PERFIL SERICO DE APOLIPOPROTEINA D EN
PACIENTES CON INFARTO CEREBRAL AGUDO

Curso 2020 - 2021

Universidad deValladolid

Facultad de Medicina

Autora: Luz Labajos Samos

Tutores: Diego Sanchez Romero y Juan Francisco Arenillas Lara

Unidad de Ictus del Hospital Clinico Universitario de Valladolid e Instituto
de Biologia y Genética Molecular



INDICE

1. RESUMEN
2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Disefio del estudio y seleccion de pacientes
3.2 Protocolo clinico
3.3 Protocolo de muestras bioldgicas
3.3.1. Protocolo hospitalario
3.3.2. Protocolo de laboratorio
3.4 Protocolo radiologico
3.5 Variables de partida
3.6 Variables pronésticas
3.7 Analisis de datos
4. RESULTADOS
4.1 Andlisis de las variables de partida
4.2. Andlisis multivariado de las variables de partida
4.3 Andlisis bivariado de las variables prondsticas
5. DISCUSION
6. CONCLUSIONES
7. TABLAS Y FIGURAS
8. BIBLIOGRAFIA
9. AGRADECIMIENTOS Y FINANCIACION

10. ANEXOS

10

10

11

12

12

15

16

22

24

25



1. Resumen:

Objetivos: Describir los niveles séricos de apolipoproteina D (ApoD) a lo largo de 5 dias
tras un infarto cerebral agudo y compararlos con los niveles de controles sanos. Estudiar
la relacion entre ApoD y su variacion temporal y las variables de partida, y analizar si

ApoD puede predecir la evolucion clinico-radiolégica del ictus.

Métodos: Estudio prospectivo de pacientes consecutivos ingresados en la Unidad de
Ictus del Hospital Clinico Universitario de Valladolid. Se incluyeron pacientes con ictus
isquémico de < 24 horas de duracion y se emplearon familiares de primer grado y edad
similar como controles. Se extrajeron muestras sanguineas especificamente para este
trabajo a la llegada a la Unidad de Ictus, 24 horas, 48 horas y 5 dias o al alta. Fueron
procesadas para la obtencion de suero o plasma y cuantificadas por el equipo
investigador mediante ELISA. Se recogieron variables de partida que incluyen
parametros, clinicos, etiolégicos, terapéuticos, temporales y radiologicos y variables

prondsticas para definir la evolucion clinico-radiologica del ictus.

Resultados: No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de ApoD
en los distintos puntos temporales ni entre pacientes (n = 34) y controles (n = 7). Se
observo una tendencia de disminucion, siendo los niveles a la llegada los mas altos
observados. Se encontré que el colesterol total y el LDL modifican la variacion temporal
de ApoD (p < 0.05). Los individuos e 80 afios presentan niveles mayores a las 24 y 48
horas frente a los < 80 (p < 0.05) De forma relevante, los dislipémicos muestran
concentraciones a la llegada mas bajos que los no dislipémicos (p < 0.05). No se

demostré que ApoD influyera en la evolucién clinico-radiolégica del ictus.

Conclusiones: La ApoD sérica no sigue un perfil de proteina de fase aguda en el ictus
isquémico en la ventana temporal en que se ha estudiado. Nuestros resultados estan
influenciados por una gran heterogeneidad y un bajo tamafio muestral y deben

interpretarse como un estudio exploratorio que ha originado nuevas hipétesis.



2. Introduccién y objetivos:

El infarto cerebral agudo se produce por una disminucion focal en la circulacion arterial
lo suficientemente duradera como para generar una lesion irreversible en el parénquima.
Este dafio se manifiesta clinicamente como una disfuncién neurolégica focal de inicio
agudo, conocida como ictus [1]. El ictus se clasifica en isquémico y hemorragico,
representando el primero el 80% de todos los ictus. En Espafia en 2018, la enfermedad
cerebrovascular fue la primera causa de muerte de origen circulatorio tanto en hombres
como mujeres, suponiendo un 7% de todas las defunciones en ese afio, con una
incidencia en 2011 de 252 casos por 100.000 habitantes. Ademas, el ictus es una causa

importante de morbilidad y discapacidad [2,3].

En los ultimos 10 afios el manejo agudo del ictus ha cambiado drasticamente con la
implementacion de técnicas de imagen que permiten su diagnostico precoz y los
tratamientos endovasculares de reperfusion. La neuroproteccion tiene un papel muy
importante y es objeto de estudio farmacoldgico, aunque hasta la fecha no hay ningun
medicamento aprobado especificamente para este fin [4].

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina perteneciente a la familia de las
lipocalinas, relacionadas con el transporte de moléculas hidrofébicas de bajo peso
molecular [5]. Es una proteina secretada, pudiendo encontrarse en tejidos que no la
expresan directamente, como el higado o la sangre [6]. Cuando se produce una lesion
en el tejido nervioso, tanto periférico como central, los niveles de ApoD aumentan y la
proteina se acumula en el tejido circundante [7,8]. En modelos animales de ictus, se ha
comprobado que la cantidad de ApoD en el tejido cerebral aumenta tras la isquemia y
niveles mayores se relacionan con una mejor recuperaciéon funcional [9]. Este aumento
sigue un perfil temporal y regional, incrementandose en regiones adyacentes a la zona
de lesién instaurada (core) a partir de las 24 horas y especialmente a las 48 horas tras
la isquemia [10]. ApoD se ha estudiado en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, Parkinson o esclerosis multiple, donde se encuentra elevada en liquido
cefalorraquideo. ApoD ejerce un papel neuroprotector frente al estrés oxidativo,
inflamatorio y la excitotoxicidad que parece estar relacionado con su capacidad para
unir lipidos como el acido araquidonico, precursor de mudultiples moléculas que
intervienen en vias inflamatorias [6].

Hasta la fecha, ApoD no se ha estudiado en suero de pacientes que han sufrido un ictus.
Conocer la dindmica de esta proteina podria ser Gtil para identificar marcadores
prondsticos e investigar nuevas ventanas terapéuticas. Tomando los modelos animales

de ictus como referencia, se espera observar un aumento sérico de ApoD, reflejo del



aumento en tejido cerebral, congruente con el tamafio, duracién y localizacion del
infarto.

Este estudio se ha disefiado para analizar el comportamiento de los niveles séricos de
ApoD en pacientes que han sufrido un infarto cerebral agudo. Para ello se establecen
los siguientes objetivos: 1 — Describir el perfil temporal de ApoD sérica en fase aguda
del ictus isquémico y compararlo con el de los controles sanos. 2 — Estudiar la relacién
entre la concentracion basal de ApoD y su variacion temporal y variables de partida. 3
— Estudiar si la variacion de la concentracion de ApoD durante la fase aguda predice la

evolucién clinico-radioldgica precoz de los pacientes.

