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HTA: Hipertension arterial

HOMA: Homeostasis model assessment

IL: Interleuquina

ICAM 1: Molécula-1 de adhesidn intracelular

IDF: International Diabetes Foundation

IMC: indice de masa corporal

IRS: Insulin receptor substrate

Iv: Intravenoso
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NHANES Ill: The Third National Health and Nutrition Examination Survey
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PA: Activador del plasminégeno
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1.1  ELICTUS ISQUEMICO

El ictus se define como una alteracién, transitoria o permanente, en
una o varias zonas del parénquima encefalico, causada por un trastorno
circulatorio cerebral. De forma genérica el ictus puede ser isquémico, debido
a una falta de aporte sanguineo, o hemorragico, secundario a la
extravasacion de sangre. El primero de ellos representa el 85% del total de la
patologia cerebrovascular y resulta como consecuencia de una oclusion
arterial que provoca la interrupcion brusca del aporte sanguineo a una zona
del parénquima encefdlico. En el momento en que el grado de hipoperfusion
cerebral alcanza unos niveles que no son suficientes para mantener un
metabolismo y funcionamiento celular adecuados, se provoca un fenédmeno
de disfuncion transitoria o definitiva de las células afectadas, que se
denomina isquemia cerebral. Cuando la isquemia es prolongada, el dafio
celular es irreversible, y se aplica el término infarto cerebral. El tejido
cerebral es muy sensible a la isquemia, y el desarrollo de la muerte celular es
claramente tiempo-dependiente. La velocidad del crecimiento del drea de
infarto es muy variable entre los distintos pacientes y depende sobre todo de
la duracion e intensidad de la isquemia, aunque hay muchos otros factores
relacionados como el grado de circulaciéon colateral, presion de perfusidon
cerebral, glucemia sérica, temperatura corporal y factores genéticos.
Teniendo en cuenta esto, uno de los aspectos esenciales en el abordaje de la

patologia cerebrovascular, reside en la actuaciéon precoz.



‘1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

La patologia cerebrovascular constituye uno de los problemas de
salud mas importantes de la sociedad occidental. La incidencia anual del
ictus, se estima de 200 casos por cada 100.000 habitantes, con una
prevalencia entre 500 y 600 casos por cada 100.000 habitantes. En Espafia se
diagnostican unos 150.000 nuevos casos por cada afio. Ademas esta
patologia tiene una elevada morbi-mortalidad, constituyendo la primera
causa de discapacidad fisica en la poblacion adulta, la primera causa de

mortalidad en la mujer y la segunda en el varén.

Con el aumento de la esperanza de vida, y el envejecimiento de la
poblacién, la tendencia de estas cifras ya alarmantes sera creciente. Por lo
tanto la busqueda de nuevas estrategias que contribuyan a disminuir la
morbimortalidad derivada de la patologia cerebrovascular debe ser un

objetivo fundamental de la investigacion médica.

1.1.2  TERAPIAS DE REPERFUSION

La estrategia terapéutica mas efectiva en el tratamiento del ictus
isqguémico agudo es la reperfusidn precoz. En este sentido, el tratamiento
trombolitico ha marcado un punto de inflexion en Neurologia respecto al
manejo del ictus en su fase aguda, y su objetivo es acelerar la disolucion del
trombo mediante la potenciacién de la actividad fibrinolitica intrinseca® 2 En
la actualidad, el Tpa es el Unico farmaco aprobado para el tratamiento del

ictus isquémico agudo, a raiz de los resultados de los ensayos NINDS | y Il que



fueron dos ensayos clinicos randomizados, controlados con placebo, que
demostraron un 30% mas de probabilidad de ausencia de discapacidad o
discapacidad minima a los tres meses, en los pacientes tratados con
0.9mg/Kg de tPA en las 3 horas siguientes al inicio de los sintomas>. Gracias a
estos ensayos la FDA aprobd en 1996 el uso del tratamiento trombolitico iv
para pacientes con un ictus isquémico agudo de menos de 3 horas de
evolucion®. En Europa, la EMEA aprobd provisionalmente la utilizacién del
tPA en el afio 2002, condicionando su aprobacidn definitiva a la realizacion de
un estudio observacional de seguridad denominado SITS-MOST. Los
resultados del SITS-MOST han confirmado la seguridad y eficacia del
tratamiento trombolitico con tPA administrado dentro de las tres primeras
horas por profesionales acreditados en practica clinica habitual®. Desde
septiembre de 2008, tras los resultados obtenidos por el estudio ECASS-3°
demostrando la eficaz y seguridad del tPA hasta las 4,5 horas del inicio de la
clinica, el tPA iv esta actualmente aprobado en dicha ventana terapéutica y la
EMEA aprobd recientemente la ampliacion de la ventana terapéutica de tPA
endovenoso hasta las 4,5 horas, hecho que ya figura en la ficha técnica del
farmaco. Mas allad de 4,5 horas, en pacientes seleccionados por TC craneal
simple, el tratamiento trombolitico por via sistémica se asocia con
incremento de la mortalidad y una mayor tendencia a desarrollar
transformacién hemorragica sintomatica, por lo que no se ha demostrado un

beneficio clinico del tratamiento con tPA iv en esta ventana terapéutica.

Asi mismo debe destacarse la publicacién reciente del ensayo clinico
International Stroke Trial — 3 (IST-3), que incluyd a 3035 pacientes con ictus
isquémico de hasta 6 horas de evolucidén clinica, sin limite de edad, quienes
fueron randomizados a tPA iv vs placebo. Si bien el estudio no alcanzo

significacion en la variable prondstica primaria (vivo e independiente al tercer



mes, dicotomizado), si se observd una asociacion significativa a favor de tPA
en el analisis de regresidn logistica ordinal. El estudio permite concluir que
los pacientes de mds de 80 ainos también se benefician del tratamiento y que
probablemente existe un subgrupo de pacientes en los que la ventana podria
llegar a las 6 horas. Sin embargo, el tratamiento parece no ser eficaz entre las

3y las 6 horas en los pacientes mayores de 80 afios”.

El tratamiento trombolitico iv potencia la actividad fibrinolitica
intrinseca del organismo, favoreciendo la disolucion del trombo y la
recanalizacidn arterial, con lo que se consigue la reperfusiéon precoz del tejido
isquémico y se evita la lesidn cerebral irreversible. Gracias a ello, el paciente
se beneficia de una reduccidn significativa del déficit neuroldgico a corto

plazo y de un mejor prondstico funcional® 2.

A pesar de todo esto, la realidad es que sigue siendo un farmaco poco
utilizado (aproximadamente el 5% de los ictus agudos), la ventana
terapéutica aprobada es corta (< 4,5 horas) y la recanalizacidon arterial
completa con la trombolisis sistémica se consigue en menos del 40% de los
pacientes tratados (dependiendo de una serie de factores que expondremos
en el apartado siguiente). Estos hechos, han motivado el desarrollo de

numerosos estudios en diferentes ambitos.



1.1.2.1 AMPLIACION DE LA VENTANA TERAPEUTICA PARA EL TRATAMIENTOCON
: TROMBOLISIS EN PACIENTES SELECCIONADOS CON TECNICAS DE
NEUROIMAGEN MULTIMODAL

Una vez superada la ventana terapéutica de 4.5 horas, se entra en el
terreno de investigacion clinica. En estudios observacionales y ensayos
clinicos la administracién de alteplase iv entre 4.5 y 6 horas después del inicio
de la sintomatologia ha demostrado ser tan eficaz y seguro que el
tratamiento en ventana terapéutica de 4.5 horas cuando la seleccién de
pacientes se hace mediante criterios de seleccion de RM multimodal®*® o TC
perfusionil. Estas dos técnicas han demostrado ser muy Utiles a la hora de
identificar la presencia de tejido cerebral potencialmente rescatable, incluso

mas all4 de las 4.5 horas del inicio de la clinica® £,

Actualmente se encuentran en desarrollo varios ensayos clinicos con
tPA iv en ventana extendida y seleccion basada en mismatch PWI/DWI,
calculando en tiempo real mediante software automaticos: EXTEND (9 horas)
y DAWN (ictus del despertar) (Australia), y ECASS-4 (Europa). Existe otro
ensayo clinico con tPA en ictus del despertar, desarrollado a través de un
consorcio Europeo de fondos del 7 Programa Marco, que emplea el concepto
de mismatch entre DWI y FLAIR por resonancia magnética para seleccionar

los pacientes (WAKE-UP stroke).



