controles
T 151 (50.3%) 175 (49.7%)
VEGFA 0.875
rs833061 C 149 (49.7%) 177 (50.3%)
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POLIMORFISMO rs2071559 DEL GEN VEGFR2

Los resultados del analisis del polimorfismo rs2071559 del gen del receptor 2 del

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) se muestran en las Tablas 11y 12.

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la distribucion

genotipica ni frecuencia alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo C— como referencia, tampoco
se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p>0,05).
Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo C o el genotipo CC modifiquen el

riesgo de presentar aneurismas.

De igual modo, dentro del grupo de pacientes con Al tampoco se encontraron
diferencias significativas entre la distribucion genotipica y la presentacion clinica (riesgo
de ruptura) (p=0.72), el desarrollo de vasoespasmo (p=0.98) y prondstico vital y funcional
(p=0.37).

Tabla 11. Distribucion genotipica del SNP rs2071559 del gen VEGFR?2 entre el grupo de pacientes con
Al y el grupo control.

Genotipo Controles
1T 38 (25,3%) 36 (20,5%)
TC 82 (54,7%) 97 (55,1%) 0,462
CcC 30 (20,0%) 43 (24,4%)
VEGFR2
1T 38 (25,3%) 36 (20,5%)
rs2071559 0,353
TC+CC 112 (74,7%) 140 (79,5%)
TT+TC 120 (80,0%) 133 (75,6%)
0,339
CcC 30 (20,0%) 43 (24,4%)

Tabla 12. Frecuencias alélicas del SNP rs2071559 del gen VEGFR2 entre el grupo de pacientes con Al y
el grupo control.

Controles
T 158 (52.7%) 169 (48%)
VEGFR2 0.236
rs2071559 C 142 (47.3%) 183 (52%)
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POLIMORFISMO rs5370 DEL GEN DE LA ENDOTELINA

Los resultados del analisis del polimorfismo rs5370 del gen de la endotelina se

muestran en las Tablas 13y 14.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la distribucion

genotipica ni frecuencia alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo G— como referencia, tampoco
se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p>0,05).
Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo G o el genotipo GG modifiquen el

riesgo de presentar aneurismas.

De igual forma, dentro del grupo de pacientes con Al tampoco se encontraron
diferencias significativas entre la distribucion genotipica y la presentacion clinica (riesgo
de ruptura) (p=0.7), el desarrollo de vasoespasmo (p=0.35) y prondstico vital y funcional
(p=0.52).

Tabla 13. Distribucion genotipica del SNP rs5370 del gen de la endotelina entre el grupo de pacientes con
Al y el grupo control.

SNP Genotipo Controles Casos ‘ p ‘

GG 80 (53,3%) 107 (60,8%)
GT 57 (38,0%) 60 (34,1 %) 0,266
T 13 (8,7%) 9 (5,1%)

Endotelina
GG 80 (53,3%) 107 (60,8%)

rs5370 0,175
GT+TT 70 (46,7%) 69 (39,2%)
GG+GT 137 (91,3%) 167 (94,9%)

0,202

T 13 (8,7%) 9 (5,1%)

Tabla 14. Frecuencias alélicas del SNP rs5370 del gen de la endotelina entre el grupo de pacientes con Al

y el grupo control.

Controles

Endotelina
rs5370

217 (72.3%)

274 (77.8%)

83 (27.7%)

78 (22.2%)
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POLIMORFISMO rs3739817 DEL GEN DE LA ENDOGLINA

Los resultados del andlisis del polimorfismo rs3739817 del gen de la endoglina se

muestran en las Tablas 15y 16.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la distribucion

genotipica ni frecuencia alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo C— como referencia, tampoco
se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p>0,05).
Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo C o el genotipo CC modifiquen el

riesgo de presentar aneurismas.

Tabla 15. Distribucién genotipica del SNP rs3739817 del gen de la endoglina entre el grupo de pacientes
con Al y el grupo control.

Genotipo Controles

cC 134 (89,3%) 151 (85,8%)
CcT 16 (10,7%) 25 (14,2 %) 0,337
T 0 (0%) 0 (0%)
Endoglina
cC 134 (89,3%) 151 (85,8%)
rs3739817 0,337
CT+TT 16 (10,7%) 25 (14,2 %)
CC+CT 150 (100%) 176 (100%)
>0,05
T 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 16. Frecuencias alélicas del SNP rs3739817 del gen de la endoglina entre el grupo de pacientes con
Al y el grupo control.

Controles Casos p

C 284 (94.7%) 327 (92.9%)
Endoglina 0.354
rs3739817 T 16 (5.3%) 25 (7.1%)

Asi mismo, dentro del grupo de pacientes con Al no se encontraron diferencias
significativas entre la distribucion genotipica y el riesgo de ruptura (p=0.16) ni el

pronostico vital y funcional (p=0.44).
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Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas entre la distribucion
genotipica de este gen y el desarrollo de vasoespasmo (p<0.05), tal y como se muestra en
la Tabla 17 y Fig 13. Ser heterocigoto para este gen, aumenta el riesgo de presentar

vasoespasmo.

Tabla 17. Distribucién genotipica del SNP rs3739817 del gen de la endoglina entre el grupo de pacientes
con y sin vasoespasmo.

Genotipo No Vasoespasmo Vasoespasmo ‘ p ‘
CcC 22 (23.2%) 0 (0%)
Endoglina
CT 73 (76.8%) 21 (100%) 0,049
rs3739817
TT 0 (0%) 0 (0%)
100
90
- —
70
60
50
40
30
20
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0
cC cT T
B No vasoespasmo M Vasoespasmo

Figura 13. Diagrama de barras que refleja la distribucion genotipica del SNP rs3739817 del gen de la
endoglina entre el grupo de pacientes con y sin vasoespasmo.

POLIMORFISMO rs1799983 DEL GEN DE LA ENZIMA eNOS

El polimorfismo rs1799983 corresponde al cambio G894T en el exdn 7 de eNOS,
y codifica un cambio de aminoéacido Glu > Asp en la posicion 298.

Los resultados del analisis del polimorfismo rs1799983 del gen de la enzima 6xido

nitrico sintasa endotelial (eNOS) se muestran en las Tablas 18 y 19.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en distribucion
genotipica para el polimorfismo eNOS rs1799983 entre pacientes con Al y sujetos sanos.

Se ha podido observar que el alelo G es mas frecuente en pacientes con aneurismas
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(64.2% versus 56.3%) y el T lo es en controles (43.7% versus 35.8%), lo que puede
interpretarse como que el hecho de ser portador del alelo G constituye un factor de riesgo
para la presencia de aneurismas, mientras que en sentido contrario el alelo T puede actuar

con un factor protector frente al desarrollo de Al (Fig 15).

Ademas, en el grupo de pacientes con aneurismas se observa una mayor
proporcién de genotipo GG (40.9% versus 36.7%) y en el grupo de controles, una mayor
proporcion de genotipo TT (24% versus 12.5%), alcanzando significacion estadistica
(p=0,01) (Fig 14).

Al realizar un analisis de regresion logistica, la presencia del genotipo homocigoto
TT disminuye a menos de la mitad (OR 0.46) las probabilidades de presentar aneurismas
cerebrales (p=0,019).

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion alélica del polimorfismo eNOS rs1799983. Estos hallazgos nos permiten
concluir que los portadores del alelo T del polimorfismo eNOS rs1799983 tienen
disminuido el riesgo de padecer aneurismas, y que ello sucede independientemente de la
edad y del género. De este modo, ser portador del alelo G se asocié con un mayor riesgo

de desarrollar Al.

Por otro lado, dentro del grupo de pacientes con Al no se encontraron diferencias
significativas entre la distribucidn genotipica y la presentacidn clinica (riesgo de ruptura)

(p=0.28), el desarrollo de vasoespasmo (p=0.23) y pronostico vital y funcional (p=0.14).

Tabla 18. Distribucidn genotipica del SNP rs1799983 del gen de la enzima eNOS entre el grupo de
pacientes con Al y el grupo control.

Genotipo Controles OR (95% Cl)

GG 55 (36,7%) 72 (40,9%) / 1.00

GT 59 (39,3%) 82 (46,6%) 0,809 | 1.06 (0.65-1.72)

1T 36 (24,0%) 22 (12,5%) 0,019 | 0.46(0.24-0.88)
eNOS

GG 55 (36,7%) 72 (40,9%)
rs1799983 0,494

GT+TT 95 (63,3%) 104 (59,1%)

GG+GT 114 (76,0%) 154 (87,5%) |/ 1.00

1T 36 (24,0%) 22 (12,5%) 0,008 | 0.42(0.25-0.81)
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Figura 14. Diagrama de barras que refleja la distribucion genotipica del SNP rs1799983 del gen de la
enzima eNOS entre el grupo de pacientes con Al y el grupo control.

Tabla 19. Frecuencias alélicas del SNP rs1799983 del gen de la enzima eNOS entre el grupo de pacientes
con Al y el grupo control.