3. Materiales y métodos:

3.1 Disefio del estudio y seleccion de pacientes:

Estudio prospectivo, longitudinal, unicéntrico y observacional que incluye a los pacientes
consecutivos atendidos por la Unidad de Ictus del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid (HCUV) entre febrero y abril de 2021. Los pacientes se incluirdn de acuerdo
a los siguientes criterios:

1. Primer episodio de infarto cerebral agudo definido como ictus isquémico que
ocasiona una lesion irreversible confirmada mediante neuroimagen: Tomografia
computarizada (TC) y/o resonancia magnética cerebral (RM). Se incluyen
también aquellos pacientes con tejido hipoperfundido (penumbra) demostrado
mediante TC-perfusidn que tras tratamiento de reperfusion no presentan lesiéon
en neuroimagen.

2. Infarto de menos de 24 horas de evolucion desde el momento en que el paciente
fue visto bien por Ultima vez.

3. No se prevé en el momento del ingreso necesidad de cuidados criticos (ingreso
en UCI) ni tratamiento quirdrgico.

4. Ausencia de enfermedad neurodegenerativa o trastorno psiquiatrico coexistente.
No deterioro cognitivo significativo previo al ictus.

Buena calidad de vida previa al ictus (Rankin previo 0-2).
Ausencia de tratamiento activo con tamoxifeno.
7. Obtencion de consentimiento informado para la extraccibn de muestras

biol6gicas (Ver Anexos).

Los controles sanos representan a familiares convivientes con el paciente, del mismo
rango de edad y con similar habito dietético. Tendran que cumplir, ademas, los

siguientes criterios:



1. Ausencia de antecedente de enfermedad cerebrovascular, enfermedades
neurodegenerativas y mentales.
2. Ausencia de deterioro cognitivo significativo (comprendido como la ausencia de

compromiso de las actividades béasicas de la vida diaria).

El estudio cont6 con la aprobacion del CEIC del HCUV y se realizé respetando los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki y del Convenio de Oviedo. Los datos
clinicos y radioldgicos de los pacientes, asi como sus muestras biolégicas, se han

tratado como estipula la normativa vigente de proteccion de datos de carécter personal.

Los criterios STROBE [11,12] se emplean como guia para reportar los datos de este

estudio.
3.2 Protocolo clinico:

El manejo de los pacientes se lleva a cabo segun el protocolo del HCUV, realizado
siguiendo los protocolos clinicos internacionales para el diagndstico y tratamiento del
ictus [13]. Tras la activacion del codigo ictus, cuyo objetivo final es permitir el tratamiento
especializado precoz, el paciente es trasladado y valorado en urgencias empleando las
escalas NIHSS (Ver Anexos) y escala modificada de Rankin (Ver Anexos) para
determinar el grado de afectacion neurolégica y el grado de dependencia
respectivamente. Se realiza neuroimagen urgente y se decide el tratamiento acorde al
tiempo de evolucién del ictus y las caracteristicas del paciente. En caso de ser
subsidiario de terapia de reperfusion, esta se realiza en la sala de neurointervencionismo
por un equipo de neurorradidlogos intervencionistas. En el supuesto de recibir
tratamiento fibrinolitico, este se realiza mediante la administracion de activador tisular
del plasmindgeno (rt-PA) intravenoso, siendo administrado en algunos casos en el
hospital de origen antes del traslado al HCUV. Tras el tratamiento, los pacientes quedan
ingresados en la Unidad de Ictus.

3.3 Protocolo de muestras biolégicas:
3.3.1. Protocolo hospitalario.

Se realizaron extracciones sanguineas en ayuno por venopuncion antebraquial al
momento de ingreso en la Unidad de Ictus, a las 24 horas del ingreso, a las 48 horas y
alos 5 dias o al alta, si este sucedio antes del 5° dia. S6lo se extrajo una muestra al alta
en caso de haber pasado 24 horas desde la Gltima. Los puntos temporales se espacian
siempre 24 horas salvo la llegada y la primera muestra, que se separan por 24 + 12

horas. Se cred una base de datos diferente para organizar los dias de extraccién de
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cada paciente (Ver Anexos). Se emplearon tubos con gel separador y tubos con
heparina de litio para obtener suero y plasma respectivamente. Una vez obtenidas, las
muestras se centrifugaron a 4°C, 3500 rpm, el suero y el plasma se alicuotaron con

etiquetado anénimo y se almacenaron a -20°C hasta el momento de su andlisis.
3.3.2. Protocolo de laboratorio.

Las muestras se transportaron en hielo seco desde el HCUV hasta el Instituto de
Biologia y Genética Molecular, donde se mantuvieron a -20°C. La cuantificacion
plasmatica de ApoD se llevd a cabo mediante la técnica de ELISA (Mabtech Human
Apolipoprotein D ELISAPRC). Se seleccionaron las muestras descartandose aquellos
pacientes con hemolisis en mas de una muestra o hemdlisis intensa en al menos una
de ellas. Se descongelaron en frigorifico a 4°C y se centrifugaron durante 5 minutos a
16.000 g. Se emplearon 10 pl de cada muestra diluida 1:20.000. Se pipetearon las
muestras diluidas en la placa de ELISA siendo las muestras de los pacientes
cuantificadas por duplicado. Se procesaron siguiendo las instrucciones del kit y una vez
finalizado el procedimiento se leyé la absorbancia a 450 y 650 nm en un lector de placas

realizdndose correccion por sustraccion.
3.4 Protocolo radioldgico:

Para la obtencién de las variables radiologicas de partida y pronésticas se emplean las
imagenes de TC simple, angio-TC y TC-perfusion siguiendo el protocolo de actuacion
del codigo ictus. A las 24 horas del ingreso se realiza una nueva prueba de imagen,
habitualmente TC. En los casos de accidente isquémico transitorio (pacientes con ictus
sin alteraciones en neuroimagen urgente) se hace una resonancia magnética (RM),
pudiendo realizarse en el HCUV o en el hospital de origen en caso de que el paciente
haya sido trasladado.
Se analizan las siguientes variables de partida en la neuroimagen aguda:
- Cambios isquémicos precoces empleando la escala ASPECTS (Ver Anexos) en
las imagenes de TC simple sin contraste.
- Presencia de oclusion arterial intracraneal (IC) y vaso afectado en angio-TC.
- Presencia y grado de ateromatosis de troncos supra-aérticos en angio-TC
- Presencia y volumen de core y penumbra en el TC-perfusion empleando el
software RAPID Al, definidos como un flujo sanguineo cerebral < 34% y un Tmax
> 6 segundos respectivamente.
- Grado de leucoaraiosis en TC simple medido siguiendo la escala Fazekas (Ver

Anexos) adaptada a la TC.