1.1.2.2 NUEVOS FARMACOS TROMBOLITICOS POR VIA SISTEMICA:

Algunos de los nuevos farmacos tromboliticos que estan actualmente
en estudio, tales como la Desmoteplasa o Tenecteplasa, ofrecen una serie de
ventajas sobre el tPA como su mayor afinidad por la fibrina o su vida media
mas larga. Existen estudios con desmoteplasa en dosis escalonada en fase |l
DIAS y DEDAS™ que mostraban resultados prometedores que no se
confirmaron en la fase Il DIAS-2%. Este estudio en fase Il incluyé un gran
nimero de pacientes que no presentaban oclusion arterial y con escasa
penumbra isquémica, lo cual pudo contribuir a una elevada frecuencia de
respuesta positiva en el grupo placebo. Por este motivo, actualmente esta en
marcha un estudio en fase Ill con desmoteplasa iv en ventana terapéutica de
9 horas, pero seleccionando a los pacientes en funcion de la presencia de
oclusién arterial. Respecto a la tenecteplasa, actualmente se ha publicado un
estudio en fase llb, que incluyé 75 pacientes randomizados para recibir
tratamiento con tPA en dosis habitual frente a tenecteplasa a dosis de 0.1mg
o 0.25mg/kg de peso, el cual ha demostrado que el tratamiento con
tenecteplasa en ventana terapéutica de 6 horas se asocia a mejor evolucién
neuroldgica y mayor tasa de reperfusion comparado con los pacientes

aleatorizados a tPA que mostraban tejido en penumbra en el TC perfusiéon®’,

1.1.2.3 TOMBOLITICOS EN COMBINACION CON OTROS FARMACOS ADYUVANTES:

En la actualidad se esta investigando la combinacion de farmacos

tromboliticos con otros farmacos antitrombdticos, para potenciar su efecto.



Algunos de estos farmacos son (1) Inhibidores directos de la trombina:
Argatroban, en un estudio piloto de seguridad, donde se empleaba
combinado con tPA, habiendo demostrado una tasa de SICH de 6.2% en el
grupo tratado con argatroban®®. Asi mismo se estd estudiando el empleo
aislado de argatroban (estudio ARGIS-1). (2) Antagonista de la glipoproteina
GPllIb-llla: el estudio ABESST-Il obtuvo resultados negativos para el abciximab,
debido a que se asocid con un elevado riesgo de transformacion
hemorragica®. En la actualidad se estd estudiando la combinacién de
abciximab con el reteplase (ROSIE), y la combinacién de epitibatide y tPA
(CLEAR-ER) entre otros. (3) Otros antiagregantes: recientemente se han
publicado los resultados del ensayo clinico ARTIS, que pretendia evaluar la
eficacia y seguridad de la combinacién del tPa iv con 300mg de acido acetil
salicilico. El uso de aspirina iv incrementd el riesgo de complicaciones

hemorragicas, sin asociarse a un mayor beneficio clinico®.

1.1.2.4 FARMACOS TROMBOLITICOS O DISPOSITIVOS DE EXTRACCION MECANICA
' DE TROMBOS A NIVEL INTRAARTERIAL PARA MEJORAR LA EFICACIA DE
RECANALIZACION ARTERIAL

Por un lado la fibrindlisis intraarterial es un procedimiento en el que
se infunde el farmaco fibrinolitico (alteplase, urokinasa) a nivel local, distal al
trombo & intratrombo mediante técnicas neurointervencionistas,
permitiendo alcanzar altas concentraciones de farmaco a nivel local. La
eficacia y seguridad de la fibrindlisis intraarterial usada en las primeras 6
horas en pacientes con oclusidon de la ACM ha sido evaluada en 3 ensayos

clinicos, dos de ellos utilizando pro-urokinasa (PROACT |y II)Q' 2 y otro con



urokinasa (MELT)%. La recopilacion de los resultados de todos ellos indica
gue el tratamiento intraarterial se asocia a una menor tasa de muerte o
discapacidad a largo plazo comparado con los controles tratados solo con

heparina.

Por otro lado, existen técnicas de recanalizacion arterial que emplean
dispositivos endovasculares y que persiguen la fragmentacidén y extraccion
del trombo. En la actualidad, disponemos de varias técnicas mecdnicas para
la extraccion de coagulos de las arterias intracraneales. Son varios los
estudios que avalan estas técnicas, entre ellos destacan: (1) El estudio MERCI,
empleando dispositivo Merci y la técnica de captura® que demostré una tasa
de recanalizacidn de arterias intracraneales del 48% en las primeras 8 horas,
tasa significativamente mas alta que la esperada usando como control el
estudio PROACT Il y controles histdricos (p<0.0001). (2) El estudio Multi-
MERCI® compard la terapia combinada con alteplase iv y trombectomia
mecanica en las primeras horas del inicio de la clinica frente a pacientes
tratados Unicamente con trombectomia mecdnica, obteniendo en ambos
grupos resultados equiparables. (3) El estudio Penumbra, empleando un
dispositivo denominado penumbra y la técnica de tromboaspiracién®, evalué
23 pacientes con ictus isquémicos de menos de 8 horas de evolucion, y
obtuvo una revascularizacién parcial 6 completa del 81,6% de las oclusiones
arteriales. (4) Otras series?2 han empleado dispositivos denominados
stentretrievers, que son stents extraibles que permiten una réapida
restauraciéon del flujo cerebral y una menor duracién de tiempo de
intervencién. Una reciente revision de estas series de pacientes tratados con
stentretrievers, en la que se incluian 262 casos, reportd tasas de
recanalizaciéon arterial del 90% en tiempos muy cortos, logrando un 47% de

pacientes con un mRS<2 al tercer mes, y con tasas de mortalidad y SICH del



7% y 11% respectivamente. El estudio Swift®, un estudio randomizado
multicéntrico y controlado que compard la eficacia y seguridad de MERCI vs.
Solitaire, mostrando una clara superioridad del Solitaire en todos los
indicadores: recanalizacion Solitaire 60% vs. MERCI 24,1%, buen prondstico
58% vs. 33%. Asi mismo el estudio Trevo222 demostré una clara superioridad,
tanto en la tasa de recanalizacién como en el buen prondstico funcional a los

3 meses, del stenttriver Trevo sobre el Merci.

Ademas existe la modalidad de trombdlisis combinada que pretende
asociar por un lado la rapidez en el inicio del tratamiento sistémico y en un
segundo tiempo el probable beneficio de un mayor grado de recanalizacion
con el procedimiento intraarterial, en aquellos pacientes que el tratamiento
iv no haya sido eficaz. Los farmacos utilizados en los primeros estudios fueron
la alteplase y la urokinasa por via intraarterial, y la alteplase por via iv. El
estudio EMS compard terapia iv e intraarterial combinada frente a
trombolisis intraarterial en las 3 primeras horas del inicio de la clinica,
demostrando que la terapia combinada puede ofrecer mds grado de
recanalizacién que la terapia intraarterial aislada®3. Los estudios IMS 1y II**
compararon pacientes tratados con dosis reducidas de tPA iv (0.6 mg/kg en
30 minutos) en las 3 primeras horas del inicio de la clinica, seguidas en caso
de presencia de un codgulo residual de trombolisis intraarterial con tPA en las
5 horas siguientes, con los pacientes tratados con tPA iv del estudio NINDS.
En el primero de ellos, IMS |, se concluyd que la terapia combinada es segura,
aunque no mas eficaz que la iv aislada. El IMS Il incorporé la aplicacién de
ultrasonidos con el dispositivo EKOS durante la infusion de tPA intraarterial,
obteniendo tasas de recanalizacidn superiores al IMS (73% vs 56%), pero sin
diferencias significativas en el prondstico a largo plazo. El estudio en fase lll,

randomizado, IMS-Ill pretendia evaluar si la recanalizacion mediante la



combinacion de trombdlisis endovenosa con dispositivos de trombectomia
mecdnica de primera generacion (MERCI, no stent-retrievers) era superior al
tratamiento trombolitico endovenoso sdlo dentro de las tres primeras horas
desde el inicio de los sintomas. Sin embargo este estudio ha sido detenido el
pasado abril por futilidad. En este resultado negativo seguramente han
influido problemas de disefio del estudio y el empleo de dispositivos ya
obsoletos®. Se encuentran en desarrollo varios ensayos clinicos con
pacientes seleccionados en base a la demostracion de una oclusion arterial
proximal intracraneal, que intentan comparar la trombectomia mecanica
usando stent-retrievers con el mejor tratamiento médico, uno de ellos

desarrollado integramente en nuestro pais (REVASCAT).