Alelo Controles Casos OR (95% Cl)
G 169 (56.3%) | 226 (64.2%) |/ 1.00
eNOS
rs1799983 T 131 (43.7%) | 126 (35.8%) | 0.004 0.71 (0.52-0.98)
250
200
150
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50
0
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Figura 15. Diagrama de barras que refleja las frecuencias alélicas del SNP rs1799983 del gen de la enzima
eNOS entre el grupo de pacientes con Al y el grupo control.
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A modo de resumen, en la Tabla 20 se reflejan las significaciones estadisticas de

cada uno de los polimorfismos para el desarrollo de aneurismas y vasoespasmo.

Tabla 20. Resumen de la significacion estadistica en los polimorfismos estudiados. ns (no significativo), *
p<0.05, **p<0.01.

Distrib. Dominancia Distrib. Genotipica 'y
Genotipica 'y alélicay riesgo de
riesgo de Al riesgo de Al vasoespasmo
rs833061 VEGFA ns ns ns
rs2071559 VEGFR?2 ns ns ns
rs5370 Endotelina ns ns ns
rs3739817 Endoglina ns ns S
rs1799983 eNOS S (*) S (**) ns
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1. ASPECTOS GENERALES

La hemorragia subaracnoidea aneurismatica plantea uno de los mayores retos de
salud publica dentro del campo de las enfermedades neurovasculares debido a su elevada
morbi-mortalidad y a que afecta a sujetos relativamente jovenes, a diferencia de la
patologia ictal. Esto ha propiciado la proliferacion de estudios epidemioldgicos y
genéticos sobre los aneurismas cerebrales durante los ultimos afios. Sin embargo, muchos
de los mecanismos tanto ambientales como genéticos que influyen en la formacion de los

Al no estan del todo definidos.

En nuestro trabajo hemos investigado si factores de riesgo descritos previamente por
otros grupos y polimorfismos genéticos implicados en la funcion endotelial y estructura
de la pared vascular se relacionan con la formacion de aneurismas cerebrales, su ruptura
y las complicaciones derivadas de presentar una HSAa. A continuacion, se detalla la
interpretacion de los resultados obtenidos, las limitaciones del estudio y las directrices

propuestas para futuras investigaciones.

2. LOS ANEURISMAS COMO PROBLEMA SOCIOSANITARIO

La hemorragia subaracnoidea aneurismatica supone un problema sanitario y de
salud relevante para la comunidad. Pese a ser menos frecuente que otros tipos de ictus
(supone del 6 al 8% de las enfermedades cerebro-vasculares agudas) su mortalidad, en
torno al 40%, es mayor y ademas afecta a poblacién mas joven, provocando una cantidad
de afios de vida perdidos similar a la provocada por el ictus isquémico y hemorragico °.

Ademas de su elevada mortalidad, la morbilidad que produce en los pacientes que
sobreviven también es muy significativa, superando el 80% de los casos y ocasionando
un elevado gasto sanitario y una pérdida importante de poblacion activa. Entre los
pacientes que sobreviven, muchos presentan secuelas neuroldgicas a largo plazo: apenas
un 50% puede volver a tener una vida independiente y un 30% dearrolla una discapacidad

moderada-grave *°.

La incidencia anual de HSAa es de 6 a 33 casos/100,000. La variabilidad se debe
a la region geografica, el género y la franja de edad principalmente 2°. En nuestro pais en
concreto, se estima una incidencia de 6.1 casos por 100.000 habitantes-afio °.
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Sin embargo, la mayoria de los aneurismas no se romperan nunca, ni produciran
ningun sintoma. Su tratamiento antes de la ruptura disminuye drasticamente la morbilidad
y mortalidad y los convierte en una enfermedad potencialmente curable. Esto ha
incrementado el interés ante la posibilidad de detectar y tratar a los Al antes de que se

rompan.

El hecho de ofrecer la posibilidad de diagnosticar su presencia en cualquier
individuo, en cualquier momento y en cualquier poblacion y ofrecer tratamiento a
aquellos pacientes con Al antes de su ruptura es muy importante. No obstante, deben
considerarse varios aspectos que por el momento hacen imposible realizar tales

procedimientos.

El principal obstaculo es el aspecto econdmico, ya que los estudios que
actualmente permiten el diagnostico de un Al (AngioTC, angioresonancia o angiografia
cerebral) son muy costosos y no estan exentos de riesgos. Realizarlos de manera masiva
y rutinaria a la poblacion general es incosteable. Por otro lado, cada uno de estos
procedimientos presenta un grado importante de error diagnéstico o falsos negativos,
debido a la presencia de aneurismas menores de 3 mm, que suponen cerca de un 30% de
los aneurismas encontrados en la poblacion **2 y que son préacticamente indetectables

mediante estas técnicas.

En consecuencia, el procedimiento diagndstico mas acertado seria aquel que
pudiese predecir la presencia de un Al usando una simple muestra de sangre, lo que
eliminaria costosas pruebas y procedimientos con riesgo para el paciente. En este sentido,

el diagnostico genético seria una opcion viable de cara al futuro.

En la actualidad, el conocimiento preciso de los factores moleculares y genéticos
que intervienen en la formacion, crecimiento y ruptura de un Al permanecen adn en
estudio. Sin embargo, el avance de los conocimientos en el campo de la genémica puede
contribuir a establecer una correlacion entre la presencia de un Al y la expresion de genes
gue pudieran servir como marcadores genéticos de riesgo para una poblacion

determinada.

De este modo, y como justificacion de la presente Tesis Doctoral, creemos que
podria ser una realidad en un futuro no muy lejano que el examen genético permitiese la
identificacion de sujetos con alto riesgo de padecer este tipo de patologia y, en

consecuencia, el disefio de un programa de vigilancia para un diagnostico y tratamiento
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oportunos y precoces, evitando asi la mortalidad y las indeseadas secuelas asociadas a la

hemorragia subaracnoidea.

3. ESTUDIO CLINICO. ANALISIS DE LAS VARIABLES NO GENETICAS
Y SU INFLUENCIA EN LA EVOLUCION DE LA HEMORRAGIA
SUBARACNOIDEA.

3.1 HIDROCEFALIA

La hidrocefalia es laacumulacion de una cantidad excesiva de liquido cefalorraquideo
en el sistema nervioso central. Esta acumulacién provoca una dilatacion ventricular,
aumento de la presion intracraneal, deterioro neuroldgico e incluso la muerte si no se trata

a tiempo.

Es importante su diferenciacion temporal: se considera hidrocefalia aguda la que
ocurre en los primeros 3 dias tras la ruptura aneurismatica, subaguda entre los dias 4 y
14, y crénica a partir de la tercera semana ®. El tratamiento consiste en la colocacion de
un DVE en fase aguda y una DVP cuando el paciente pierde la capacidad de reabsorcion

del LCR de manera permanente.

La incidencia de hidrocefalia es tremendamente dispar entre las series publicadas.
Esto se debe a la ausencia de diferenciacion entre hidrocefalia aguda y cronica en muchas
de ellas. Esta proporcion oscila entre el 15% y el 58% en la fase aguda, y entre el 4% y el
37% en la fase cronica 7. Nuestra muestra de pacientes con hidrocefalia tiene una
distribucidn algo superior a las series publicadas, ya que esta complicacion fue observada

en el 64.6% de los pacientes con HSAa.

Los factores que favorecen su aparicion han sido ampliamente investigados. En varios
metaanalisis recientes >4 48 se enumeran los principales factores determinantes para el
desarrollo de esta complicacion. Entre ellos estan: grado en la escala Fisher 3-4, edad
superior a 50-60 afios, dilatacion ventricular al ingreso, resangrado, presencia de sangre
intraventricular, peor grado clinico al ingreso, complicaciones como meningitis 0

neumonia y los aneurismas de circulacion posterior como causa de sangrado.
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Respecto al tratamiento recibido, clipaje o embolizacion del aneurisma, y su relacion
con el riesgo de desarrollar hidrocefalia, ha existido siempre cierta controversia, con
series a favor de cada uno de los tratamientos. Recientemente dos metaanalisis han
arrojado luz sobre este tema concluyendo que el riesgo de acabar necesitando una DVP
es menor con el clipaje quirtrgico y mayor tras embolizacion >0, Como explicacion, se
propone que el lavado directo de la hemorragia en las cisternas durante la intervencion
quirdrgica y la eliminacion de parte de los productos de degradacion hemaética sea

responsable de este efecto.

En nuestra serie de pacientes con aneurismas rotos, analizamos todas estas variables
y su relacion con el desarrollo de hidrocefalia en algin momento de la evolucion clinica.
Encontramos que la presencia de hemorragia intraventricular (grado 4 en la Escala de
Fisher) y un peor estado clinico al diagnéstico (Hunt y Hess) tuvieron una relacion

significativa con el desarrollo de esta complicacién, aumentando su aparicion.

No obstante, otras variables como el sexo, edad, hipertension, tabaquismo, consumo
de alcohol, diabetes, localizacion del aneurisma o tratamiento recibido, no tuvieron

relacion significativa en muestra serie.

3.2 VASOESPASMO

El vasoespasmo es una respuesta arterial reactiva al deposito de sangre en el espacio
subaracnoideo. Se trata de una contraccion involuntaria e intensa que produce una
disminucion del flujo sanguineo a través de los vasos afectados. Se produce por una
reaccion inflamatoria e irritativa de la pared arterial a las sustancias liberadas por la lisis

del coagulo.