En la neuroimagen subaguda pasadas 24 horas:
- Volumen de hipodensidad final, medido en TC sin contraste o en secuencias T2
FLAIR (Fluid-Attenuated Inversion Recovery) y DWI (Diffusion-weighted

Imaging) en RM. Los volimenes se calculan siguiendo la féormula para
AxBxC

voliumenes irregulares , donde “A” es la longitud méxima donde la

hipodensidad tiene el mayor diametro, “B” la anchura maxima en el plano
perpendicular a “A” y “C” la altura, obtenida contando el nimero de cortes que
ocupa la hipodensidad multiplicado por el espesor del corte (descontando el
corte mas bajo y el mas alto). Se utiliza de forma preferente la prueba de imagen
mas diferida, empleandose la prueba a las 24 horas por defecto.
- Tipo de afectacion, definido como cortical, cortico-subcortical o subcortical y
presencia y tipo de transformacion hemorragica (TH).
Las imagenes fueron analizadas y contrastadas con la informacién de los informes
elaborados por los neurorradidlogos. El andlisis se realiz6 de forma estructurada,
empezando siempre por el TC simple, luego angio-TC, TC-perfusiéon y por ultimo la
neuroimagen subaguda. En el calculo de los volumenes se emplearon las imagenes de
TC-perfusion como guia para identificar de forma aproximada la ubicacién y magnitud

del area isquémica.
3.5 Variables de partida:

Clinicas: Demogréficas (sexo, edad), factores de riesgo cardiovascular (hipertension
arterial (HTA), diabetes tipo 2 (DM2), dislipemia (DL), tabaquismo, enolismo),
tratamientos previos (antiagregacion, anticoagulacion, estatinas y fibratos), gravedad
clinica (determinada mediante la escala de funciones neuroldgicas béasicas NIHSS),
grado de dependencia previa al ictus (segun la escala modificada de Rankin), hora de
inicio del ictus y si este fue presenciado, y datos analiticos obtenidos al ingreso en
ayunas (glucemia, hemoglobina glicosilada, colesterol total, HDL, LDL y triglicéridos). La
funcién neuroldgica y los niveles de ApoD se determinan al momento de ingreso, a las
24 horas, 48 horas y a los 5 dias o al alta. Las variables “edad” y “sexo” seran registradas

en los controles sanos.

Etiolégicas: Ictus de causa cardioembdlica, aterotrombotica, enfermedad de pequefio

vaso, inhabitual o indeterminada segun la clasificacién TOAST [14].

Terapéuticas: Tipo de terapia de reperfusion: Ninguna, trombdlisis endovenosa aislada,
trombectomia mecéanica aislada o tratamiento combinado (trombdlisis endovenosa y

trombectomia).



Temporales: El tiempo desde el inicio del ictus (tomando como tiempo de inicio la Ultima
hora en que el paciente fue visto asintomatico, en caso de no haber sido presenciado)
hasta la llegada al HCUV. El tiempo desde el inicio hasta el momento de reperfusion
endovascular en pacientes tratados mediante trombectomia mecénica. El tiempo desde
el inicio hasta el momento de fibrinolisis en los tratados exclusivamente mediante esta

técnica.

Radiolégicas: En TC cerebral simple se definiran: Extension de los signos precoces de
isquemia cerebral mediante la escala ASPECTS [15] y el grado de leucoaraiosis medido
segun la escala Fazekas y subclasificado como leve (puntuacion total d 2) o grave (>2).
En angio-TC: Presencia o no de oclusion de gran vaso IC y vaso afectado, presencia de
ateromatosis en troncos supra-aodrticos clasificada como: Nula, ligera (<50%), moderada
(presencia de al menos 1 estenosis > 50%) o grave (al menos 1 estenosis > 70%),
presencia de ateromatosis IC clasificada como: Nula, ligera (<50%) o moderada - severa
(>50%). En TC perfusiéon: volumen de core (en mapa de CBF <34%) y volumen de
penumbra (en mapa Tmax > 6s). Se recoge también si la afectacion es cortical, cortico-

subcortical o subcortical, empleando la neuroimagen a las 24h.

Neurointervencionismo: Grado de reperfusion final en pacientes tratados mediante

trombectomia mecanica, determinada como la puntuacion obtenida en la escala TICIm
(modified Thrombolysis in Cerebral Ischemia) [16] (Ver Anexos). Se define reperfusion

cerebral completa para puntuaciones de 2c — 3.
3.6 Variables prondésticas:

Variables de eficacia: La evolucion clinica se evalla segun la diferencia entre la

puntuacion NIHSS a la llegada y el NIHSS final (5 dias o al alta), definiéendose “Mejoria
neuroldgica” como una diferencia e 4 o un NIHSS final d 1. La evolucion radioldgica se

determina mediante el volumen de hipodensidad en neuroimagen pasadas las 24 horas.

Variables de sequridad: Presencia de TH mediante TC y clasificacion de la misma segun

la escala ECASS (European Cooperative Acute Stroke Study) [17] (Ver Anexos).
3.7 Andlisis de datos:

El andlisis estadistico y la representacién gréafica se realizaron con los programas
Microsoft Office Excel 365 e IBM SPSS Statistics version 24. Se comprobé la normalidad
de las variables cuantitativas mediante la visualizacion en histograma con superposicion

de curva normal. Para las variables que se incluyen en las pruebas estadisticas de



contraste de hipoétesis se comprobd la normalidad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Se hizo un analisis univariado de las variables de partida: Las variables
cuantitativas que siguen una distribucién normal se presentaron como la media *
desviacion estdndar, y en caso de no normalidad mediante mediana y rango
intercuartilico (RIQ). Las variables cualitativas se expresaron como frecuencia y

porcentaje.

Para el andlisis estadistico se recadificaron las siguientes variables: La causa del ictus
se agrupé como causa aterotrombotica o indeterminada y otras causas. El uso de
estatinas y/o fibratos se recodific6 como “Tratamiento hipolipemiante SI/NO”. La
puntuacion ASPECTS se dicotomizé en <9y €9. Se crearon nuevas variables: ApoD se
definio en términos porcentuales relativos a la ApoD de llegada. (ApoD24%, ApoD48%).
Empleando estas nuevas variables se calcul6 la variable “Diferencia porcentual de ApoD
(" ApoD%)” definida como 100 — “ApoD 48h%”. Por ultimo, se sumaron las variables

core y penumbra en la variable “Volumen de tejido hipoperfundido”.

Se analizaron las diferencias en la concentracion de ApoD entre los distintos puntos
temporales (ApoD a la llegada, 24 y 48 horas) mediante el test ANOVA de medidas
repetidas y se comprobo la diferencia entre los niveles basales de los pacientes y los
controles empleando la prueba U de Mann-Whitney, dado el bajo tamafio muestral de

estos ultimos.