‘ 1.1.3 PROBLEMA CLINICO: RESISTENCIA A LA TROMBOSIS EN EL ICTUS
\ ISQUEMICO. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RESISTENCIA A
\ TROMBOLISIS

Con todo lo expuesto en el apartado anterior, desgraciadamente
aunque el paciente pueda recibir tratamiento con trombolisis iv, en menos
del 50% de los casos se alcanzard la independencia funcional a los 3 meses. La
principal causa de esta mala respuesta es la ausencia de recanalizacion
arterial precoz; debido a que se ha demostrado que la recanalizacién arterial
tras el tratamiento trombolitico es un potente predictor de mejoria clinica
precoz y de buen pronéstico funcional a largo plazo® 3637 p pesar de que el
estudio NINDS y otros ensayos randomizados con trombolisis iv, en sus
variables no incluyeron informacién sobre el estado de las arterias, gracias a

diversos estudios se sabe que la tasa de recanalizacidn tras la administracién

iv de tPA dentro de las primeras tres horas se incrementa hasta un 40-60%,



frente a un 24% en caso de una recanalizacién esponténeaﬁ. Un metaanalisis
publicado en el 200728 concluyé que la recanalizacién arterial aumenta entre
4 y 5 veces la probabilidad de buen prondstico funcional, disminuyendo en
una proporciéon similar la probabilidad de muerte a los tres meses. En
términos de neuroimagen, la recanalizacién arterial se asocia con la
disminuciéon del crecimiento del infarto y en algunos casos con la
reversibilidad de la lesién isquémica®®. Por el contrario, la ausencia de
recanalizacidn se ha relacionado con una peor evolucion clinica a corto plazo
y un mal prondstico funcional, asi como con un mayor crecimiento de la

lesion isquémica establecida®® .

Se han identificado varios factores que se asocian con la falta de
recanalizaciéon, que en términos generales estarian en relacién con el
potencial fibrinolitico intrinseco del individuo, el tamafio/composicion del

trombo o factores hemodinamicos** #2. Se podrian dividir en dos subgrupos:

11.1.3.1 LOCALES

Localizacion del trombo: se considera uno de los factores determinantes en

la respuesta a la trombdlisis en oclusiones agudas. Parece que sdlo un 25 %
de los pacientes con oclusion proximal de ACM recanalizan, o lo que es peor

solo un 10% de las oclusiones de ACI intracraneal (oclusién en T)%.

Longitud del trombo: es probablemente un marcador de la localizacién del

trombo; de forma que los trombos con mayor volumen se localizan mas

proximales y resultan mas resistentes a la lisis**.



Composicidon del trombo: la composicion fisica y biomolecular del trombo,

probablemente sea otro factor fundamental, de manera que los trombos
formados en situaciones de éstasis sanguineo, como en las cavidades
cardiacas, son mas ricos en fibrina y mas faciles de lisar que los constituidos
en zonas de turbulencia arterial sobre una lesion arterioesclerdtica de base,
que son mds ricos en plaquetas y mas dificiles de lisar* . Un estudio
reciente ha mostrado que los trombos que son mas hiperdensos en el TC
(medido con unidades Hounsfiled), son mas susceptibles a la lisis con tPA, lo

cual parece que esta en relacion a la composicion del trombo en términos de

fibrina y eritrocitos®.

Flujo residual a través del trombo: la presencia de flujo residual a través de

una arteria parcialmente ocluida, parece estar asociada con una tasa mayor

de recanalizacidn en pacientes con ictus tratados con tPA v’

Factores hemodindmicos locales: tales como Ila presencia de

Estenosis/Oclusién de la arteria cardtida interna homolateral que puede
condicionar una disminucién de perfusion del tPA%: o Ia circulacién colateral,
que seria la responsable del mantenimiento del flujo sanguineo en el arbol
arterial distal a la oclusién jugando un papel importante en la recanalizacién
arterial”. En este sentido nuestro grupo ha publicado recientemente un
trabajo en el que se describe una escala de colaterales leptomeningeas
determinadas en la imagen fuente del TC perfusidon y su correlacién con la

recanalizacién arterial®%.
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Figura 1: Relacidn entre colaterales leptomeningeas determinadas en la
imagen fuente del TC perfusion y la probabilidad de recanalizacidn arterial.

Modificada de Calleja et al, European Journal of Neurology 2012.

11132 SISTEMICOS

Por su parte, los factores sistémicos también podrian influir en la

recanalizacion arterial.

Hiperglucemia: la relevancia de la hiperglucemia resulta cada vez mas
evidente, porque afecta a casi el 50% de los pacientes con ictus agudo. Es un
factor que ademds de afectar al tejido isquémico potencialmente viable,

puede también dificultar la recanalizacién arterial inhibiendo la fibrinolisisL.

Factores hemodindmicos sistémicos (PA o gasto cardiaco): que pueden

influir en la presién de perfusion del fibrinolitico. Hay algunos estudios que



muestran como pacientes con fibrilacion auricular y elevado ProBNP por fallo

. . . .. 52
cardiaco tiene menor tasa de recanallzaaonsf’ E.

Subtipo etioldgico del ictus: algunos estudios han remarcado la diferencia de

eficacia del tPA iv en funcion de la causa del ictus; de forma que los ictus

aterotrombéticos tienen menor porcentaje de recanalizacion®*.
Sexo: en algunos estudios apuntan que los varones recanalizan menos.

Antecedente de DM: el antecedente de DM es otro de los factores que

podria disminuir la probabilidad de recanalizacién arterial®”.

Farmacos previos:(1) Antidiabéticos orales: en pacientes que previamente

estan en tratamiento con Biguanidas los trombos podrian lisarse mas rapido,
pudiendo interferir en la activacidon de la trombina, y disminuir la actividad
del factor Xlll, dando lugar a fibras mds delgadas y con poros mas estrechos.
En el caso de la Glicazida (perteneciente al grupo de las sulfonilureas),
actuarian sobre la red de fibrina del trombo haciéndole igualmente mas
susceptible a la fibrinolisis®®. (2) Estatinas: reducen la formacion de trombina
e inhiben el factor XIII*Z. (3) Acido acetil salicilico: aumenta la permeabilidad
58, 59

de la fibrina del trombo> ==, (4) Warfarina: es un farmaco que puede afectar

a la composicion del trombo®.

Inhibidores enddgenos de la fibrinolisis: niveles altos de PAI-1 se han

asociado a una menor probabilidad de recanalizacidn arterial precoz tras
tratamiento trombolitico en los pacientes con ictus agudo por oclusiéon de la

arteria cerebral media®2.

Ademas, incluso en pacientes con recanalizacidn arterial precoz, se
han determinado otros factores que pueden influir en el prondstico funcional

adverso, como son las complicaciones derivadas del tratamiento de



reperfusion, la gravedad inicial del ictus, la presencia de amplios signos
precoces de isquemia en el estudio radiolégico inicial, la hiperglucemia o las

cifras de TA excesivamente elevadas o disminuidas durante el tratamiento®"
63

En este sentido el SM vy la resistencia a la insulina pueden contribuir a
agravar el problema clinico existente en el momento actual de la resistencia a
la recanalizacién arterial en los pacientes con ictus que reciben tratamiento
con terapias de reperfusion iv, o bien influir en el prondstico de los pacientes
con ictus independientemente de la recanalizacion arterial. Algunos de los
factores relacionados con la resistencia a la insulina que podrian reducir el
potencial beneficio del tPA, serian la presencia de un estado pro-inflamatorio
(la inflamacidn crénica se ha relacionado con una mayor mortalidad tras el
ictus isquémico tratado con tPA%%) y la disfuncién endotelial que conduce a
cambios en pared vascular que podrian interferir en la recanalizacién arterial
y agravar el dafio cerebral post-isquémico®. A pesar de todo ello, hasta el
momento actual no se ha podido demostrar un efecto sobre la resistencia a

la recanalizacion arterial.



1.2 SINDROME METABOLICO Y RESISTENCIA A LA INSULINA

1.2.1 CONCEPTO DE SINDROME METABOLICO. HISTORIA Y DEFINICION
ACTUAL

El SM se caracteriza por la presencia simultanea o secuencial de
algunas de las siguientes alteraciones: resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia compensadora, tolerancia andmala a la glucosa o
intolerancia hidrocarbonada o DM tipo 2, dislipemia aterogénica (incremento
de TG plasmaticos, colesterol VLDL, particulas pequefias de LDL y/o
disminucion de HDL), obesidad central o visceral, HTA, hiperuricemia,
alteraciones hemorreoldgicas y de la fibrinolisis, disfuncion endotelial y

elevacién de marcadores inflamatorios como la PCR.

Sin embargo, actualmente no se dispone de una definicién
universalmente aceptada para el SM, y ha recibido sinénimos como:
sindrome plurimetabdlico, dismetabdlico, de Reaven o sindrome X, o

cuarteto mortifero.