El vasoespasmo angiogréafico tiene un pico de incidencia alrededor del 7° dia tras la
HSAa, con una resolucién gradual entre la 2° y 4° semana tras el sangrado. La incidencia
estimada de vasoespasmo angiografico es de aproximadamente 2/3 de los pacientes, de
los cuales 1/3 desarrollara sintomas isquémicos, es decir, vasoespasmo clinico "®. En
nuestra muestra de pacientes con HSAa, la incidencia de vasoepasmo es algo inferior a
las series publicadas, ya que esta complicacion fue observada en el 18.1% de los

pacientes.
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Se trata de una complicacion grave, ya que puede acabar provocando isquemia
cerebral diferida hasta en un 26% de los pacientes *°, lo que conlleva secuelas
neuroldgicas e incluso la muerte. Hoy en dia, pese a los tratamientos tanto preventivos
como activos de esta complicacion, el vasoepasmo es el responsable de en torno a un 7%

de los fallecimientos tras una HSAa >*.

Entre los factores relacionados con la aparicion de vasoespasmo, el mas importante
es la gravedad de la hemorragia en la TC craneal (Escala de Fisher), seguido del
tabaquismo y la hipertension arterial. Otros como una mala situacion neurolégica inicial,
el resangrado y la presencia hemorragia intraventricular muestran una tendencia al
vasoespasmo mayor pero no significativa ® 7. Estudios publicados con posterioridad
apuntan que la glucemia elevada ° y una menor edad aumentan la incidencia de

vasoespasmo radiol6gico, pese a lo cual no hay mayor frecuencia de ICD °,

En nuestra serie de pacientes con aneurismas rotos, analizamos todas estas variables
y su relacion con el desarrollo de vasoespasmo en algin momento de la evolucion clinica.
Encontramos que el volumen de la hemorragia (grados 3 y 4 en la Escala de Fisher) si
tuvo relacion significativa con el desarrollo de vasoespasmo. Ademas, observamos que
el desarrollo de esta complicacion tenia relacion con un peor prondstico vital y funcional,

multiplicando casi al doble el riesgo de presentar secuelas en el futuro y/o fallecer.

Otras variables como el sexo, edad, hipertension, tabaquismo, consumo de alcohol,
diabetes, localizacion del aneurisma, tratamiento recibido y estado neuroldgico inicial

(escala de Hunt y Hess) no tuvieron relacion significativa en nuestra serie.

4 ESTUDIO GENETICO

4.1 CARACTERISTICAS DE LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION
GENETICA

El concepto de que existen factores genéticos asociados al desarrollo de Al ha
permitido disefiar modelos de estudio en diversos genes candidatos que, por su naturaleza

y funcion, pueden estar involucrados en el desarrollo de los aneurismas.

A la hora de investigar los genes responsables de una patologia concreta, existen

dos grandes tipos de estudios: los estudios de gen candidato y los que exploran todo el
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genoma, conocidos como estudios de genotipado masivo o GWAs (Genome Wide
Association studies). En el caso de los aneurismas, la mayoria de las evidencias proceden
del andlisis de asociacion, en los que se determina la relacién entre el desarrollo de una

enfermedad concreta y una mutacion especifica en individuos afectos y sanos /.

Los estudios de asociacion de casos y controles como el nuestro se incluyen dentro
de la primera categoria y comparan la frecuencia de los alelos o genotipos de un
polimorfismo en ambos grupos. Tienen la ventaja de que son baratos y tienen poder
estadistico suficiente para detectar variantes de baja penetrancia, por lo que han sido y
aun son la estrategia mas empleada para caracterizar la aportacién de uno o varios genes
a una enfermedad. Estos estudios son adecuados cuando se tiene una hipdtesis bioldgica
0 para establecer las variantes genéticas que subyacen a las patologias complejas o

poligénicas, como es nuestro caso.

No obstante, estos estudios presentan unas particularidades que afectan a la
interpretacion de los resultados. La relacion entre un polimorfismo y una enfermedad es
mas consistente cuanto mayor es el tamafio de la muestra, si el gen se localiza en una zona
de ligamiento relacionada (en el caso de los Al, en una zona relacionada con las proteinas
implicadas en la formacion de la pared arterial) o si se ha demostrado esta relacion en

modelos animales 2.

Por el contrario, la principal critica que se hace a estos estudios es que con
frecuencia sus resultados no pueden ser replicados y las asociaciones que se observan
son, por lo tanto, falsos positivos. El pequefio tamafio muestral suele ser la principal causa
de estas discrepancias, dado que la mayoria de los estudios incluyen entre 100 y 500
sujetos y, por lo tanto, carecen de poder estadistico suficiente. Esto ha tratado de
solventarse con la realizacion de meta-analisis que incluyen todos los estudios publicados
para un determinado SNP, aumentando asi el tamafio muestral y la consistencia de los
resultados. Ademas, los diferentes resultados vertidos por unos y otros estudios obedecen
en muchos casos a que se han realizado en individuos de etnias diferentes, sugiriendo que
los polimorfismos que modifican el riesgo de una determinada patologia en un grupo
étnico podrian carecer de significado en otro 8. Otra limitacion es que cuanto mayor es
el nimero de polimorfismos a estudio, mayor es la probabilidad de la existencia de
asociaciones que ocurren al azar, y que pueden existir factores ambientales o
interacciones genéticas que modifiquen el efecto de la variante a estudio originando un
sesgo que puede llevar a conclusiones erroneas 6.
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En resumen, los estudios de asociacion de casos y controles deben cumplir los siguientes

requisitos:

1. Lapoblacion a estudio debe pertenecer al mismo grupo étnico. Una etnia concreta
puede tener mayor probabilidad de padecer una enfermedad por razones socio-
culturales o diferente frecuencia alélica para un polimorfismo determinado. Si el
grupo es heterogéneo en cuanto a su etnia, podrian encontrarse asociaciones
debidas a la presencia de este grupo y no por la existencia de genes de
susceptibilidad. En nuestro trabajo todos los casos y controles son de raza
caucasica y origen espafiol.

2. El polimorfismo debe tener relevancia, es decir, debe modificar la regulacion del
gen (SNP promotor) o la estructura primaria del mismo (SNP de exén).

3. La proteina codificada por el gen a estudio debe estar implicada en la patogenia
de la enfermedad. Para nuestro estudio hemos realizado una busqueda exhaustiva
en publicaciones previas que constatasen la relacion de estos genes con el
desarrollo de Al.

4. La definicion del fenotipo de enfermedad para que sea posible su categorizacion
y comparacién con el grupo control. En nuestro caso, se incluyeron los pacientes
diagnosticados de Al (confirmado mediante angiografia cerebral).

5. Procesado minucioso de las muestras para evitar errores de contaminacion,
repitiendo el andlisis genético cuando el grado de discriminacién alélica resulta
confuso y comprobando si la distribucion genotipica para todos los polimorfismos
estudiados y todos los grupos se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg.

6. En cuanto a la interpretacion de resultados estadisticamente significativos, la
relacién entre el polimorfismo estudiado y la enfermedad puede ser:

a. Verdadera y directa: cuando existe una asociacion real entre la variante
genética y la enfermedad, siendo esta un factor de riesgo.

b. Verdadera e indirecta: cuando el polimorfismo se asocia a otra variante
que es la que tiene relacion directa con la patogenia de la enfermedad
(desequilibrio de ligamiento). La variante estudiada no seria el causante,
sino un marcador de enfermedad.

c. Falso positivo: causado por la presencia de sesgos o el azar.

Cuando los resultados son negativos puede deberse a que la variante genética

estudiada no tiene relacion con la enfermedad, a la presencia de sesgos o a que la proteina
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codificada por ese gen no tenga la suficiente repercusion funcional, o la tenga s6lo cuando
interactla con otros genes o factores ambientales. Debido a la existencia de varios
polimorfismos en un mismo gen, la ausencia de asociacion de alguno de ellos no descarta

que exista relacion entre el gen y la enfermedad.

En nuestro trabajo, hemos realizado un andlisis de regresion logistica, para
controlar las variables de edad y género y asi confirmar que los hallazgos observados
tienen lugar con independencia de estas variables. Con la misma finalidad, se llevo a cabo
un analisis multivariante del riesgo de presentar Al asociado al alelo y a los genotipos de

los polomirfismos estudiados.

Ademas, para poder conocer si el grupo control era representativo de la
distribucidn de sujetos sin aneurismas dentro de la poblacién general, se realiz6 el estudio
de equilibrio de poblaciones de Hardy-Weinberg que nos permiti6 comprobar la
representatividad del grupo respecto de la poblacién general sin aneurismas y que por

tanto da validez a los resultados obtenidos.

4.2 POLIMORFISMOS GENETICOS

La fisiopatologia de la aparicion y desarrollo de los aneurismas intracraneales

permanece en gran medida sin identificar.