Posteriormente se llevaron a cabo test ANOVA multiples de medidas repetidas con
factores inter-sujeto o covariables, para evaluar la interaccion de las variables mas
relevantes desde el punto de vista clinico con la diferencia temporal de ApoD. Se estudio
la correlacién entre la concentracion de ApoD en los distintos momentos temporales y
las variables de partida, empledndose aquellas en que se obtuvieron coeficientes
significativos como covariables o factores inter-sujeto en el ANOVA. Para este analisis

de correlacion se emplearon los coeficientes de Pearson.

Por ultimo, para analizar la interacciéon entre las variables pronosticas y ApoD se
seleccionaron 2 variables independientes (variables-ApoD en adelante): “Diferencia
porcentual de ApoD (" ApoD%)” y “ApoD a la llegada”. Inicialmente se explord la
correlacion entre las variables prondsticas cuantitativas y las variables-ApoD.
Seguidamente, se realiz6 un analisis bivariado empleando el test de Mann Whitney entre
las variables-ApoD y las variables pronésticas cualitativas no analizadas en la
correlacion. Finalmente se realiza regresion logistica de forma individual con las
variables dependientes “TH” y “Mejoria neurolbgica”, y regresion lineal con la variable

dependiente “Volumen de hipodensidad a las 24h”. En caso de existir significacion



estadistica en este (ltimo analisis se realizaria un modelo de regresion logistica

multivariante incluyendo las variables significativas.

Se defini6 en todos los casos la significacion estadistica con valores de p < 0.05.

4. Resultados:

Desde el 8/02/2021 hasta el 2/04/2021, y de un total de 81 ingresos, se seleccionaron
41 pacientes segun los criterios de seleccion definidos anteriormente, exceptuando los
casos de traslado a otro centro hospitalario antes de las 48 horas, diagndstico final
diferente a ictus isquémico y diagndstico final de accidente isquémico transitorio. De
estos 41 pacientes se eliminaron 3 cuyas muestras presentaban hemdlisis. Se realiz6
una seleccion final de pacientes, priorizando aquellos con caracteristicas menos atipicas
desde el punto de vista clinico y muestras de suero hasta 5 dias, dadas las limitaciones
de espacio de las placas de ELISA, incluyéndose finalmente 37 pacientes en la
cuantificaciéon (Ver Anexos). Se reclutaron como controles un total de 8 familiares de los
pacientes. De los 37 pacientes y 8 familiares estudiados, 2 casos y 1 control obtuvieron
valores no cuantificables para ApoD a la llegada, por lo que fueron eliminados,

gquedando finalmente una muestra de casos n = 35y controlesn = 7.
4.1. Andlisis de las variables de partida.

Andlisis de los niveles de ApoD en pacientes frente a controles:

Se compararon los niveles de ApoD de llegada en los pacientes con los de los controles.
Las concentraciones de ApoD a la llegada en los pacientes (Mediana = 84.3) no fueron
mayores a los valores obtenidos en los controles (Mediana =78.66), U(Npacientes = 34,
Necontroles = 7) = 88.00, Z = -1.074 p = 0.283 (Figura 3).

Se compararon las concentraciones de ApoD en los 3 momentos temporales mediante
un ANOVA de medidas repetidas (Figura 1), no encontrandose diferencia

estadisticamente significativa.

Analisis descriptivo:

Se obtuvo una muestra de pacientes con distribucion de edad 72.91 + 12.94, siendo un
45.9% mujeres. Se observaron unos valores de ApoD (mg/l) de 91.83 + 29.60 a la
llegada, 79.60 + 28.49 a las 24 horas, 78.82 + 28.05 a las 48 horas y 81.27 + 30.08 a

los 5 dias. Los controles presentan una edad de 57.57 £ 9.78, el 71.4% mujeres y niveles
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de ApoD de 77 £ 19.23 mg/l. El resto de las variables de partida de los pacientes se

presentan en la Tabla 1.

Se realiz6 un diagrama de cajas con los valores de ApoD en los distintos tiempos y se
empleo para identificar valores fuera de rango (Figura 1). Para el resto del estudio se
elimind al paciente 17. Se describié el perfil temporal de ApoD en los pacientes,
representandose graficamente junto con los valores de ApoD en los controles (Figura
2). Tras objetivar la semejanza en la distribucion de los datos entre las 48 hy los 5 dias
y dado el bajo tamafio muestral en la medicién a los 5 dias (n = 20), se prosigui6 el

analisis descartando dicho momento temporal.

Aplicando el test de Kolmogorov-Smirnov se comprobd la normalidad en la distribucién

de las variables ApoD a la llegada, 24 horas y 48 horas (Ver Anexos).
4.2. Andlisis multivariado de las variables de partida.

El analisis de correlacion entre las variables de partida cuantitativas (Ver Anexos) mostro
relaciones significativas entre las variables que se muestran en la Tabla 2. Se encontré
una correlacion leve entre la edad y ApoD 24 y 48h, una asociacion moderada entre
colesterol total y ApoD 48h y de forma relevante con ” ApoD%. De forma analoga, las
fracciones HDL y LDL que se correlacionaron con el colesterol total, también lo hicieron
con” ApoD% aunque de forma leve. Se observé una asociacion inversa entre el tiempo
desde el inicio del ictus hasta la reperfusion endovascular y los niveles de ApoD 48h (r
= - 0.567).

Para este estudio se escogieron las siguientes variables de interés clinico: Edad, sexo,
HTA, DM, DL, tratamiento hipolipemiante, colesterol total, causa de ictus, tiempo inicio-
hospital, ASPECTS dicotomizada, ateromatosis TSA e IC, oclusién de gran vaso,
leucoaraiosis y volumen de tejido hipoperfundido. Se escogieron también las siguientes
variables de correlacion: Tiempo inicio — reperfusién endovascular, fracciones LDL y
HDL, y se emplearon como factores inter-sujeto o covariables en el ANOVA de medidas
repetidas para valorar la interaccién con los valores de ApoD (Tabla 3). Se observé que
el colesterol total y el LDL interaccionan con ApoD y modifican su variacién a lo largo
del tiempo (Figura 4), y que hay diferencias significativas entre los niveles de ApoD
condicionadas por la edad y la DL (Tabla 3), aunque la variacién temporal de ApoD no
se ve significativamente modificada (Figura 5). En los sujetos dislipémicos se
encontraron diferencias en la concentracion de ApoD con respecto a los no dislipémicos
ala llegada y a las 48h (p = 0.029) y p=0.015 con correccién de Bonferroni). También

se dicotomizé la variable edad en <80 y e 80, y se encontrd significacion estadistica
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entre los momentos 24h y 48h (p = 0.006 y p=0.001 respectivamente, con correccidon de

Bonferroni) (Figura 6). El resto de comparaciones no fueron significativas.
4.3 Analisis bivariado de las variables pronésticas.

Se observé de mediana una mejoria de 3 puntos (RIQ: 0 — 8), un total de 22 pacientes
(64.7%) mostraron mejoria neurologica. El volumen de hipodensidad a las 24 horas fue
de 5.05 (0.7 — 10.4) y hubo 7 TH (20%) (Tabla 4).