Remontdndonos a la década de los 20 del siglo pasado, encontramos
las primeras descripciones de la asociacion existente entre distintas
entidades clinicas como la HTA, DM vy dislipemia. En 1988, Reaven en su
conferencia de Banting, introdujo por primera vez el término Sindrome X,
para referirse a aquellos individuos en los que tendian a ocurrir una serie de

factores®:

= Resistencia a la captacion de glucosa mediada por insulina



Condicion

Resistencia

Insulina

® |ntolerancia ala glucosa

» Hiperinsulinemia

= Aumento de TGy de las VLDL

= Disminucién del colesterol HDL

= HTA

En el esfuerzo por introducir el SM en la préctica clinica, diferentes

grupos de trabajo en la comunidad cientifica internacional, han propuesto

una serie de criterios cuali y cuantitativos; los cuales responden a dos

aproximaciones diagndsticas diferentes®: (1) La primera enfocada en la

patogénesis del SM, considerando la resistencia a la insulina como el

mecanismo fisiopatoldgico comun que puede conducir a la concurrencia de

los diferentes factores de riesgo metabdlicos mencionados; (2) El segundo

enfoque de la definicion obedeceria a un concepto mas practico desde el

punto de vista clinico, con el propdsito de identificar aquellos individuos mas

susceptibles a desarrollar enfermedad vascular ateroesclerdtica.

Organizacion
Mundial de la
Salud (OMS

Grupo
Americano
Adult Pannel
Treatment lll

Organizacion
Grupo
Europeo para
(ATPIII 2001) Resistencia a
la Insulina
(EGIR, 2002)

Intolerancia a Ninguna, pero Insulina en

glucosa, 3 delos plasma>percen
Alteracion siguientes: -til 75, mas
glucosa en 2de:

ayunas, baja
sensibilidad a la
insulina mas 2 de:

el Estudio de la

Fundacion American

Internacio-

Asociacion
Americana de
Endocrindlo-
Diabetes
(IDF 2005)

Intoleranciaa  Ninguno Ninguno,
glucosa, pero 3 de
Alteracién los
glucosa en siguientes:
ayunas, mas

uno de:




Obesidad Hombre: ratio Cintura Cintura IMC225kg/m2 Aumento de Cintura
central cintura- abdominak1 abdominak cintura abdominalz
cadera>0.90; 02cm 94cm hombres abdominal 102cm
Mujer: ratio hombres y y 280 en (dependien-  hombresy
cintura- 288 en mujeres dodela 288 en
cadera>0.85 y/o mujeres poblacion) mujeres
IMC>30kg/m” mas 2 de: (segun la
poblacion)
Dislipemia TG2150mg/dly/o  TG=150mg/dl  TG>150mg/dl TG2150mg/dl  TG=150mg/  TG=150mg/
aterogénica HDL <35mg/dL y/o HDL y/o HDL y/o HDL dly/o HDL dly/o HDL
hombres y en <40mg/dL <39mg/dL <40mg/dL <40mg/dL <40mg/dL
mujeres hombresyen  hombresy hombresy en  hombresy hombres y
<39mg/dL mujeres<50 mujeres mujeres<50 en en
mg/dL mg/dL mujeres<50  mujeres<50
mg/dL o en mg/dL o en
tratamiento  tratamiento
>140/90 mmhg >130/85 >140/90 mmhg  >130/85 >130/85 >130/85
mmhg oen mmhg mmhg o en mmhg o en
tratamiento tratamiento  tratamiento
Hiperglucemia Intolerancia a >110mg/dI Intolerancia a Intoleranciaa  >100mg/dI >100mg/dI
glucosa, (incluido DM)  glucosa, glucosa, (incluido oen
Alteracion Alteracion Alteracion DM) tratamiento
glucosa en glucosa en glucosa en
ayunas o DM tipo ayunas perono ayunas pero
2 DM tipo 2 no DM tipo 2
Micro- Otras
albuminuria caracteristi-
cas de
resistencia a
lainsulina

Tabla 1: Criterios diagndsticos del SM. OMS: Organizacién Mundial de la
Salud®; ATPIII: Grupo Americano Adult Pannel Treatment 1% EGIR:
European Group for study of Insulin Resistance®; AACE: American
Association of Clinical Endocrinologist®; IDF: International Diabetes
Foundation’y;, AHA: American Heart Association”®. Tabla modificada y
traducida de Arenillas JF et al; Stroke 2007%.

De las definiciones mds en uso de la tabla anterior, que fueron las

primeras descritas, oMs®, EGIR®, ATPII® Ia propuesta por el grupo



americano ATPIII difiere de las otras dos (OMS / EGIR) por no incluir el
binomio resistencia a la insulina/hiperinsulinemia, y ademas destacar la
posicidn central de la obesidad visceral entre los demas criterios. La AACE ha
establecido unos nuevos criterios que podrian considerarse una combinacion
entre los criterios de las organizaciones ATP Ill y OMS. La IDF considera por
primera vez como requisito, la presencia de obesidad central, y utilizando
como medida antropométrica principal el perimetro de cintura, sencillo de

medir en la practica clinica.

La diversidad de estos criterios, no homologables en todas las
poblaciones, ha motivado una critica severa del propio concepto de SM e
incluso cuestionando la idoneidad de su inclusién en la terminologia de la
practica clinica®. Por este motivo en los ultimos afios, se ha publicado una
definicion consensuada y unificada por los diferentes grupos (OMS, IDF, AHA,
International Atheroesclerosis Society e International Association for the
Study of Obesity), que contempla la presencia de tres o mas de los siguientes

cinco criterios’%:

= Aumento de la cintura abdominal (con un punto de corte en funcién

del pais y del grupo étnico).

= Elevacion de los TG o en tratamiento por hipertrigliceridemia

(2150mg/dl 0 1.7mmol/L)

= Disminucion del colesterol HDL o en tratamiento por disminucion del
mismo (<40mg/dl o 1.0mmol/L en varones; <50mg/dl o 1.3mmol/L en

mujeres)

= Elevacion de la presion arterial o en tratamiento antihipertensivo

(TAS2130 o TAD=285mmHg)



= Glucemia basal elevada o en tratamiento por hiperglicemia

(2100mg/dl).

1.2.2 CONCEPTO DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se define, segun el Consenso del Grupo de
Trabajo Resistencia a la Insulina de |la Sociedad Espafiola de Diabetes, 2002,
como la disminucion de la capacidad de la insulina para ejercer sus acciones
bioldgicas en tejidos diana tipicos como el musculo esquelético, el higado o el
tejido adiposo. Es el rasgo comun de diversas enfermedades metabdlicas y no
metabdlicas, como la DM tipo 2, la obesidad, la HTA, las dislipemias o la
enfermedad cardiovascular. Laresistencia a la insulina se puede considerar el
componente esencial del SM, pero ambos términos no son equivalentes. El
SM es un término descriptivo de una situacion clinica de riesgo
cardiovascular; mientras que la resistencia a la insulina se refiere a un

mecanismo fisiopatoldgico.

Estudios previos han reportado, que una elevada proporcién de
pacientes con SM tienen resistencia a la insulina”. Sin embargo existe
diferencia de opiniones respecto al papel de la resistencia a la insulina en el
SM. Primero, la definicidn establecida por la OMS, EGIR, AACE, y por la IDF,
reportadas en el apartado anterior, defienden el prominente papel de la
resistencia a la insulina como el mecanismo fisiopatoldgico subyacente del
SM y consideran la resistencia a la insulina como la Unica alteracion
fisioldgica que puede conducir al desarrollo de todas las alteraciones

metabdlicas que componen el SM. Segundo, las definiciones publicadas por



ATP Il y AHA, consideran los cinco criterios diagndsticos descritos en el

apartado de definicén de SM, como iguales’™ 2.

A pesar de esta aparente confusion, existe una actual tendencia a
dirigir el tratamiento de la DM tipo 2 y la enfermedad cardiovascular, sobre la
resistencia a la insulina’®. Teniendo en cuenta este concepto, la mas reciente
definicién de SM, de la IDF en 2005, ha disminuido a 100mg/dl el valor de
corte para la definicion de SM, el cual es el criterio con mayor valor predictivo

positivo para detectar la resistencia a la insulina.

1.2.3 EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia del SM y de la resistencia a la insulina en la poblacién
varia ampliamente en funcién de la definicidn empleada, asi como de otras
variables tales como el grupo étnico, el sexo y la edad de la poblacién
estudiada. Como ha sido descrito en apartados anteriores, la inexistencia de
una definicién universal para el SM dificulta la estimacién precisa de su

prevalencia.