Han sido descritos maltiples veces en la literatura los factores tanto clinicos como
ambientales asociados a la presencia de un Al. La hipertensién, el tabaquismo o el
consumo de alcohol son agentes claramente relacionados con la formacién de un
aneurisma 34, Asi mismo, existen elementos ambientales, como el estrés hemodinamico
de la pared arterial, la fuerza que ejerce el flujo sanguineo sobre la misma o los defectos
en la tdnica media, que explican que muchos de los aneurismas se originen en

localizaciones determinadas tales como las bifurcaciones arteriales % 99 132

Sin embargo, ademas de los factores de riesgo ambientales y clinicos mencionados
anteriormente, existen factores genéticos que podrian ser cruciales en la formacién y
evolucion clinica de los Al %8, Actualmente existe un amplio campo en la investigacion
que se ha centrado en estudiar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en
la formacion y progresion de un aneurisma, proponiendo diversas hipotesis que tratan de

explicar el origen y desarrollo de este tipo de alteraciones vasculares tomando en cuenta
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los estudios histopatoldgicos y los modelos experimentales. De este modo, se han descrito
mdaltiples loci asociados con la el desarrollo de aneurismas y la mayoria de ellos estan
implicados en vias relacionadas con el mantenimiento del endotelio vascular y la

integridad de la matriz extracelular de la pared arterial - 0 151,

Motivados por estas investigaciones, el objetivo de nuestro estudio fue
caracterizar si determinados polimorfismos en genes implicados en el mantenimiento del
endotelio vascular (rs833061 VEGFA, rs2071559 VEGFR2, rs5370 Endotelina,
rs3739817 Endoglina y rs1799983 eNOS) podrian modificar el riesgo de desarrollar Al

en una muestra de pacientes esparioles.

No se encontraron diferencias significativas en el genotipo y distribuciones
alélicas de los polimorfismos rs833061 VEGFA, rs2071559 VEGFR2, rs5370
Endotelina, rs3739817 Endoglina entre el grupo de pacientes con Al y el grupo control.
Sin embargo, estos resultados no excluyen la participacion de cualquiera de estos genes
en la patogenesis de los aneurismas cerebrales, ya que sélo ha sido estudiado un
polimorfismo concreto para cada gen. A pesar de no haber encontrado relacion entre estos
polimorfismos concretos y el desarrollo de aneurismas, esta informacion tiene relevancia
a la hora de orientar futuras investigaciones, ya que, hasta la fecha, ésta ha sido la primera

vez que han sido estudiados en su relacion con el desarrollo de Al.

Por otro lado, cabe mencionar que nuestros resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucidn genotipica y alélica para el polimorfismo
rs1799983 eNOS entre pacientes con aneurismas y sujetos sanos. Ser portador del alelo

G de dicho polimorfismo se asocié con un mayor riesgo de desarrollo de aneurismas.

POLIMORFISMOS DEL GEN VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A) promueve el crecimiento de
los vasos sanguineos desempefiando un papel importante en la angiogénesis 3. Estimula
la supervivencia de las células endoteliales, su proliferacion y su motilidad, iniciando la
gemacion de nuevos capilares. Ademas, funciona como quimiotactico de macréfagos y
granulocitos, participa en la creacion de la luz y las fenestraciones de los vasos sangineos
y produce vasodilatacion indirecta (por liberacién de NO). El gen que codifica esta

proteina esta situado en el brazo corto del cromosoma 6, localizacion 6p21.1.
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Su mecanismo de accién depende de su union a través de unos receptores especificos
entre los que se encuentra VEGFR-2 %8, El gen que lo codifica se encuentra en el brazo
largo del cromosoma 4, localizacion 4q12. La union de VEGFA activa la fosforilacion de
residuos de tirosina especificos en el dominio intracelular de VEGFR2, permitiendo la
activacion de multiples cascadas de sefializacion que afectan a la angiogénesis,

supervivencia, proliferacion y migracion endotelial.

En los Gltimos afios se han descrito diversos polimorfismos del gen VEGFA y su
relacion con varias enfermedades cerebro-vasculares tales como la isquemia cerebral %%

148 y hemorragias cerebrales hipertensivas °2,

En cuanto al desarrollo de Al, el grupo de Tao et al., analizé la relacion de los
polimorfismos rs3025039 y rs201096 del gen VEGFA en 114 pacientes y la presencia de
Al. Encontraron una relacion significativa entre la presencia del alelo T del SNP
rs3025039 y el desarrollo de Al (p=,006, OR=1,812), ademas de con el nimero y tamafio
de los mismos. Sin embargo, el polimorfismo rs2010963 no tuvo asociacion significativa

con ninguna de las variables analizadas 2°.

Otro estudio de Maderna et al., investig6 el papel del VEGF y sus receptores
relacionados (VEGFR1 y VEGFR2) con la fisiopatologia de los Al. Realizaron estudios
inmuno-histoquimicos de estos marcadores en muestras de seis aneurismas no rotos y en
dos muestras de pared arterial normal como control. Los resultados mostraron un patron
diferente de tincién y por tanto de expresion de VEGF/VEGFR1/VEGFR2 en los
aneurismas en comparacion con los controles. Se observd que existia una pérdida de
expresion de VEGFR1 y una expresion moderada de VEGFR2, respaldando la hipétesis

de su alteracion con la formacion de aneurismas 2.

En nuestro estudio, sobre el polimorfismo rs833061 del gen VEGFA vy el
polimorfismo rs2071559 del gen VEGFR2, no encontramos en ninguno de los dos casos
diferencias significativas en la distribucion genotipica ni en la frecuencia alélica entre el

grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Dentro del grupo de pacientes con aneurismas, analizamos la relacion de ambos
polimorfismos y el riesgo de ruptura aneurismatica y no encontramos diferencias
significativas. En un andlisis por separado del grupo de pacientes con aneurismas rotos

(aquellos que habian sufrido una HSAa), tampoco encontramos diferencias entre la
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distribucion genotipica ni la frecuencia alélica de estos dos polimorfismos y el desarrollo

de vasoepasmo o el pronostico vital y funcional.

POLIMORFISMOS DEL GEN ENDOTELINA 1.

La ET-1 es un péptido producido en las células endoteliales vasculares. Esta
codificado por el gen EDNL1 situado en el brazo corto del cromosoma 6, localizacion
6p24.1. Mediante su union a los receptores del musculo liso vascular adyacente produce
una intensa vasoconstriccion y contribuye al mantenimiento enddgeno del tono vascular.
Por eso, es un péptido altamente involucrado en enfermedades tales como la hipertension
arterial sistémica, hipertension pulmonar, aterosclerosis, cardiomiopatias e insuficiencia

renal °.

La produccion de ET-1 se induce por factores como la hipoxia e isquemia. Esto
explica que, en condiciones patol6gicas, como una HSAa, se incremente la produccién
de ET-1, causando un desequilibrio entre los efectos vasodilatadores del NO y los efectos
vasoconstrictores mediados por la ET-1 y produciendo vasoconstriccion, estrés oxidativo

e inflamacion, lo que supone un papel importante en el Vasoespasmo *2.

Existen diversos trabajos que han analizado los polimorfismos de los genes
responsables de la codificacién de los receptores de endotelina (ENDRA, ENDRB y
END1). En sus resultados encontraron que existian polimorfismos concretos que se
asociaban con la ruptura aneurismatica y el resangrado tras una HSAa, como el estudio
de Foreman et al., en el que analizaron la asociacion entre el polimorfismo rs2070699 del
gen END1 y el resangrado, concluyendo que el alelo T era un factor independiente para

el resangrado en estos pacientes .

También ha sido analizada su relacidn con el vasoespasmo clinico. Grissenauer et
al. 47 analizaron la asociacion entre END1 y ENDRA y la ruptura aneurismatica y el
desarrollo de vasoespasmo clinico, ICD y un mal resultado neurolégico. En sus
resultados, encontraron que el alelo T del SNP END1 T/G rs1800541 se asociaba con la
ruptura aneurismatica, mientras que el alelo G del SNP ENDRA G/C rs5335 estaba

relacionado con la presencia de vasoespasmo clinico.

Un metaanalisis del afio 2013 que incluyo 61 estudios, con un total de 32.887

pacientes con aneurismas y 83.683 controles, identifico 19 polimorfismos posibles
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candidatos predisponentes a la formacion de aneurismas *. Entre los SNP analizados, el
analisis revel6 una asociacion significativa del gen del receptor de la ET-1 con la
presencia de Al (OR=1.22).

Otros grupos de trabajo se han centrado en medir los niveles de Endotelina-1 en
sangre periférica y LCR y estudiar su asociacion con el desarrollo de vasoespasmo.
Kessler et al. %2, midieron la concentracion de ET-1 en plasma y LCR en una muestra de
30 pacientes con HSAa tras la ruptura del aneurisma y la compararon 10 controles.
Observaron que existia un aumento significativo en los niveles de ET-1 en el LCR, pero
no en el plasma, en pacientes que desarrollaban vasoespasmo, por lo que concluyeron que

la ET-1 podria estar implicada en la patogénesis del vasoespasmo asociado a HSAa.

Thampatty y su grupo %8 analizaron en una muestra de 106 pacientes con
aneurismas rotos, los niveles de ET-1 diariamente durante los primeros 14 dias tras la
HSAa y observaron que se elevaban en todos los pacientes. Sin embargo, en aquellos que
desarrollaban vasoespasmo, estos niveles se elevaban de una manera mas aguda y esa
elevacion precedia en 72 horas a la aparicion de vasoespasmo radioldgico y deterioro

neuroldgico clinico.