Se explora la correlacion entre las variables-ApoD (" ApoD% y ApoD a la llegada) y las
variables prondsticas cuantitativas. Dada la no normalidad de " NIHSS, Volumen
hipodensidad a las 24h y ” ApoD% (Ver Anexos), se emplea el coeficiente A de
Spearman, sin encontrar ninguna significacion (Tabla 5). Se calcul6 también el
coeficiente de Pearson obteniéndose exclusivamente correlacién entre ” ApoD% y
" NIHSS (-0.368, p < 0.05). Se hizo un analisis bivariado mediante el test de Mann-
Whitney entre las variables-ApoD y las pronésticas: Mejoria neuroldgica y TH, no
encontrandose diferencias significativas (Tabla 6). Por ultimo, se realizé un andlisis de
regresion logistica entre las variables-ApoD y las variables “Mejoria neurolégica” y “TH”
y regresion lineal con el “Wolumen de hipodensidad 24h” que no resultaron significativos,

por lo que no se realiza el modelo de regresion logistica multivariante (Tabla 7).
5. Discusién:

Este estudio se ha disefiado especificamente para explorar el comportamiento de ApoD
a lo largo de 5 dias tras un evento de isquemia cerebral aguda. Se han obtenido
resultados opuestos a los esperados segun la dindmica de expresion de ApoD descrita
en modelos animales de ictus [10]. A pesar de que no se han identificado diferencias
significativas en la concentracion de ApoD entre los momentos temporales, se observa
una tendencia de disminucion a lo largo del tiempo, siendo los niveles méas altos
observables los obtenidos en el momento de llegada. Lo que observamos podria ser la
fase final de declive tras un aumento agudo de ApoD [18]. Siguiendo con esta idea, seria
esperable encontrar niveles mayores cuanto mas cercana fuera la extraccion de llegada
al inicio del infarto, pero no se encontré relacion entre la ApoD de llegada y el tiempo
inicio — hospital. Sin embargo, a este andlisis hay que afadir la imprecision que aportan
los pacientes con un ictus de inicio desconocido, cuya duracion habitualmente se
sobreestima. No se pudo demaostrar que estas concentraciones fueran diferentes a las
de los controles, no obstante, la comparacion se realizdé con controles cuya media de
edad es 58 afos frente a 73 en los casos y con un tamafio muestral muy reducido (n =

7), lo que disminuye la potencia estadistica y la comparabilidad entre los grupos, dado
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gue la concentracion de ApoD sérica aumenta con la edad [19]. Empleando los valores
observados en investigaciones que han empleado el mismo método de cuantificacion,
los niveles medidos para adultos sanos entre 40 y 65 afios y > 65 son de 27.73+7.26y
34.61 £ 9.21 mg/l respectivamente (n = 30 para cada grupo) [19], notablemente
inferiores a las observadas en este estudio. Cabe destacar que este trabajo se disefio
tomando como controles a los familiares directos con el fin de obtener individuos

comparables a los pacientes y no tanto comparables a la poblacién general.

El estudio multivariado tratd de identificar qué factores podian estar detrds de
comportamientos diferentes en la variacion de ApoD, escogiéndose variables con
relevancia clinica: Estan descritos cambios en la expresion de ApoD en DM2 y
patologias que alteran los niveles de colesterol y HDL. ApoD esta presente en placas
ateroescleréticas y su capacidad para unir colesterol podria tener importancia en el
desarrollo y evolucion de las mismas, evento clave en el ictus de origen aterotrombotico
[6,20]. Por esta razon se incluyé el grado de ateromatosis y se estudiaron los
tratamientos hipolipemiantes: Las estatinas actdan sobre la sintesis de colesterol y los
fibratos modifican la produccién de apoproteinas y las fracciones de colesterol. Las
regiones de core y penumbra, e indirectamente el ASPECTS, componen el volumen
total de tejido en situacion de estrés oxidativo, estimulo para la produccion de ApoD [18].
La diferencia encontrada en los sujetos dislipémicos podria significar que estos
pacientes tienen niveles basales de ApoD menores. De la misma manera puede
explicarse el efecto encontrado para la edad, siendo los pacientes mas mayores
aqguellos con niveles mas altos. De forma significativa esta diferencia se obtuvo sélo en
los valores 24 y 48h y no en los de llegada, congruente con que el aumento de ApoD
dependeria del volumen hipoperfundido, pero el retorno a los niveles basales si se veria
influido por la edad. La interaccion observada entre el colesterol y la fraccién LDL con
ApoD resulta interesante ya que objetiva una diferencia en la variacion temporal de

ApoD segun los niveles de colesterol o LDL.

El andlisis entre las variables-ApoD y las variables prondsticas se disefid para responder
a la pregunta de si esta molécula y su comportamiento determinan en alguna medida
los resultados del infarto. Se ha descrito que no hay relacion entre el aumento de ApoD
en liquido cefalorraquideo y la concentracion de ApoD sérica, probablemente debido al
efecto de la barrera hematoencefalica (BHE) [21]. En el ictus se produce una alteracion
de la BHE en relacién con el volumen de tejido afectado. El principal problema con esta
comparacion es la poca variedad en el volumen final de infarto, siendo el 75% inferiores

a 10 cc. Asi, un volumen de tejido infartado muy pequefio podria condicionar una menor
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alteracion de la BHE y esto reflejarse en un menor paso de ApoD a la sangre. Por otra
parte, si lo que sucede es que ApoD aumenta de forma precoz en respuesta al estrés
oxidativo, el volumen de infarto a las 24 horas es una infraestimacion, existiendo casos
con un volumen hipoperfundido muy grande que pudo salvarse casi en su totalidad con
el tratamiento reperfusor. En la interpretacion de estos resultados influyen también los

factores anteriormente mencionados como el colesterol, la edad o la DL.

El no haber visualizado un aumento a lo largo del tiempo en la concentracion de esta
molécula aporta informacion relevante, indicando que la ApoD sérica no se comporta
como una proteina de fase aguda en el ictus para el intervalo de tiempo en que se ha
estudiado. Esto plantea nuevas preguntas de investigacion, si se conociera el perfil
sérico temprano de ApoD, estas cuantificaciones podrian emplearse para estimar el
tiempo de evolucion del ictus, dato imprescindible para la toma de decisiones
terapéuticas. En el disefio del estudio se incluyé la posibilidad de realizar un analisis
posterior a la cuantificacién consistente en estudiar el origen tisular de ApoD. El patrén
de glicosilacion de ApoD es distinto segun su lugar de origen, lo que le confiere un peso
molecular diferente [22]. La alteracion de la BHE permitiria la salida de ApoD al espacio
vascular, por lo que la existencia de ApoD de origen cerebral en las muestras a la llegada
podria plantearse como marcador de dafio de la BHE.