En Estados Unidos, un estudio desarrollado en 89 localidades, el
estudio NHANES 111”7, que empleaba criterios ATP Ill, mostré una prevalencia
global de SM del 22,8% en el grupo de los varones y del 22,6% en las mujeres.
Considerando el grupo étnico y el sexo de la poblacién de estudio, la
prevalencia fue del 13,9%, 20,8% y 24,3% para varones afro-americanos,
mejicanos-americanos y blancos respectivamente. En el caso de las mujeres
las prevalencias fueron del 20,9%, 22,9% y 27,2% para la poblacion afro-

americana, blanca y mejicana-americana respectivamente. Estos resultados



favorables a la poblacion afro-americana, podrian explicarse por la aplicacién
de los criterios ATP lll, en los cuales ambos criterios lipidicos estan separados,
limitando el efecto de las mayores tasas de HTA y resistencia a la insulina
entre los afro-americanos’. En este estudio se observé asi mismo una claro

incremento de la prevalencia del SM con el aumento de la edad.

En Europa, la prevalencia global del SM obtenida aplicando los
criterios de la OMS, pero excluyendo diabéticos se situa en el 23% (con
limites entre el 7 y el 33% segun la edad) en la poblacion masculinay el 12%
(con limites entre el 5 y el 22% para edades entre 40 y 55 afos) en la
femenina. Aplicando la definicion EGIR”’también en individuos no diabéticos,
se obtiene una menor prevalencia global del SM en Europa, siendo del 16%

en varones y del 9,7% en mujeres.

En Espaiia, el estudio VIVA, incluido en las estimaciones europeas del
EGIR y de caracter multicéntrico, también ha descrito una mayor prevalencia
global del SM cuando se aplican los criterios de la OMS, habiendo detectado
una prevalencia del 19,6% en mujeres y del 25,3% en varones segun criterios

OMS, y del 14,5 % y el 15,6% respectivamente, segun criterios EGIR.

Respecto a la presencia de otros factores que pueden influir en la
variacién de la prevalencia del SM, la edad se ha convertido en un factor
critico y en un instrumento esencial de prediccion para el potencial desarrollo
del SM. En otros estudios realizados tanto en poblacién americana®®, como
en poblacién europea®! también encuentran que la prevalencia del SM
aumenta con la edad en ambos sexos, especialmente a partir de los sesenta
aflos de edad. También se observa que en mujeres con edad
premenopausica, la prevalencia del SM es menor que en el grupo de varones

con edades equivalentes, pero tras la menopausia esta prevalencia aumenta



alcanzando valores comparables a los de los hombres hacia los setenta

afios®2,

Respecto a las diferencias observadas en cuanto a la prevalencia de
SM en funcidn del grupo étnico estudiado, aunque no se conocen las causas
de estas diferencias étnicas, con los datos disponibles se sospecha que
puedan deberse a la interaccidn genes / ambiente. Esta teoria es apoyada por
los resultados de un estudio realizado en EEUU en individuos de raza blanca
(n = 5581), negra (n = 3305) y mejicanos (n = 3477), que mostraba diferente
prevalencia en cada etnia: 17,4% en la poblacidn raza negra, 24% en la
poblacién mejicana y 23,6% en la poblacién de raza blanca; esta diferencia se
mantenia después de realizar el ajuste por distintas variables relevantes tales
como la edad, IMC, consumo de alcohol y tabaco, nivel socioecondmico y

grado de actividad fisica’’.

Todos estos datos mostrados en los estudios descritos, ponen en
evidencia que el SM y la resistencia a la insulina se estdn convirtiendo en
. 83

unos de los mayores problemas de salud existentes en el momento actual®™.
Los continuos cambios en el estilo de vida y en el ambiente, estan
contribuyendo a que el SM y la resistencia a la insulina alcancen dimensiones
de epidemia. Se podria afirmar que una de las fuerzas motrices del SM y la
resistencia a la insulina es la creciente incidencia de la obesidad en el mundo,

constituyendo la enfermedad metabdlica mas prevalente del mundo

occidental.

El estudio WHO MONICA®, realizado entre 1983 y 1986, aporté datos
comparativos de la prevalencia de la obesidad en distintos paises europeos
siendo la prevalencia en Espafia de grado medio en relacidon a la de otros

paises europeos. Respecto a la tendencia actual, el analisis de los datos de la



Encuesta Nacional de Salud de 1987 y 199722, apuntan a un aumento de la
obesidad en hombres entre 55 y 64 afios y mujeres de 65 afos, asi como en
personas con menor nivel educativo. La SEEDO promovid la realizacién del
estudio SEEDO’2000%, que incluyé datos de distintos Comunidades
Autédnomas estimando una prevalencia de obesidad en Espana de 14.5% para
la poblacidn de entre 25-60 afios (15.7% en mujeres; 13.3% en hombres). El

39% de la poblacién adulta se incluye en el grupo de sobrepeso (IMC = 25

kg/mz) siendo un 45% varones y un 32% mujeres entre 25 y 60 afos.
Analizando la influencia de los factores ambientales sobre la distribucién
ponderal, se observd un aumento de la obesidad en la poblacién con nivel
sociocultural bajo y en el medio rural. También se relaciond con la edad,

independientemente del sexo.

‘ 1.2.4  FISIOPATOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO Y LA RESISTENCIA A LA
\ INSULINA

1.2.4.1 ACCIONES DE LA INSULINA'Y MECANISMOS MOLECULARES

La insulina, principal hormona anabdlica y anticatabdlica, es
sintetizada por las células R del pancreas y secretada a la sangre para
posteriormente unirse a su receptor (situado en la superficie celular)

presente en los principales tejidos diana: higado, musculo y tejido adiposoﬂ.

En los tres drganos diana facilita la captacion de AGNE para estimular
la sintesis de TG. En el musculo esquelético, estimula la captacién de glucosa

para la sintesis de glucdégeno, y de aminodcidos para la sintesis proteica.



Sobre el tejido adiposo, la insulina ejerce dos acciones fundamentales: (1)
Adipogénesis, favoreciendo la sintesis de TG; (2) Accion antilipolitica,
disminuyendo la liberacién de AGNE desde el tejido adiposo a la circulacion
sanguinea. A nivel hepatico, la principal funcion de la insulina es suprimir la
produccién de glucosa hepdtica, inhibiendo la gluconeogénesis y Ia

degradacion del glucégeno (figura 2).

INSULINA W’w

» Estimula la captacién de Suprime  produccién de * Adipogénesis:  sintesis
glucosa:  sintesis  de glucosa hepatica: TG
glucdgeno » Antilipolitica: disminuye
" Estimula la captacién de " Inhibe gluconeogénesis y liberacién de AGNE
aminoacidos: sintesis la degradacion de
proteica glucdgeno

Figura 2. Esquema de las principales acciones de la insulina.

La insulina ejerce un papel primordial en la homeostasis de la glucosa
a través de un control neuroendocrino y metabdlico, de manera que
cualquier oscilacidn en los niveles de glucemia se acompaia de la variacién
apropiada en la concentracién de insulina en sangre. Aumenta de manera
muy rdpida el transporte de glucosa como consecuencia del rapido
incremento de las proteinas glucotransportadoras GLUT4 en la superficie de

células musculares y de adipocitos. Existe una relacion lineal entre la



concentracion de insulina en el liquido intersticial y la utilizaciéon de glucosa
en el tejido muscular esquelético, debido a que la insulina presente en el
liquido intersticial es la que se une al receptor especifico en las células
musculares. Este proceso de llegada de la insulina a las fibras musculares
esqueléticas esta controlado por la actividad de las células endoteliales de los
capilares, porque la insulina aumenta el flujo sanguineo en el musculo
esquelético a través de la liberacién de éxido nitrico (NO) desde el endotelio

vascular.

El receptor de la insulina es una proteina heterotetramérica
compuesta por dos subunidades alfa idénticas extracelulares y dos
subunidades beta transmembrana también idénticas entre si y unidas por
puentes disulfuro. Las unidades alfa contienen los “sitios” de unién de la
insulina. Una vez que la insulina interacciona con su receptor y éste es
activado, se inicia el encendido de cascadas de senalizacidon que dependen de
un orquestado numero de interacciones proteicas. Dos vias de transduccion
son activadas por accién de la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa

(PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas) (figura 3).
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Figura 3: Mecanismos moleculares. Activacidn de las vias MAP cinasas
y fosfatidil nositol 3-cinasa (PI3K). Adaptada y traducisa de Olivares-Reyes et
al, Mol Cell Endocrinol 20092,

Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas

a la regulacién del metabolismo energético, que podrian resumirse en:
= Accidn rapida: Transporte de glucosa al interior de las células.