Por otro lado, Fassbender et al. * cuantificaron comparativamente los niveles de
expresion de ARNm de ET-1 en leucocitos presentes en el LCR de 35 pacientes con HSAa
y 20 sujetos control. Observaron que la expresion y, por tanto, los niveles de ET-1 eran
mayores en sujetos que habian sufrido una HSAa y postularon que este hallazgo sobre la
inflamacion subaracnoidea podria representar un objetivo terapéutico para prevenir el

vasoespasmo Y la isquemia cerebral diferida tras una ruptura aneurismatica.

A raiz de estos trabajos, surgieron ensayos clinicos aleatorizados (como el
CONSCIOUS) que analizaron el efecto de un antagonista del receptor de ET-1
(Clazosentan), demostrando que el farmaco disminuye significativamente la aparicion de
vasoespasmo Y la necesidad de tratamiento agresivo para la prevencion del mismo. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo de tratamiento y el
grupo control en cuanto a la aparicion de complicaciones isquémicas y pronostico

desfavorable 5% 87,

En nuestro estudio, sobre el polimorfismo rs5370 del gen de la Endotelina-1, no
encontramos diferencias significativas en la distribucién genotipica ni en la frecuencia

alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.
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Dentro del grupo con aneurismas, analizamos la relacion de este polimorfismo y
el riesgo de ruptura y no encontramos diferencias significativas. En un anélisis por
separado del grupo de pacientes con aneurismas rotos (aquellos que habian sufrido una
HSAa), tampoco encontramos diferencias entre la distribucion genotipica ni la frecuencia
alélica de este polimorfismo y el desarrollo de vasoepasmo o el pronostico vital y

funcional.

Estos resultados, aunque puedan parecer desalentadores, creemos que no
desacreditan a la ET-1 como mediador vital en la formacién de aneurismas y desarrollo
del vasoespasmo tras una ruptura aneurismatica y que futuros estudios deberian orientarse
a otras dianas genéticas dentro del estudio de este gen y a la valoracién de los niveles de
ET-1 en entornos cercanos al aneurisma (pared vascular, sangre dentro del saco

aneurismatico, etc).

POLIMORFISMOS DEL GEN ENDOGLINA.

La endoglina es una glucoproteina de membrana presente en las células
endoteliales formando parte del complejo receptor del TGF-p. Interviene activamente en
el proceso angiogénico, facilitando el crecimiento del endotelio vascular y reclutando
células del musculo liso, lo que permite la maduracién de los vasos sanguineos durante
la angiogénesis. Su ausencia impide el desarrollo de las células endoteliales causando

anomalias angiogénicas ** 129,

El gen que codifica la endoglina se ha localizado en el brazo largo del
cromosoma 9 *. En humanos, las mutaciones de este gen son las responsables de un
trastorno vascular autosémico dominante que se denomina telangiectasia hemorragica
hereditaria de tipo 1 (HHT1) *. Esta enfermedad, de herencia autosémica dominante, se
caracteriza por la presencia de malformaciones arteriovenosas y hemorragias secundarias.
Afecta predominantemente a la piel y mucosas, aunque puede causar malformaciones

arteriovenosas en otros 6rganos como el cerebro, los pulmones y el higado.

El grupo de Galaris et al., realiz6 un trabajo con ratones knockout que no poseian
el gen de la Endoglina, observando que existia una correlacidn positiva entre los niveles

basales bajos o ausentes de endoglina y el desarrollo de anomalias vasculares en
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determinados Organos. Observaron que la endoglina era particularmente baja en la piel,

el sitio mas temprano de lesiones vasculares en HHT1 4,

En cuanto a su relacion con la presencia de aneurismas cerebrales, hay resultados
contradictorios. Mientras que en unos estudios no se ha encontrado relacion entre

polimorfismos determinados del gen de la Endoglina y el desarrollo de Al, en otros si.

En un estudio llevado a cabo en Corea por el grupo de Joo et al., con 342 pacientes
y 253 controles, se analiz6 la relacién del polimorfismo rs1800956 del gen de la
Endoglina con la presencia de Al, no encontrando diferencias significativas entre ambos
grupos %. Por el contrario, otro estudio analizo el polimorfismo rs1800956 en una muestra
de 313 paciente de la etnia Han, en China, demostré que la presencia del alelo G de este
SNP estaba relacionada con el desarrollo de aneurismas cerebrales (p=0.018; OR 1.56),
independientemente de factores convencionales, como edad, sexo, presion arterial,

tabaquismo y consumo de alcohol &,

Un metandlisis llevado a cabo en el 2015 analizd la asociacion entre los
polimorfismos 6bINS y rs1800956 del gen de la Endoglina y el riesgo de Al. Se
incluyeron 11 estudios con un total de 1501 casos y 2012 controles. No encontraron
asociacion entre el polimorfismo 6bINS con el riesgo general de Al, pero si con un mayor
riesgo de Al familiares (OR = 1.64). Respecto al SNP rs1800956, si se encontrd relacion
significativa con la aparicion de 1A °°.

Ante estos resultados contradictorios, nos parecio interesante introducir un
polimorfismo relacionado con el gen de la Endoglina no estudiado hasta la fecha
(rs3739817) y analizar su relacion con el desarrollo de aneurismas. No obstante, en
nuestro estudio, no encontramos diferencias significativas en la distribucion genotipica ni

en la frecuencia alélica entre el grupo de pacientes con Al y el de controles sanos.

Por otro lado, otros autores han postulado la posible relacion de la endoglina con
el tono vascular y, en consecuencia, con el vasoespasmo. Sus fundamentos se basan en el
papel del TGF-B y sus receptores en la regulacion del tono vascular, ya que produciria un
aumento de la actividad transcripcional del promotor de ET-1, con el consecuente efecto
vasoconstrictor de esta citokina ’’. Todos los estudios relacionados con esta hipotesis,
analizan la relacion entre los niveles séricos 0 en LCR de endoglina y su relacion con la

aparicion de vasoespasmo en los pacientes que han sufrido una HSAa, llegando a
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conclusiones en cierta parte contradictorias y que aumentan la controversia sobre este

mediador.

Testai et al. *2” midieron los niveles en LCR de endoglina soluble en controles y
pacientes con HSAa dentro de las 48 h posteriores al sangrado y observaron que los
pacientes con HSAa tenian niveles significativamente més altos de endoglina en el LCR
(0,037 frente a 0,251 ng/ml; P = 0,02) y que cuanto mayores eran estos niveles, mayor

era el riesgo de presentar vasoespasmo.

A continuacion, el grupo de Dietmann et al. 27, analiz6 los niveles séricos de
endoglina soluble y los niveles plasmaticos de TGF-1 en 20 pacientes con HSAa dentro
de los 15 dias posteriores al sangrado y los compararon con los de 20 sujetos sanos.
Observaron que los niveles séricos de endoglina eran significativamente més bajos en los
pacientes con HSAay los niveles plasmaticos de TGF-1 mas altos. Ademas, encontraron
asociacion entre esta alteracion y la aparicion de vasoespasmo, concluyendo que los
niveles de endoglina inferiores a 3,88 ng/ml o los niveles de TGF-B1 superiores a 7,2
ng/ml tenian un valor predictivo para el desarrollo de vasoespasmo e isquemia cerebral
diferida. Ademas, comprobaron que los niveles bajos de endoglina fueron altamente
predictivos de un resultado funcional deficiente a largo plazo (escala de Rankin

modificada >2) a los 6 meses después de la HSAa.

Estos estudios no son del todo contradictorios, ya que analizan los niveles de
endoglina en medios diferentes (plasma Vs LCR) y ponen el foco en mediadores
diferentes. Sin embargo, parece claro que la endoglina es un biomarcador pronéstico para
la aparicion de complicaciones secundarias, tales como el vasoespasmo Yy el resultado
funcional a largo plazo después de la HSAa.

Esta controversia nos animo a analizar este gen y su posible relacion con los
aneurismas, su ruptura y sus consecuencias. Dentro del grupo de sujetos con aneurismas,
analizamos la relacion del polimorfismo rs3739817 y el riesgo de ruptura y no

encontramos diferencias significativas.

En un analisis por separado del grupo de pacientes con aneurismas rotos (aquellos
que habian sufrido una HSAa), si encontramos diferencias entre la distribucion genotipica
de este polimorfismo y el desarrollo de vasoespasmo. Los pacientes heterocigotos T/C
para este gen, tenian un mayor riesgo de presentar vasoespasmo (p<0.05). Sin embargo,

en cuanto al pronostico vital y funcional no observamos diferencias.
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POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASA
(eNOS)

La eNOS es una de las 3 isoformas de la enzima Oxido nitrico sintasa. ES
codificada por el gen NOS3, que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7,
localizacion 7936.1.