Las principales limitaciones de este trabajo son el bajo tamafio muestral global,
especialmente en los controles, y la alta heterogeneidad de los casos incluidos. Esto
ultimo ha condicionado un andlisis de datos bastante complejo y muy centrado en
estudios que requerian agrupar pacientes, lo que disminuye alin mas la potencia
estadistica. Un estudio con estos objetivos se hubiera favorecido de seleccionar casos
segun caracteristicas concretas en las variables que mas podrian influir en ApoD como
el volumen de tejido hipoperfundido o la edad. Por otra parte, los modelos animales de
ictus en los que se ha estudiado ApoD, ofrecen datos de cuantificacién a nivel tisular
pero no en suero o en liquido cefalorraquideo, lo que dificulta la comparacién directa
con los resultados de este trabajo. Para valorar la hipotesis de que ApoD aumentara de
forma hiperaguda, se seleccionarian pacientes con oclusion proximal de la ACM, inicio
de ictus conocido y presencia de core inicial tratados con trombectomia, a fin de obtener
un patron de isquemia homogéneo y semejante al producido en los modelos animales.
Se realizaria estudio de RM en secuencia HARM (Hyperintense Acute Reperfusion
Marker) para valorar el dafio de la BHE. Se obtendrian muestras seriadas lo mas
temprano posible, cada 24 horas durante el ingreso y se tomarian muestras adicionales

alos 30y alos 90 dias.
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6. Conclusiones:

La ApoD sérica no se comporta como una proteina de fase aguda en el infarto cerebral
en el periodo temporal estudiado. Se ha observado que algunas variables como la DL y
la edad afectan a los niveles de ApoD en distintos puntos temporales, siendo las
concentraciones inferiores en dislipémicos y en menores de 80 afios. Se ha encontrado
también que el colesterol y la fraccion LDL modifican la variacion temporal de ApoD.
Este trabajo y sus resultados estan muy limitados por el bajo tamafio muestral, la gran
heterogeneidad en los casos y la ausencia de estudios en suero en modelos animales
de ictus. Debe interpretarse como un estudio exploratorio que permite la creacién de
nuevas hipotesis que merece la pena contrastar: 1) Determinar si la ApoD cuantificada
es de origen cerebral. 2) Determinar si ApoD es una proteina de aumento en fase

hiperaguda.
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7. Tablas y figuras:

Tabla 1. Descripcion de las variables de partida de los pacientes.

Edad 7291+1294 n=35 Temporales (minutos) n=35
Sexo (femenino) 17 (45.9%) n=35 Inicio — hospital 329.94 + 227.30
HTA 29 (82.9%) n=35 Inicio — RE 377.43 +185.39
DM 8 (22.9%) n=35 Inicio — fibrinolisis ~ 187.90 + 98.56
DL 19 (54.3%) n=35 ASPECTS 10 (9 - 10) n=35
Tabaquismo 7 (20%) n=35 Leucoaraiosis 19 (54.3%) n=235
Enolismo 5 (14.3%) n=235 Oclusion gran 19 (54.3%) n=235
Antiagregacion 6 (17.1%) n=35 vaso
Anticoagulacion 7 (20%) n=35  Vaso afectado n=19
Estatinas 8 (22.9%) n=235 ACI Intracraneal 1(2.9%)
Fibratos 1 (2.9%) n=35 ACM M1 10 (52.6%)
NIHSS n=35 ACM M2 5 (26.3%)
Llegada 8 (3-18) ACM M3 2 (10.5%)
24 h 5(2-12) A. Basilar 1 (5.3%)
48 h 3(1-12) Ateromatosis TSA n=35
Final 3 (1-10) Nula 10 (27%)
Analiticas Ligera 23 (62.2%)
Glucemia (mg/dl) 114.97 £36.04 n=35 Moderada 3 (8.1%)
HbALc (%) 621+091 n=32 Grave 1(2.7%)
Colesterol total ~ 176.22 +44.78 n=32 Ateromatosis IC n=35
(mg/dl) Nula 8 (21.6%)
HDL (mg/dl) 4584 +10.06 n=31 Leve 26 (70.3%)
LDL (mg/dl) 107.61+41.93 n=31 Moderada — 3 (8.1%)
TGs (mg/dl) 118.53+39.69 n=32 severa
ApoD (mg/l) Volumen core 0.00 (0 - 13) n=26
Llegada 91.83+£2960 n=35 Volumen 59.85 (0 - 65) n=26
24 h 79.60+£28.49 n=35 penumbra
48 h 78.82+28.05 n=35 Grado reperfusion n=14
Final 81.27+£30.08 n=20  (TICIm)
Ictus 19 (54.3%) n=35 Grado 0 0 (0%)
presenciado Grado 1 0 (0%)
Etiologiaictus n=35 Grado 2a 0 (0%)
Cardioembdlica 12 (34.3%) Grado 2b 2 (14.3%)
Aterotrombdtica 4 (11.4%) Grado 2¢ 3 (21.4%)
Indeterminada 14 (40%) Grado 3 9 (25.7%)
Pequefio vaso 4 (11.4%) Tipo de afectacion n=34
Inhabitual 1 (2.9%) Cortical 2 (5.9%)
Tratamiento n=35 Cortico- 16 (47.1%)
Ninguno 15 (42.9%) subcortical
Trombolisis 6 (17.1%) Subortical 16 (47.1%)
endovenosa
Trombectomia 10 (28.6%)
mecanica
Combinado 4 (11.4%)

TGs: Triglicéridos. TSA: Troncos supra-aérticos. IC: Intracraneal. RE: Reperfusion endovascular
(trombectomia).ACI: Arteria car6tida interna. ACM: Arteria cerebral media. Se incluyen todos los
individuos de la muestra (n = 35). Las variables se expresan como media + desviacion estandar en
caso de distribucién normal, mediana y rango intercuartilico en caso de no normalidad y frecuencia y
porcentaje.
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Figura 1. Distribucion de los valores de ApoD en 3 momentos temporales.

Diagrama de cajas: Los margenes superior e inferior de la caja son el percentil 75y 25. La
linea interior es la mediana. Las barras superior e inferior representan el Pgy y P1o. Los
puntos rojos en la parte superior del grafico son aquellos valores en la muestra de pacientes
con valores por encima del Pgoy en la parte inferior, por debajo del P1o. Al lado de cada
punto se indica el nimero del paciente de la muestra.
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Figura 2. Perfil sérico de las concentraciones de ApoD a lo largo de 4 momentos
temporales.
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Cada punto representa la media de la concentracién de ApoD y las barras, el intervalo de
confianza al 95% para la media. La llegada al hospital es el momento de ingreso en la
Unidad de Ictus y el momento final es un conjunto temporal que incluye el tiempo desde
las 72 horas hasta el 5° dia, como se explica en el apartado "protocolo hospitalario”. Los
niveles de ApoD de los controles se representan como niveles de "llegada”. Las llaves
muestran las comparaciones entre los distintos momentos temporales (ApoD llegada vs.
ApoD24h y ApoD llegada vs. ApoD 48h).
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Figura 3. Distribucion de los valores de ApoD alallegada en pacientes y controles.
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Se representan los valores de cada uno de los individuos de la muestra a lo largo del eje de
ordenadas. Al lado se muestra la media para cada grupo 89,38 en pacientes y 77,00 en
controles, junto con los intervalos de confianza al 95% para la media. La llave superior indica
el contraste de hipoétesis realizado mediante el test U de Mann Whitney.