= Acciones intermedias: Sintesis de glucdgeno, sintesis proteica, sintesis

de AG.

= Acciones tardias: Crecimiento celular, transcripcion y expresion

génica.



1.2.4.2 MECANISMOS RESPONSABLES DEL DESARROLLO DE RESISTENCIA A LA
| INSULINA

Son diversos los mecanismos responsables de la resistencia a la

insulina; atendiendo al nivel topografico, se pueden clasificar en:

1. Nivel pre-receptor: antes de la union de la insulina al receptor.

2. Nivel receptor: en la unién insulina-receptor

3. Nivel post-receptor: después de la union de la insulina al receptor.

De una forma gréafica estos mecanismos estan representados en la

figura 4.
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Figura 4: Mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a la
insulina. Modificada de Arenillas JF et al; Stroke 2007,



El nivel pre-receptor y receptor se pueden deber a la presencia de

determinadas moléculas en la sangre que interfieren en el contacto entre la

insulina y el receptor (anticuerpos, proteinas neutralizantes).

Las alteraciones en el nivel post-receptor son los mas frecuentes,

constituyendo el mecanismo fundamental en situaciones tales como DM tipo

2 o en la obesidad. Este mecanismo se asocia a una o varias de las

alteraciones siguientes:

Alteracién en las vias de transmisidn de las sefales que se generan
después de la union de la insulina al receptor, tales como alteracion

en la activacion de proteinas IRS o de la fosfatidilinositol-3-quinasa®.

Antagonismo en la accién de la insulina por adipocinas derivadas del
tejido adiposo. El adipocito es una célula capaz de secretar una serie
de moléculas llamadas adipocitocinas que tienen efectos paracrinos y
autocrinos, y otras que pueden modular la actividad de otros tejidos
sensibles a la insulina (efecto endocrino). El efecto especifico de

algunas de estas moléculas sera expuesto en un apartado posterior.

Antagonismo por la presencia de AGNE y/o AGL, presente en
situaciones de obesidad o DM tipo 2. Los AGL tienen un efecto
inactivador o reductor de la activaciéon de proteinas clave en la
transmisidén de sefiales post-receptor, como IRS o fosfatidilinositol-3-

cinasa.

Incremento del estrés oxidativo: la disfuncién endotelial presente en
casos de obesidad o DM tipo 2, puede generar un aumento del estrés
oxidativo que a su vez puede conducir a una inhibicion de Ia

~ 1 . . . 1
sefializacion del receptor de la insulina® 2.



* |nfluencia de factor genético: se conocen determinados genes que
pueden conferir cierta susceptibilidad individual a la aparicion de la
resistencia a la insulina. Existe una hipotesis denominada “la hipdtesis
del genotipo ahorrador”, propuesta por Neel’?, segin la cual la
seleccion genética habria favorecido a aquellos individuos o grupo
étnico para lograr una conservacion energética dptima para poder
sobrevivir en periodo de hambre. Sin embargo, este genotipo en
época de abundancia de alimentos, tendria un efecto perjudicial
favoreciendo el desarrollo de obesidad, DM o resistencia a la

insulinaZ.

= Aumento de determinadas hormonas contrarreguladoras cuya accion
es opuesta a la de la insulina, como las catecolaminas o la hormona

del crecimiento® 2,

Podria por tanto considerarse que en el desarrollo de la resistencia a
la insulina estdn implicados, por un lado distintos polimdrficos genéticos y
por otro la influencia de factores ambientales entre los que destacaria la
obesidad, la edad y el sedentarismo. La obesidad interviene en el proceso de
la inflamacion®® 22 conduciendo a la resistencia a la insulina mediante la
activacion de serinas quinasas implicadas en la transcripcion de factores
como IkBkinase-B y Jun kinase-1, a Jun kinase isoform® 2. Estos factores
pueden ser activados por multiples estimulos, bien a través de receptores de
membrana especificos como citoquinas proinflamatorias, receptores tipo Toll
y receptores de los productos finales de la glucosilacién avanzada®* % o por
procesos en los que no participan receptores como aquellos desencadenados
por el estrés oxidativo’®. El aumento de la actividad hepéatica de la diana
IkBkinase-B, el factor de transcripcion NF-KB, provoca resistencia a la insulina

en esteatosis hepatica presente en la obesidad, probablemente atribuida al



aumento en la expresion de genes de citoquinas como la IL-6, TNFa, y la IL- 1

108 Actualmente son varias las publicaciones que muestran la relacién
existente entre la resistencia a la insulina, la obesidad y la DM tipo 2 con una
activacion de los marcadores del sistema inmunolégico y de la inflamacion,
tanto en las células del sistema inmunoldgico como en el tejido adiposo™®
1% Asi mismo en los Gltimos afios se han desarrollado nuevas teorias sobre la
implicacion de la activacion del sistema inmunolégico vy la inflamacion en la
etiopatogenia de la resistencia a la insulina, presentando a la resistencia a la
insulina como una estrategia de supervivencia en situaciones de ayuno vy
especialmente de infeccion®. Dentro de estas nuevas teorias, destaca la
hipotesis presentada por el grupo del Dr. W. Ricart que propone que la
aparicion de la resistencia a la insulina podria interpretarse como un hecho
adaptativo al conjunto de diferentes presiones evolutivas, principalmente la
eficiencia energética, la capacidad de almacenar energia y la lucha contra la
infeccidn. Algunos estudios ponen en evidencia como durante la ingesta se
produce una importante entrada de patdgenos pudiendo desencadenarse
una respuesta inflamatoria aguda®’. Las células que participan en la
respuesta metabodlica (adipocitos) e inmunitaria (macrdofagos) tienen una
expresion génica similar, existiendo por tanto una conexion entre las vias
inflamatorias y metabdlicas. Este grupo propone que ante una situacién de
sobrenutricidn, al reactivarse la capacidad del tejido adiposo de inflamarse,
se puede producir una respuesta inflamatoria que puede cronificarse, siendo

esta inflamacion la que a través de distintos mecanismos deterioraria la sefal

de lainsulina.



1.2.4.3 CONSECUENCIAS DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA

La tabla 2 expone una lista de los principales cambios que pueden

ocurrir en los individuos con resistencia a la insulina.

Distintos grados de intolerancia a la Alteracidn de la glucosa en ayunas
glucosa

Alteracidn en la tolerancia a la glucosa
Alteracion en el metabolismo del Aumento de la concentracion de acido Urico
acido urico en plasma

Disminucion del aclaramiento renal de acido
Urico

Dislipidemia Aumento de TG

Disminucién de HDL

Aumento de LDL

Aumento de lipemia postpandrial
Hemodinamicas Aumento de la actividad del Sistema nervioso
simpatico

Aumento de la retencién renal de sodio

Aumento de la presidn arterial

Hemostaticas Aumento del PAI-1

Aumento del fibrinégeno

Disfuncion endotelial Aumento de la adhesion de células
mononucleares

Disminucidn de la vasodilatacién dependiente

del endotelial

Reproductivas Sindrome de ovario polisquistico

Tabla 2: Alteraciones descritas en la resistencia a la insulina. Modificada y
traducida de Reaven G et al, Circulation 200222



La clave de la resistencia a la insulina se encuentra en la funcién,
como organo secretor, del tejido adiposo agrandado e inflamado. Tanto los
adipocitos como las células inmunitarias que infiltran el tejido adiposo,
pueden modificar la expresién de citoquinas, lo cual conlleva a la situacion de
resistencia a la insulina, aterogénesis e inflamacién. Este estado
proinflamatorio quedaria perpetuado por la atraccién de mas factores
guimiotacticos por parte de los macréfagos que infiltran el tejido adiposo,
gue tienen a su vez la capacidad de atraer a un mayor nimero de macréfagos

y cerrar de este modo un circulo vicioso.

La falta de la accion periférica de la insulina conduce a un aumento de
la lipdlisis y una disminucidn del aclaramiento de los AGL, de manera que los
lipidos empiezan a acumularse en otros tejidos y aumenta la concentracion
de AG circulantes. Estos AGL procedentes del tejido adiposo, tienen la
capacidad de interferir en los procesos de captacién y utilizacion de la
glucosa inducidos por la insulina, en el muisculo esquelético, el higado y en el

pancreas’® 1%

A nivel del musculo esquelético, existe una reduccién del
transportador de la glucosa sensible a la insulina, y por tanto de la captacién
de glucosa en el mismo, teniendo como consecuencia una disminucién del
metabolismo no oxidativo de la glucosa y de la sintesis de glucégeno. Todos

, . , . .11
estos fenémenos ocasionarian un estado severo de hiperglucemia®.