Se expresa principalmente a nivel del endotelio vascular y su principal funcién es
la sintesis de Oxido nitrico. EI NO funciona como vasodilatador, modulando la actividad
de los canales de calcio y provocando la relajacion del musculo liso vascular. Ademas,
interviene en la proliferacion celular del sistema vascular, tiene un efecto antiagregante

plaquetario y evita la adhesion leucocitaria local 102 115,

La importancia de esta enzima radica en que participa tanto en funciones
hemodinamicas como estructurales y su ausencia o disminucion podria provocar
debilitamiento de la pared vascular o su rotura, participando en la patogénesis de
enfermedades vasculares tales como: la aterosclerosis, hipertension, infarto de miocardio
100,141 g |a formacion de aneurismas #2. Ademas, su accion es muy importante en los casos

de HSA, ya que estaria relacionada con el vasoespasmo y la ICD %,

Diversos estudios han analizado determinados polimorfismos de eNOS y su
relacion con la fisiopatologia del desarrollo de Al y su ruptura. En el 2008, Oziim et al.
reportaron que el genotipo TT del polimorfismo G894T del gen eNOS3 estaba asociado
con el riesgo de ruptura aneurismatica °t. Otros investigadores, como el grupo de
Khurana et al. encontraron que la heterocigosidad T/C del polimorfismo rs2070744 se
asociaba con mayor tamafio aneurismatico ® y que los polimorfismos intrén 27VNTR y
rs2070744 estaban relacionados con un riesgo mayor de presentar una HSAa, que ésta
sea profusa (grados 3 y 4 de Fisher) y se desarrolle Vasoespasmo 8. Song et al. analizaron
el papel del polimorfismo rs2070744, concluyendo que no existia relacion con la ruptura

aneurismatica, pero si con un peor pronostico neurologico 22,

En cuanto al vasoespasmo, existen diversos trabajos que han analizado la relacion
de multiples polimorfismos con la apricion de esta complicacion. El grupo de Ko et al.,
concluy6 que el polimorfismo rs2070744 estaba relacionado con una mayor presencia de
vasoespasmo cerebral, particularmente en pacientes homocigotos para el alelo C °. Por

otro lado, Starke et al. analiz6 el polimorfismo rs2070744, concluyendo que los pacientes
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homocigotos para el alelo T presentaban un riesgo de vasoespasmo cerebral 10,9 veces

mayor 23,

Respecto al riesgo de desarrollar aneurismas cerebrales, se han estudiado también
matliples polimorfismos en el gen eNOS. Sin embargo, los resultados de las
investigaciones realizadas siguen siendo un tema de controversia entre la comunidad
cientifica por sus hallazgos divergentes. Un metaanalisis realizado en 2018 por Paschoal
et al. 194 analizo la asociacion entre el polimorfismo T786C y el riesgo de presentar Al.
Se incluyeron 9 estudios y tras su analisis se concluyo que este polimorfismo estaba
relacionado con la presencia de Al. EI modelo dominante T786C aumentaba el riesgo
(OR 1.22, p = 0.01), mientras que el modelo recesivo T786C tenia un efecto contrario
(OR 0.37, p < 0.0001). Otra revision sistematica realizada por el grupo de Yang que
incluia 26 estudios, reviso la relacion entre los polimorfismos de eNOS T786C, G894T,
VNTR de 27 y el riesgo de desarrollar Al. En el andlisis general, no se encontro evidencia
de asociacion entre estos polimorfismos y la susceptibilidad a presentar aneurismas
cerebrales. Sin embargo, se observo que el polimorfismo T786C se asocié con un mayor

riesgo de Al entre los sujetos asiaticos 4°,

En relacion al presente estudio, nuestros resultados apoyan la relacion de este gen
con la formacién de aneurismas ya reflejada en la literatura previa. Observamos
diferencias significativas en la distribucion genotipica para el polimorfismo rs1799983
entre pacientes con Al y sujetos sanos. Ser portador del genotipo TT y del alelo T se
asocié con un menor riesgo de desarrollar aneurisma cerebral. De este modo, ser portador

del alelo G se asocié con un mayor riesgo de desarrollar Al.

Este mismo polimorfismo (rs1799983) habia sido estudiado previamente en
trabajos como el de Wang et al., en el que observaron que el alelo G reducia la actividad
de la enzima eNOS, alterando el endotelio vascular y aumentando el riesgo de desarrollar
Al. Junto a esta variable, analizaron el efecto del tabaquismo, observando que fumar
disminuia de una manera significativa la actividad de la enzima eNOS para el alelo G (ho
afectando al alelo T), lo cual aumentaba todavia mas el riesgo de presentar aneurismas.
Concluyeron que la actividad enzimatica de eNOS es modificable al fumar y que los

efectos del tabaquismo dependen de los genotipos de eNOS 4°,

En cuanto a la relacién de eNOS vy el vasoespasmo, existen multiples trabajos que

detallan los mecanismos fisiopatoldgicos de esta asociacion. Pluta et al. % apuntan que,
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en la HSAa, la oxihemoglobina liberada por el coagulo subaracnoideo que envuelve las
arterias, elimina el NO. Esto provoca la vasoconstriccion que inicia el vasoespasmo. Este
estrechamiento arterial aumenta la tension en la pared arterial y estimula la eNOS, lo que
en condiciones normales conduciria a una mayor produccion de NO y dilatacion de las
arterias. Sin embargo, esto no ocurre debido a la disfuncién transitoria de eNOS
provocada por niveles elevados de un inhibidor enddgeno de eNOS, la dimetilarginina
asimétrica (ADMA\). Los niveles elevados de ADMA son el resultado de una disminucién
de la eliminacidon debido a la inhibicion de la enzima hidrolizante de ADMA (DDAH 2)
en las arterias en espasmo por los metabolitos de la hemoglobina. Esta disfuncion de
eNOS mantiene el vasoespasmo hasta que los niveles de ADMA disminuyen y aumenta

la liberacion de NO de las células endoteliales.

Més adelante, el mismo autor analizé los niveles de ADMA en el LCR y su
relacién con el vasoespasmo y pudo concluir que los niveles elevados de ADMA estan
estrechamente relacionados con el grado y la evolucién temporal del vasoespasmo.
Cuando los niveles de ADMA en el LCR disminuyen, el vasoespasmo se resuelve. Por lo
tanto, la administracion exdgena de NO, que estimula la enzima hidrolizante de ADMA
(DDAH 2), puede proporcionar nuevas modalidades terapéuticas para prevenir y tratar el

Vasoespasmo 1%,

Volviendo a nuestro trabajo, realizamos un analisis dentro del subgrupo de
pacientes con aneurismas, estudiando la relacion de este polimorfismo y el riesgo de
ruptura y no encontramos relacion significativa. En un analisis por separado del grupo de
pacientes que habian sufrido una HSAa, tampoco encontramos diferencias entre la
distribucién genotipica ni la frecuencia alélica de este polimorfismo y el desarrollo de

vasoepasmo o el pronostico vital y funcional.

En conclusién, nuestro trabajo demuestra la asociacion de alelo G del
polimorfismo rs1799983 con un mayor riesgo de sufrir aneurismas cerebrales. Este
hallazgo refuerza la hipétesis de que las variantes genéticas del gen eNOS podrian ser

cruciales en la patogénesis de los aneurismas cerebrales.

Aunque en el futuro serdn necesarios mas estudios para describir el papel
especifico de la enzima eNOS en las enfermedades cerebrovasculares y como variantes
geneéticas del gen eNOS podrian modular el proceso fisiopatoldgico de la formacion

aneurismatica y el vasoespasmo, creemos que nuestros resultados pueden tener gran
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importancia a la hora de ampliar el conocimiento de factores de riesgo genéticos

asociados a la formacion y evolucion clinica de los Al.

5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Entre las limitaciones de este estudio estan las propias de cualquier estudio de casos

y controles que analice polimorfismos genéticos:

1. Su caracter unicéntrico, que dificulta la extrapolacion de los resultados a la
poblacién global. Al centrarse nuestro estudio en una poblacion concreta, en este
caso individuos caucasicos de origen espafiol, resulta dificil extrapolar los
resultados obtenidos a la poblacion general debido a las variaciones genéticas
entre poblaciones y etnias distintas y a la distinta prevalencia de aneurismas
cerebrales entre poblaciones caucésicas y asiaticas, siendo necesarios nuevos

estudios en otros grupos étnicos.

2. El nimero de pacientes incluidos (n = 176) no fue muy amplio; por ello, nuestros
resultados deben interpretarse con cautela debido al pequefio tamafio muestral.
Creemos que son necesarios nuevos estudios con un mayor nimero de pacientes
que corroboren estos resultados. Aun asi, creemos que este trabajo de tesis
doctoral ha podido ser suficiente para proporcionar informacién valiosa con
respecto a un “patron de asociacion”, mas que una “causalidad definida” entre los

polimorfismos estudiados.

3. Enel grupo control no se realizaron estudios invasivos para descartar la presencia
de Al (como la angiografia cerebral), por razones éticas. Sin embargo, en el
analisis de los datos, se incluyd el factor de error asumible a la prevalencia de esta

patologia en la poblacién general.