Tabla 2. Analisis de correlacién entre las variables de partida cuantitativas.

e | COESE | oL | oL | (09D | e | Ao
Edad -0.267 0.144 -0.37 0.261 0.382 0.341
Colesterol total | -0.267 0.125 0.974 0.143 0.234 -0.250
HDL 0.144 0.125 -0.041 0.262 0.242 0.026
LDL -0.37 0.974 -0.041 0.066 0.174 -0.273
ApoD Llegada | 0.261 0.143 0.262 0.066 0.817 0.67
ApoD 24h 0.382 0.234 0.242 0.174 0.817 0.706
ApoD 48h 0.341 -0.250 0.026 -0.273 0.67 0.706
Tiempo inicio-
reperfusion -0.403 0.155 0.041 0.163 -0.135 | -0.231 | -0.567
endovascular

TGs: Triglicéridos. RE: Reperfusién endovascular. Se muestran los coeficientes de correlacion
de Pearson para aquellas variables en que se obtiene algun valor significativo. En negrita los
significativos con p<0.05 y subrayados aquellos con p<0.01.
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Tabla 3. Andlisis multivariante entre ApoD a la llegada, 24 horas y 48 horas y las
variables de interés clinico y significacidn estadistica en el estudio de correlacion.

Test de Mauchly | Pruebas de contraste intra- Pruebas de contraste inter-
sujeto sujeto

Factor/covariable X2 p valor F p valor .2 F p valor -2
Sexo 2.946 .229 (2,64) .095 .909 .003 (1,32) 2.52 122 .073
Edad 3.233 .199 (2,64) 48,8 744 .009 (1,32) 4.74 .037 129
HTA 2.904 .234 (2,64) .255 776 .008 (1,32) .265 .610 .008
DM 3.192 .203 (2,64) 1.07 .348 .032 (1,32) 1.38 .249 .041
DL 3.381 .184 (2,64) .473 .625 .015 (1,32) 5.93 .021 .156
Tratamiento
hipolipemiante 3.007 222 | (2,64).471 471 014 | (1,32) .155 696 .005
Colesterol 2.827 .243 (2,64) 7.94 .001 .215 (1,29) .085 773 .003
LDL 3.467 A77 (2,56) 5.91 .005 174 (1,28) .001 972 .000
HDL 3.477 176 (2,56) 2.04 .140 .068 (1,28) 1.18 .287 .040
Causa ictus 2.904 .243 (2,64) .204 .816 .006 (1,32) 1.27 .269 .038
Tiempo I-H 2.960 .228 (2,64) .054 .947 .002 (1,32) 2.27 142 .066
Tiempo I-RE 3.823 .148 (2,24) 2.91 .740 195 (1,12) 1.95 .188 .140
Ateromatosis TSA 2.515 .284 (6,60) .656 .685 .062 (3,30) 2.22 .106 182
Ateromatosis IC 3.218 .200 (4,62) .405 .805 .025 (2,31) 1.60 217 .094
ASPECTS 3.189 .203 (2,64) .626 .538 .019 (1,32) .516 AT78 .016
Oclusién gran
vaso 2.656 .265 (2,64) .784 461 .024 (1,32) .715 404 .022
Leucoaraiosis 4.124 127 (2,64) 1.23 .296 .037 (1,32) .458 .504 .014
Volumen tejido
hipoperfundido 3.138 208 | (2,46) 1.01 371 042 | (1,23) .154 .699 .007

Tiempo I-H: Inicio — Hospital.Tiempo I-RE: Inicio — reperfusion endovascular.TSA: Troncos
supra-aérticos. IC: Intracraneal. Causa ictus: se emplea la variable dicotomizada (causa
aterotrombdtica/indeterminada y otras causas). ASPECTS: se emplea la variable dicotomizada
(<9y e 9). Valores obtenidos del test ANOVA de medidas repetidas con disefio inter-sujeto. El
valor - 2indica la proporcion de la variabilidad total de la variable dependiente que se explica
por la variacion de la independiente. Las diferencias significativas se sefialan con fondo gris.

Figura 4. Gréficos de dispersion para” ApoD% y colesterol total y LDL.
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NOTA: En ambos gréficos se ha omitido la representacion de un valor extremo de " ApoD%
(-93.14), pero se ha tenido en cuenta a la hora de representar la linea de tendencia.
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Figura 5. Relacion entre la DL y los niveles de ApoD alo largo del tiempo.
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DL: Dislipemia. Se representan los valores medios de ApoD para cada momento temporal en
dos tipos de individuos, pacientes dislipémicos y no dislipémicos. (*) Se observa significaciéon
estadistica, con ajuste para varias comparaciones de Bonferroni, en la diferencia de las medias
de ApoD a la llegada (p = 0.029) y a las 48h (p = 0.015) entre los pacientes dislipémicos y los

Figura 6. Relacion entre la edad y los niveles de ApoD a lo largo del tiempo.
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Se representan los valores medios de ApoD para cada momento temporal en dos grupos de
individuos, pacientes < 80y e 80 afios. (*) Se observa significacion estadistica, con ajuste para
varias comparaciones de Bonferroni, en la diferencia de las medias de ApoD a las 24h (p =
0.006) y a las 48h (p=0.001).
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Tabla 4. Descripcion de las variables prondésticas en la muestra global y variables
pronésticas transformadas.

Volumen de hipodensidad 24h (cc) 5.05 (0.7 — 10.4) n=35
TH 7 (20%) n=35
TH sintomatica 3 (50%) n==6
Clasificaciéon ECASS TH n=7

HI1 0 (0%)

HI2 2 (28.6%)

PH1 2 (28.6%)

PH2 3 (42.9%)

Remota 0 (0%)
Variables transformadas/ nuevas n=234
" NIHSS (mejoria neuroldgica) 3(0.0-8.0)
Mejoria neuroldgica (Sf) 22 (64.7%)

TH: Transformacion hemorragica. " NIHSS: Variable resultado de la resta NIHSS basal —
NIHSS final. Mejoria neuroldgica definida como ” NIHSS e 4 o un NIHSS final d 1. Los
valores se expresan como mediana y rango intercuartilico o como frecuencia y porcentaje.