A nivel hepatico, la resistencia a la insulina se manifiesta con un
aumento de la produccion hepatica de glucosa, debido a que la insulina no es
capaz de bloquear la neoglucogénesis en los periodos postabsortivos.
Ademas, el exceso de AG causa un aumento en la produccion de las

particulas VLDL, que da lugar a la presencia de dislipemia aterogénica que



caracteriza a este sindrome con la elevacién de los TG, una disminucion del
colesterol HDL, que es la molécula que devuelve el colesterol al higado

(transporte reverso), y aumento de las particulas de LDLZ,

A nivel del pancreas, mientras existe sensibilidad en las células B del
mismo, hay hiperinsulinemia, aunque los niveles de glucemia son capaces de
mantenerse normales durante afios. Como hemos expuesto en la tabla 2, en
el sindrome de resistencia a la insulina, existen distintos grados de alteracion
en el metabolismo de la glucosa, de manera que en unas primeras fases, la
disminucion en la sensibilidad de las células pancreaticas, conlleva un
aumento en la secrecién de insulina, pero cuando el individuo no es capaz de
mantener este balance aparece un estado de intolerancia a la glucosa con
alteracién de las cifras de glucemia basal y postpandrial*2. El siguiente paso
seria el desarrollo de DM tipo 2, cuando ya se produce un fracaso relativo de
la funcién endocrina de las células B, lo cual estd facilitado por la

glucotoxicidad y por la presencia de AG circulantes*®.

Respecto a la presencia de las alteraciones hemodinamicas, que
caracterizan al estado de resistencia a la insulina, se sabe que la insulina tiene
efectos presores mediante la estimulacidn del sistema nervioso simpatico. Asi
mismo facilita la absorcion renal de sodio, produciendo un incremento en la
sensibilidad de la presién arterial al sodio de la dieta, aumentando la
respuesta a la Angiotensina Il y facilitando la acumulacion de calcio
intracelular®®. Algunas de las moléculas secretadas por el tejido adiposo
alterado por la obesidad, son capaces de actuar, bien de una forma directa'®
o bien al generar un estado pro-inflamatorio crénico®, sobre el desarrollo
de la HTA. Ademas en la insulinoresistencia existe un deterioro de la funcion
endotelial, que es capaz de alterar el tono endotelial hacia una

. e . P 11
vasoconstriccion, contribuyendo este fenémeno al desarrollo de la HTA®,



De una forma mds grafica, podriamos representar todos estos

cambios que acontecen en los individuos con resistencia a la insulina en la

siguiente figura (figura 5).
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Figura 5: Esquema de alteraciones presentes en situaciones de resistencia a

la insulina.

Volviendo sobre la tabla 2, vemos ademas algunas consecuencias de

la resistencia a la insulina mas especificas respecto a las alteraciones de la

hemostasia y la disfuncién endotelial, que explicaremos de forma mucho mas

detenida en el ultimo apartado de la introduccidn, acerca de ictus y SM.



1.2.4.4 MOLECULAS RELACIONADAS CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA

Como ya hemos comentado, en el estado de resistencia a la insulina,
esta presente la activacion de un estado proinflamatorio, inducido por la
obesidad!. La alteracién en la secrecién de una serie de factores derivados
del tejido adiposo en individuos obesos participa en el estado inflamatorio
cronico asociado a la obesidad. Estos factores incluyen adipocinas como la
leptina, adiponectina, resistina o visfatina, asi como también quimiocinas
clasicas y citoquinas como TNFa2. Algunos de estos factores derivan no solo
de los adipocitos, sino también de los macréfagos, mostrando la estrecha
relacidn existente entre el SM vy la respuesta inmunitaria. La activacion de la
respuesta inmunitaria innata a través de los receptores tipo Toll (TLR),
causada por el aumento de los niveles nutricionales de AG, también
conducen a la inflamacidon. En este contexto, los animales con deficiencias en
el TLR-4 estan parcialmente protegidos contra el desarrollo de resistencia a la
insulina por elevada ingesta de AG, posiblemente debido a la disminucion de

la expresién de genes inflamatorios en el higado y en la grasa®.

En conjunto, estos reactantes y citoquinas segregadas por el tejido
adiposo tienen un papel muy importante en la fisiopatologia del SM, siendo
responsables del incremento de los problemas vasculares, actuando sobre la

sefalizacion de la insulina, fibrinolisis y adhesion celular al endotelio.

Desde la identificacion a mediados de la década de los noventa de las
primeras adipocinas, leptina®?® y adiponectina?, se ha producido un rapido
avance en el conocimiento de otras moléculas integrantes de la familia. En
este apartado nos centraremos en aquellas moléculas que han sido

determinadas en el segundo trabajo:



1. Péptido-C:

El péptido-CQ' 123

también se denomina péptido conector, debido a
gue es una cadena de aminodacidos que conecta las cadenas A y B de la
proinsulina, siendo metabdlicamente inactivo. Durante la conversion de
proinsulina a insulina, el péptido-C es escindido de las cadenas de la

proinsulina, formandose la molécula de insulina.

El péptido-C y la insulina son secretados a la circulacion portal en
concentraciones equimoleculares (aunque en la circulacidn periférica el nivel
de péptido-C es mayor que el nivel de insulina debido a que su vida media es
mas larga). Se puede afirmar que las concentraciones de péptido-C son un
mejor indicador del funcionamiento de las células beta que la concentracidon
periférica de insulina. Ademas, las determinaciones de péptido-C no miden
insulina exdgena, razén por la cual el péptido-C se mide para diferenciar la
insulina producida por el cuerpo, de la insulina inyectada en el organismo, y
no reacciona de manera cruzada con los anticuerpos anti-insulina, los cuales
interfieren con los inmunoensayos para determinar insulina. El péptido-C

también puede ser usado para diagnosticar la resistencia a la insulina.

Investigaciones recientes sugieren que el péptido-C tiene propiedades
terapéuticas ya que puede jugar un papel en la prevencion o atenuacién de

algunas de las complicaciones vasculares y neurolégicas de la DM.
2. Grelina:

La grelina es un péptido de 28 aminoacidos, y es sintetizada
fundamentalmente por el estémago. Se definié como el ligando natural del
receptor de secretagogos de la hormona del crecimiento. Su nombre

proviene de la raiz proto-indo-europea "ghre" que significa crecimiento.



Tiene un efecto orexigénico, regulando la ingesta y el peso corporal.
Los niveles circulantes de grelina aumentan antes de las comidas y
disminuyen tras la ingesta de alimento. Otras de las funciones de esta
hormona, incluye la secrecién de la hormona GH, un efecto vasoactivo
regulando la presidn arterial y efecto cardioprotector. Asi mismo puede
considerarse que tiene un efecto neuronal, modulando la actividad cerebral
en areas que controlan el apetito. Algunos estudios han demostrado que la
grelina puede actuar como una sefial que favorece el consumo de comida®?.
Estudios en animales han visto que la administraciéon de grelina en roedores
da lugar a un aumento del peso corporal y la adiposidad, debido a que esta
hormona estimula ciertas neuronas hipotalamicas provocando un aumento

del apetito. También ha demostrado tener un efecto antiinflamatorio y

antifibrdtico en modelos murinos con fibrosis pulmonar inducida.

3. GIP:

El GIP es un miembro de la familia de hormonas secretinal?. Esta

molécula, junto con el GLP1 pertenecen a una clase de moléculas conocidas
como incretinas®®. Es un derivado de una proteina de 153 aminoacidos
codificada por el gen GIP. Es sintetizado por las células K que se encuentran
en la mucosa del duodeno y en yeyuno del tracto gastrointestinal.
Posteriormente es trasportado por el torrente sanguineo hasta unirse a sus
receptores que son siete proteinas transmembrana encontradas en las

células beta en el pancreas.

La funcién del GIP es inducir la secrecion de insulina, que es
estimulada principalmente por la hiperosmolaridad de glucosa en el
duodeno?, siendo por este motivo la tendencia actual a denominar a esta

hormona como péptido insulinotréopico dependiente de la glucosa. Parece



que la cantidad de insulina secretada es mayor cuando la glucosa es
administrada oralmente que por via iv. Asi mismo, parece que el GIP tiene un
efecto en el metabolismo del AG a través de la estimulacién de la actividad

de la lipoproteinlipasa en adipocitos.

Algunos estudios demuestran que los individuos con DM tipo 2 no
responden al GIP y tienen niveles mas bajos de secrecién de GIP después de

una comida comparado con un no diabético*%.
4. GLP1:

Es una hormona derivada de la transcripcion de un gen llamado
proglucagdn cuya funcién fisioldgica se fundamenta sobre la concentracion
sanguinea de glucosa. La fuente principal de GLP1 en el organismo son las
células L del intestino, las cuales secretan a la hormona como un producto
intestinal. La forma bioldgicamente activa de la hormona GLP1 son GLP1- (7-

37) y GLP1- (7-36) NH2.