4. Enel grupo control se incluyeron sujetos sanos, sin patologias médicas conocidas.
Quedaron excluidos del estudio los individuos fumadores y los diagnosticados de
hipertension arterial o con antecedentes familiares de Al. No obstante, no se

realizaron tomas de tensidn arterial para descartar individuos hipertensos no
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conocidos (en nuestro medio la incidencia de HTA en menores de 40 afios puede

alcanzar hasta un 10%).
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Conclusiones

Los pacientes portadores del alelo G del polimorfismo rs1799983 del gen eNOS
presentan una mayor predisposicion a padecer aneurismas cerebrales, por lo que

debe considerarse como un posible marcador.

La no significacion estadistica encontrada en los polimorfismos rs833061 del gen
VEGFA, rs2071559 del gen VEGFR2, rs5370 del gen de la Endotelina y
rs3739817 del gen de la Endoglina en relacion al desarrollo de aneurismas
cerebrales, contribuye a la controversia existente en los resultados publicados en
la literatura hasta ahora.

La homocigosis del rs3739817 del gen de la Endoglina se comporta como factor

protector frente al desarrollo de vasoespasmo.

El prondstico vital y funcional del paciente no depende de los polimorfismos

estudiados.

. Las escalas establecidas para la valoracion de la hemorragia subaracnoidea
aneurismatica (Fisher y Hunt y Hess) constituyen un marcador de riesgo de

desarrollo tanto de hidrocefalia como de vasoespasmo.
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Anexo

I. Datos de casos (pacientes con Al): N° (numero de muestra), edad, sexo (M: mujer, H:
hombre), presencia de hipertension, diabetes, dislipemia, consumo de tabaco, alcohol e
historia familiar de Al.

N° Edad Sexo Hipertensién Tabaco  Alcohol Diabetes Dislipemia H2familiar

1 79 M Si No No Si Si No
2 34 M No No No No No No
3 62 H Si No Si No Si No
4 73 M Si No No Si Si No
5 69 H Si Si Si No Si No
6 76 M Si No No No No No
7 64 M Si Si No No Si No
8 66 H Si Si Si No Si No
9 70 H Si Si Si No Si No
10 67 M Si Si No No Si No
11 53 M No No No No No No
12 73 H Si No Si No Si No
13 55 H Si Si No No Si No
14 44 M No No No No No No
15 3 M No No No No No No
16 58 H No No No No Si No
17 45 M Si Si Si No No No
18 54 M Si No No No Si No
19 80 M Si No No No No No
20 60 M Si Si No No No No
21 49 H Si Si Si No Si No
22 60 M Si No No No No No
23 55 H Si Si No No Si No
24 36 M Si No No No No No
25 70 H Si No No No No No
26 52 H Si Si Si No Si No
27 63 M Si No No No No No
28 49 M No No No No No No
29 69 M Si No No No No No
30 51 M No No No No No No
31 48 H Si No Si No No No
32 64 H Si Si Si No Si No
33 57 H Si Si Si No Si No
34 41 M No Si No No No No
35 31 M No Si No No No No
36 39 M No No No No Si No
37 62 H Si Si Si No Si No
38 55 M Si No No No No No
39 73 H Si Si Si No Si No
40 45 H Si No No No No No
41 74 M Si No No Si Si No
42 79 M Si No No Si Si No
43 78 M Si No No Si Si No
44 64 M Si Si Si No Si No
45 37 H Si Si Si No No No
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Anexo

I1. Datos de casos (pacientes con Al): N° (nUmero de muestra), N° Al (nimero de aneurismas
intracraneales), tamafio (microaneurismas, pequefios-medianos, grandes y gigantes),

territorio (circulacion anterior o posterior).

N° N° Al Tamafo  Territorio
1 1 Peqg-Med Posterior
2 1 Peqg-Med Anterior
3 1 Peqg-Med Anterior
4 1 Peg-Med Anterior
5 1 Peg-Med Anterior
6 1 Peg-Med Anterior
7 1 Peqg-Med Anterior
8 1 Peg-Med Anterior
9 1 Peg-Med Anterior

10 1 Peg-Med Anterior

11 1 Peg-Med Anterior

12 1 Peg-Med Anterior

13 1 Peg-Med Anterior

14 1 Peg-Med Anterior

15 1 Peg-Med Anterior

16 1 Peg-Med Anterior

17 2 Peg-Med Anterior

18 1 Peg-Med Posterior

19 1 Peq-Med Posterior

20 1 Peg-Med Anterior

21 1 Peg-Med Anterior

22 1 Peg-Med Anterior

23 1 Peqg-Med Anterior

24 2 Peg-Med Anterior

25 1 Peg-Med Anterior

26 1 Peg-Med Anterior

27 1 Peqg-Med Posterior

28 2 Peg-Med Anterior

29 1 Peg-Med Anterior

30 1 Peg-Med Anterior

31 1 Peqg-Med Anterior

32 1 Peg-Med Anterior

33 1 Micro Anterior

34 1 Peg-Med Anterior

35 1 Peqg-Med Anterior

36 1 Peqg-Med Anterior

37 1 Peqg-Med Anterior

38 1 Peg-Med Anterior

39 1 Peqg-Med Anterior

40 2 Gigantes Anterior

41 1 Peqg-Med Anterior

42 1 Peqg-Med Posterior

43 1 Grandes Anterior

44 1 Grandes Posterior

45 1 Peqg-Med Anterior
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Peg-Med
Micro
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Micro
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med

Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Posterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Posterior
Anterior
Anterior
Posterior
Posterior
Anterior
Posterior
Posterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Posterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
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150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

NRRPRWWRRPRNRPRRRRPRRNRWRRRERRRRRRERRRREPR
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Peqg-Med
Peqg-Med
Peq-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Micro
Peqg-Med
Gigantes
Peg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peg-Med
Peg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med
Peqg-Med

Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Posterior
Anterior
Anterior
Posterior
Posterior
Anterior
Posterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
Anterior
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Datos de casos (pacientes con Al): N° (nimero de muestra), diagnostico (aneurismas

rotos (HSAa), incidentales o en forma de cefalea centinela), Hunt y Hess (puntuacién en

la escala: grados 1, 2, 3, 4, 5 0 no procede en caso de Al no rotos), Fisher (puntuacion en

la escala: grados 1, 2, 3, 4 0 no procede en caso de Al no rotos), tratamiento recibido

(coils, stent, clipaje 0 ninguno), prondéstico (sin secuelas, con secuelas o muerte) y

desarrollo de vasoespasmo.

Diagndstico Hunt y Hess

Fisher

Tratamiento Pronéstico

Vasoespasmo

© 0o ~NO O WN PP

=
= o

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
Incidental
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa

2,0
1,0
5,0
5,0
5,0
No procede
5,0
No procede
No procede
No procede
No procede
5,0
1,0
No procede
4,0
No procede
1,0
1,0
5,0
No procede
5,0
5,0
1,0
2,0
No procede
4,0
4,0
1,0
No procede
1,0
3,0
No procede
1,0
No procede
1,0
No procede
No procede
1,0
2,0
2,0

4,0
3,0
4,0
4,0
4,0
No procede
4,0
No procede
No procede
No procede
No procede
4,0
3,0
No procede
4,0
No procede
3,0
4,0
4,0
No procede
4,0
4,0
3,0
4,0
No procede
4,0
4,0
3,0
No procede
3,0
4,0
No procede
2,0
No procede
3,0
No procede
No procede
4,0
4,0
4,0
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Stent
Coils
Ninguno
Coils
Coils
Stent
Coils
Clipaje
Clipaje
Stent
Stent
Coils
Clipaje
Stent
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Ninguno
Clipaje
Ninguno
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Clipaje
Ninguno
Coils
Coils
Clipaje
Clipaje
Stent
Clipaje
Coils
Coils
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Stent

Con secuelas
Muerte
Muerte
Muerte
Muerte

Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Muerte

Con secuelas
Con secuelas
Muerte

Sin secuelas
Muerte

Sin secuelas
Muerte

Sin secuelas
Muerte
Muerte

Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Muerte

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Muerte

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas

Si
No
No
No
Si

No

Si
No

No

Si
No
No
No
Si
No
No
Si

No
Si
No

No
No

No

No

Si

No
No
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Incidental
HSAa
Cefalea
Cefalea
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Cefalea
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Cefalea
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental

No procede
2,0
No procede
No procede
3,0
5,0
2,0
1,0
3,0
1,0
2,0
2,0
No procede
1,0
5,0
No procede
5,0
1,0
5,0
1,0
1,0
3,0
2,0
1,0
2,0
3,0
2,0
1,0
No procede
2,0
4,0
5,0
No procede
1,0
2,0
1,0
5,0
No procede
5,0
4,0
No procede
2,0
2,0
1,0
No procede
No procede
5,0
1,0
1,0
2,0
No procede
No procede

No procede
3,0
No procede
No procede
4,0
4,0
4,0
3,0
4,0
2,0
4,0
3,0
No procede
3,0
4,0
No procede
4,0
3,0
4,0
2,0
4,0
3,0
3,0
3,0
4,0
4,0
4,0
3,0
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
4,0
3,0
4,0
4,0
No procede
4,0
4,0
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
No procede
4,0
3,0
2,0
4,0
No procede
No procede
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Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Clipaje
Ninguno
Clipaje
Coils
Coils
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Ninguno
Stent
Coils
Clipaje
Ninguno
Clipaje
Coils
Clipaje
Clipaje
Coils
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Coils
Ninguno
Coils
Coils
Stent
Clipaje
Stent
Coils
Coils
Coils
Ninguno
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Coils
Coils
Stent

Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Muerte
Muerte

Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Muerte

Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Muerte

Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Muerte

Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Muerte

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

No
No
Si
No
Si
No
Si
No

No
No

No
No
No
Si

No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No

No
No
No
No

No
No

No
Si
No

No
No
No
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93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

Cefalea
Incidental
HSAa
Cefalea
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental
Incidental
Incidental
HSAa
Incidental
Cefalea
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
Incidental
Cefalea
Incidental
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
HSAa

No procede
No procede
1,0
No procede
50
2,0
1,0
50
5,0
No procede
No procede
4,0
2,0
1,0
No procede
2,0
1,0
No procede
No procede
No procede
No procede
1,0
No procede
No procede
2,0
2,0
50
No procede
No procede
4,0
3,0
50
2,0
2,0
2,0
2,0
No procede
No procede
No procede
No procede
2,0
No procede
1,0
2,0
No procede
2,0
1,0
No procede
1,0
50
2,0
50

No procede
No procede
3,0
No procede
3,0
4,0
2,0
4,0
4,0
No procede
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
4,0
4,0
No procede
No procede
No procede
No procede
3,0
No procede
No procede
3,0
3,0
4,0
No procede
No procede
3,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
3,0
No procede
No procede
No procede
No procede
2,0
No procede
4,0
4,0
No procede
4,0
2,0
No procede
3,0
4,0
4,0
4,0
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Ninguno
Stent
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Ninguno
Stent
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Stent
Clipaje
Coils
Stent
Stent
Stent
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Coils
Clipaje
Coils
Clipaje
Clipaje
Clipaje
Coils
Stent
Coils
Coils
Ninguno
Stent
Stent
Stent
Coils
Coails
Stent
Stent
Coils
Coils
Coils

Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Muerte

Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Muerte

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Sin secuelas
Con secuelas
Con secuelas
Con secuelas

No

No
No
No
Si
Si

No
No
No

No
No

Si

No
Si
No

No
No
No
No
No
No
No

No

No
No

No
No

Si

No
No
No
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145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
Incidental
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Cefalea
Incidental
Incidental
Cefalea
HSAa
HSAa
Incidental
Cefalea
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa
HSAa
Incidental
HSAa
HSAa

2,0
1,0
No procede
1,0
No procede
1,0
5,0
3,0
No procede
2,0
No procede
No procede
1,0
4,0
4,0
No procede
No procede
No procede
No procede
1,0
1,0
No procede
No procede
5,0
1,0
No procede
2,0
1,0
2,0
No procede
1,0
1,0

3,0
2,0
No procede
3,0
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
4,0
No procede
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
No procede
No procede
No procede
4,0
4,0
No procede
No procede
4,0
2,0
No procede
4,0
4,0
4,0
No procede
4,0
3,0
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Coils
Coils
Stent
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Coils
Clipaje
Ninguno
Coils
Coils
Clipaje
Stent
Stent
Ninguno
Stent
Coils
Coils
Stent
Stent
Coils
Coils
Stent
Coils
Clipaje
Coils
Coils
Coils
Coils

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

Con secuelas

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

Con secuelas
Con secuelas

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

Con secuelas
Con secuelas

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

Con secuelas

Sin secuelas
Sin secuelas
Sin secuelas

No
No

No

Si

No

No

No

Si

No
No

Si
No

No

No

No

No
No

No
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IV. Datos de casos (pacientes con Al): N° (nidmero de muestra), Genotipos:
rs833061(VEGFA), rs2071559 (VEGFR2), rs5370 (Endotelina), rs3739817
(Endoglina) y rs1799983 (eNOS).

VEGFA VEGFR2 Endotelina Endoglina CIN[OK]
rs833061 rs2071559 rs5370 rs3739817 rs1799983
1 TC TC GT C GT
2 C T GT C G
3 C TC G C GT
4 TC C G C G
5 TC C G C GT
6 TC TC GT C G
7 C C G C G
8 C C GT C T
9 C TC G C GT
10 TC TC G C GT
11 TC TC GT C G
12 TC C GT C GT
13 TC C G C GT
14 TC TC G C G
15 TC TC G C T
16 T TC GT C T
17 TC TC G C G
18 T T G C G
19 TC TC G C T
20 TC TC G C GT
21 TC T GT C GT
22 TC TC G C GT
23 TC C GT C G
24 TC C G C G
25 T T G C T
26 TC TC GT C G
27 TC T G C GT
28 TC C GT C G
29 TC C GT C GT
30 TC C G C GT
31 C T G C GT
32 C TC GT C GT
33 TC TC G TC GT
34 TC C G TC GT
35 TC TC G C GT
36 TC TC GT C GT
37 TC C G C GT
38 C TC G C GT
39 C T GT TC G
40 C TC G C GT
41 T T G C G
42 T TC G C GT
43 T TC G C GT
44 C TC G C G
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TC

45

GT

TC

46

GT

GT

TC

47

TC

48
49

GT

TC
TC

GT

GT

TC

50
51

GT

GT

CT

TC

52

GT

53
54

GT

TC

55
56

CT

GT

GT

GT

TC
TC

57

GT

58
59

GT

GT

TC
TC
TC

TC
TC

60
61

GT

CT

GT

62

TC

63
64
65
66
67

TC
TC

GT

GT

GT

GT

TC

TC
TC

68
69
70
71

GT

TC

TC

TC

TC

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

GT

TC
TC

GT

TC

GT

TC

TC

GT

TC

TC

TC
TC

GT

TC

GT

TC

82

GT

TC
TC
TC
TC

83
84
85
86

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC

GT

GT

87

GT

TC

88
89
90
91

TC
TC
TC

GT

GT

GT

TC

92

GT

TC
TC
TC
TC

93
94
95
96

GT

GT

TC

GT

TC

GT

GT

TC
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GT

GT

97

GT

TC

TC
TC

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

TC
TC

GT

GT

TC
TC
TC
TC

GT

TC
TC
TC

GT

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC

GT

TC
TC

GT

TC

GT

GT

TC

TC
TC

TC
TC
TC
TC

GT

TC

GT

TC

GT

TC

GT

TC
TC
TC

GT

GT

GT

TC
TC

GT

GT

GT

TC
TC
TC

TC

TC
TC

GT

GT

TC

TC
TC

GT

TC
TC

GT

GT

TC

TC

TC

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

GT

TC
TC

TC

GT

TC
TC
TC

TC

GT

GT

TC

TC
TC

GT

GT

TC

GT

GT

TC

TC
TC
TC
TC

GT

TC
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GT

TC
TC

149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

GT

GT

TC
TC
TC
TC

GT

TC
TC
TC
TC

GT

GT

GT

TC
TC
TC

GT

GT

TC

GT

GT

TC

GT

TC

GT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

TC

TC
TC
TC
TC

GT

TC

GT

TC
TC

TC

GT

GT

TC
TC
TC

GT

GT

TC
TC

GT
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V. Datos de controles: N° (nimero de muestra), Genotipos: rs833061 (VEGFA), rs2071559
(VEGFR2), rs5370 (Endotelina), rs3739817 (Endoglina) y rs1799983 (eNOS).

VEGFA VEGFR2 Endotelina Endoglina EIN[OK]
rs833061 rs2071559 rs5370 rs3739817 rs1799983
1 T T G TC T
2 T T G TC T
3 T T G TC T
4 T T G TC T
5 T T G TC T
6 C C T C T
7 C C T C T
8 C C GT C T
9 C C GT C T
10 C C GT C T
11 C TC GT C T
12 C TC GT C T
13 TC TC GT C T
14 TC TC GT C T
15 TC TC GT C T
16 TC TC G C T
17 TC TC G C T
18 TC TC G C T
19 TC TC G C T
20 TC TC G C T
21 TC TC G C T
22 TC TC G C T
23 TC TC G C T
24 TC TC G C T
25 TC TC G C T
26 TC TC G C T
27 TC TC G C T
28 TC TC G C T
29 T TC G C T
30 T T G C T
31 T T G C T
32 T T G C T
33 T T G C T
34 T T G C T
35 T T G C T
36 T T G C T
37 T T G TC GT
38 T T G TC GT
39 T T G TC GT
40 T T G TC GT
41 T T G TC GT
42 T T G TC GT
43 C C T C GT
44 C C T C GT
45 C C T C GT
46 C C T C GT
47 C C GT C GT
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GT

GT

48
49

GT

GT

GT

GT

50
51

GT

GT

GT

GT

52

GT

GT

53
54
55
56

GT

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

GT

GT

GT

GT

57

GT

GT

58
59

GT

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

60
61

GT

GT

GT

GT

62

GT

GT

63
64
65
66
67
68
69

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

70
71

GT

GT

GT

GT

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

82

GT

83
84

GT

GT

85

GT

86

GT

87

GT

88
89
90
91

GT

GT

GT

GT

92
93
94

GT

GT

GT

95

TC
TC
TC
TC

96

97

98
99
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TC

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

GT

GT

GT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

GT

134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
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