Tabla 5. Coeficientes de Spearman para las variables ApoD y las prondésticas

Volumen
" 0 .,
Apob% NIHSS hipodensidad 24h
" ApoD% -0.112 0.096
" NIHSS -0.112 -0.256
Volumen
hipodensidad 24n | 2096 -0.256
ApoD Llegada 0.298 -0.007 0.106

" ApoD%: Diferencia de ApoD porcentual. ” NIHSS: Diferencia NIHSS (basal-final).
No se observa significacién para p<0.05.

Tabla 6. Analisis bivariado entre las variables ApoD y variables pronésticas: Mejoria
neuroldgicay ” NIHSS

Mediana (No) Mediana (Si) N (No) N(Si) | Estadistico U Z-score P valor

" ApoD%
Mejoria NRL 10.10 11.98 12 22 ‘ 118.000 -0.505 0.614
TH 11.73 12.24 27 7 83.000 -0.490 0.624
ApoD Llegada
Mejoria NRL 81.82 90.50 12 22 117.000 -0.541 0.589
TH 90.13 76.79 27 7 ‘ 93.000 -1.256 0.209

Mejoria NRL: Mejoria neurolégica. TH: Transformacion hemorragica. Resultados del Test de
Mann Whitney para la diferencia en los valores de " ApoD% y ApoD Llegada segun la
existencia de mejoria neuroldgica y la presencia o no de TH.
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Tabla 7. Resultados del analisis de regresion logistica y regresion lineal entre las
variables ApoD y las variables pronésticas: Volumen de hipodensidad 24h, mejoria
neuroldgicay transformacién hemorragica.

Regresion logistica

OR IC (95%) p valor

Mejoria NRL

" ApoD% 0.998 [0.970 - 1.027] 0.889

ApoD Llegada 1.005 [0.977 — 1.033] 0.744
TH

" ApoD% 1.016 [0.975 - 1.059] 0.453

ApoD Llegada 0.976 [0.938 — 1.016] 0.232

Regresién lineal
R2
E P valor R? ajustado  Coef. Req. IC (95%)

Vol.hipodensidad 24h

" ApoD% (1,14) .060 0.808 0.002 -0.29 -0.485 [-1.107, 0.869]

ApoD Llegada (1,32) 1.05 0.313 0.32 0.002 0.178 [-0.474 ,1.432]

Mejoria NRL: Mejoria neuroldgica. TH: Transformaciéon hemorragica. OR: Odds Ratio. IC:
Intervalo de Confianza. Coef.Reg: Coeficiente de Regresion. Se muestran en negrita las
variables dependientes y debajo en sangria las independientes para cada regresion. En la
regresion lineal el p valor indica la significacién estadistica del coeficiente de regresion. El
intervalo de confianza muestra los valores que puede tomar el coeficiente de regresion, siendo
no significativos aquellos que incluyen el 0.
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PERFIL SERICO DE APOLIPOPROTEINA D EN PACIENTES CON INFARTO CEREBRAL AGUDO

Autora: Luz Labajos Samos

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

Introduccién: ApoD es una proteina que aumenta
en situaciones de lesion de tejido nervioso y tiene un
papel relacionado con la neuroprotecciéon frente al

estrés oxidativo, inflamatorio y excitotoxicidad. Se ha

—]
descrito su aumento a nivel cerebral en modelos E
animales de ictus.
de

apolipoproteina D (ApoD) a lo largo de 5 dias tras un

Objetivos: Describir los niveles séricos

Casos:

infarto cerebral agudo y compararlos con los niveles A

T

de controles sanos. Estudiar la relacién entre ApoD y
su variacién temporal y las variables de partida, y
analizar si ApoD puede predecir la evolucién clinico-

radiolégica del ictus.

Unidad de Ictus
HCUV

+

T

Ictus isquémico

Controles sanos

Ingreso 24h 48h Sdias/alta

—

Extraccién seriada: CUANTIFICACION DE APO D SERICA ]

Funcién neurol6gica: ESCALA NIHSS

- Clinicas

- Etiolégicas

- Terapéuticas

- Temporales

- Radiolégicas

- Neuro-
intervencionismo

VARIABLES
BASALES

[ Extraccién tnica
| CUANTIFICACION
| DE APODSERICA | ¢

\'d
se s e 28 2@

(@& entigeno se une al
anticuerpo de captura con alta
especificidad

Yol

(® & complejo estreptavidina -
peroxidasa de rébano (HRPO)
une a la Dbiotina

() Se aiade la muestra a los pocillos
preparados con el anticuerpo anti
apoD

[ T 1]

N

vt

(3 E1anticuerpo de deteccion unido
una molécula de biotina se une al
antigeno

se

@ Otras proteinas

® oo

(® Al afiadir sustrato TMB, la HRPO
cataliza una reaccion enzimética
que produce un producto con color
que se mide a 450 nm

Estudio prospectivo de pacientes consecutivos
ingresados en la Unidad de Ictus del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid. Se incluyeron
pacientes con ictus isquémico de < 24 horas de
duracion y se emplearon familiares de primer
grado y edad similar como controles. Se

extrajeron muestras sanguineas
especificamente para este trabajo a la llegada a
la Unidad de Ictus, 24 horas, 48 horas y 5 dias o
al alta. Fueron procesadas para la obtencion de
suero o plasma y cuantificadas por el equipo
investigador mediante ELISA. Se recogieron
variables de partida que incluyen parametros,
clinicos, etiol6gicos, terapéuticos, temporales y
radiolégicos y variables pronésticas para definir

la evolucién clinico-radiolégica del ictus.

RESULTADOS

CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de ApoD en los
distintos puntos temporales ni entre pacientes (n = 34) y controles (n = 7). Se
observé una tendencia de disminucién, siendo los niveles a la llegada los mas
altos observados. Se encontré que el colesterol total y el LDL modifican la

>

variaciéon temporal de ApoD (p < 0.05). Los individuos 2 80 afios presentan
niveles mayores a las 24 y 48 horas frente a los < 80 (p < 0.05) De forma
relevante, los dislipémicos muestran concentraciones a la llegada méas bajos que
los no dislipémicos (p < 0.05). No se demostré que ApoD influyera en la evolucién
clinico-radiolégica del ictus.

1. Perfil sérico de las concentraciones de ApoD a lo largo de 4 momentos
temporales. | |
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3. Relacién entre laDL y los niveles de ApoD
alo largo del tiempo
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5. Relacion

4. Relacion entre la edad y los niveles de ApoD alo
largo del tiempo
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entre la diferencia de ApoD (AApoD%) y el colesterol total y LDL.
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La ApoD sérica no sigue un perfil
de proteina de fase aguda en el
ictus isquémico en la ventana
temporal en que se ha estudiado.
estan

Nuestros resultados

influenciados por una gran

heterogeneidad y un bajo tamafio
muestral y deben interpretarse
como un estudio exploratorio que

ha originado nuevas hipétesis.
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