Su secrecion es dependiente de la presencia de nutrientes
(carbohidratos, proteinas y lipidos) en la luz del intestino delgado. Una vez
gue el GLP1 alcanza la circulacién, tiene una vida media de sdlo 2 minutos,
debido a la rapida degradacién por parte de la enzima dipeptidil peptidasa-4
(DPP-4)*2. Es una molécula objeto de multiples investigaciones, debido a que

se plantea como potencial tratamiento en la DME2 £,

Las principales funciones de esta molécula son: (1) aumentar la
secrecién de insulina por parte del pancreas de manera dependiente de la
glucosa; (2) suprimir la secrecién de glucagon del pancreas; (3) incrementar la

masa de las células beta y la expresion del gen de la insulina; (4) inhibir la



secrecion de acido estomacal y el vaciamiento gastrico; (5) suprimir la ingesta

de alimento por medio de la sensacién de saciedad.

5. Glucagén:

Es una hormona peptidica de 29 aminodcidos sintetizada por las
células a del pancreas (en lugares denominados islotes de Langerhans), que
actua en el metabolismo del glucégeno. Algunos de los efectos del glucagdn
podrian resumirse en: (1) Efectos metabdlicos: induce catabolismo del
glucdgeno hepatico y el aumento de la gluconeogénesis, con la consiguiente
cetogénesis; (2) Efectos cardiacos: tiene un efecto inotrépico y cronotrépico
positivo, similar al estimulo beta adrenérgico; (3) Efecto sobre el musculo
liso: induce relajacion intestinal aguda; (4) Otros efectos: induce aumento de

las catecolaminas y la disminucién de la liberacion de insulina.

6. Leptina:

La leptina es una hormona de 146 aminoacidos producida a partir de
un precursor de 167 aminoacidos. Tiene su origen en diversos tejidos,
principalmente en el tejido adiposo, aunque también por el hipotdlamo, el
ovario y la placenta. Fue descubierta en 1944 en el ratdn, y posteriormente

su gen (gen Ob) se localizé en el cromosoma 7 en el humano.

La sintesis de leptina ocurre principalmente, aunque no de forma
excluyente, a nivel del tejido adiposo blanco. Por esta razén, los niveles
circulantes de leptina son proporcionales a la cantidad de grasa corporal. La
secrecién de leptina varia de acuerdo al ritmo circadiano, siendo secretada
en forma pulsatil, y modulada por la insulina y otras. Los cambios en el
patréon de secrecién asociados a la alimentacion estan mas relacionados con

la concentracion plasmatica de insulina que con el peso corporal. Esto se



debe a que la insulina estimula la expresion de la leptina en adipocitos
aislados y, por lo tanto, eleva su nivel circulante. La eliminacién de la leptina

se lleva a cabo principalmente por via renal.

Esta hormona actua como un lipostato, de modo que es liberada a la
circulacion sanguinea cuando la cantidad de grasa almacenada en los
adipocitos aumenta; de manera que genera una senal de retroalimentacion
negativa sobre el hipotdlamo y se inhibe el apetito. Asi pues la presencia de
defectos genéticos que implican la ausencia de leptina determinan, en
ratones y humanos, la aparicién temprana de obesidad médrbida, que puede
ser revertida con la administracion de dicha hormona. Los niveles
plasmdticos de leptina en humanos muestran una alta correlacion con la
masa grasa total, incluso después de pérdida ponderal. Los sujetos obesos
presentan elevados los niveles de leptina, siendo la produccion de leptina por
unidad de masa grasa, similar en individuos obesos y normoponderales. Tras
la pérdida ponderal, los niveles de leptina, que disminuyen por debajo del
valor estimado en funcidn de la masa grasa, pueden indicar al cerebro la
suficiencia de los depdsitos grasos para la reproduccién, el crecimiento, etc.
Parece que es ésta la funcidn principal que ha sido descrita para la leptina, sin
embargo muchos estudios posteriores a su descubrimiento, han descrito una
amplia distribucién de sus receptores en tejidos periféricos, mostrando Ia
participacién de la leptina en diversas funciones fisioldgicas. Estas funciones
fisioldgicas pueden llevarse a cabo a nivel del sistema nervioso central y en

drganos periféricos.

La leptina puede participar en otras acciones tales como Ia

angiogénesis, inmunidad o la reproduccién; de manera que:



Participa en la respuesta inflamatoria a la vez que modifica la funcién
inmune. Estimula la proliferacion de células T CD4+ (hematopoyesis y

linfopoyesis) y la producciéon de citoquinas.

Interviene en la regulacion del inicio de la pubertad y en la funcién de

la reproducciéon®2.

Actla sobre células endoteliales estimulando la angiogénesis y su
posible participacidn en la regulacion de la presion arterial. El exceso
de leptina producido por una gran masa de tejido adiposo pudiera
jugar un papel importante en la génesis de HTA en los obesos a través

de la estimulacidn simpatica y los efectos renales.

Modifica el metabolismo glucidico. En modelos animales con ratones
ob/ob el tratamiento con leptina disminuye los niveles de glucosa sin
modificar los de insulina y mejora la sensibilidad a la misma, es decir

aumenta la captacién de glucosa por los tejidos.

Estimula la lipdlisis en el adipocito, provocando una modificacion del

reparto lipidico en el tejido muscular®,

Constituye una sefial metabdlica fundamental que modula la

secrecion de la hormona del crecimiento.

Estudios recientes sugieren que concentraciones elevadas de leptina

en individuos obesos, aumentan el riesgo de trombosis vascular a

través de un efecto en la agregacion plaquetaria’®®.

Resistina:

La resistina es una proteina rica en cisteina secretada por el tejido

adiposo de ratones y ratas. En los demds mamiferos, al menos en los



primates, los cerdos y los perros, la resistina es secretada por células inmunes
y epiteliales. La resistina también se conoce como CEBPE precursora de la
proteina secretora rica en cisterna’® encontrada en la zona inflamada 3,0
“factor secretor especifico de adipocito”. Entre las proteinas sintetizadas y
liberadas del tejido adiposo, la resistina es una citoquina cuyo papel
fisioldgico respecto a su participacion en la obesidad y la DM tipo 2 es

controvertido.

El nombre de resistina viene dado por la resistencia a la insulina en
ratones con insulina inyectada. La resistina fue encontrada para ser
producida y liberada del tejido adiposo para realizar funciones endocrinas
envueltas en la resistencia a la insulina. La idea primaria proviene de estudios
gue demuestran que los niveles de resistina en el suero aumentan con la
obesidad en numerosos modelos animales y de humanos*>**2. Desde estas
observaciones, investigacién adicional ha relacionado la resistina a otros
sistemas fisiolégicos como la inflamacion y la homeostasis energética,

incluida la relacién con la resistencia a la insulina?®22,

La resistina puede ser una conexion en la conocida asociacién entre la
inflamacién y la resistencia a la insulina, habiendo sido reconocida como un
elemento que contribuye a dicha resistencia®. Este perfil inflamatorio de la
resistina se ve reforzado porque se ha descubierto que incrementa los
eventos trancripcionales, conduciendo a un incremento de la expresién de
varias citoquinas pro-inflamatorias (IL1, lalL6, la IL12 y el TNFa)™** 2%, Asi
mismo, regula la ICAM1, la VCAM1 vy la citoquina CCL2, las cuales se ocupan
de las vias quimiotacticas implicadas en el reclutamiento de leucocitos para

. ., 1
los puntos de infeccion®®.



Se podria afirmar que la resistina tiene un papel incompletamente
definido en la homeostasis energética, debido a que existen estudios con
resultados polarmente contradictorios sobre la relacion entre la resistina con

la obesidad y la DM tipo 2.

Por un lado existe un gran nimero de evidencias a favor, derivados de
estudios que han demostrado una fuerte correlacion entre esta moléculay la

obesidad, habiendo encontrado que los niveles de resistina sérica aumentan

136, 142, 147, 148

al incrementarse la adiposidad (principalmente la adiposidad

central o tejido adiposo acumulado en la cintura®2). Asi mismo, diversos

trabajos han sugerido que existe una correlacidn positiva entre los niveles de

resistina y la resistencia a la insulina®® 221 Este descubrimiento fue

ampliamente demostrado por estudios que confirman una directa

. s . . . . . 1 1 152
correlacion entre los niveles de resistina y los sujetos con DM tipo 213> 147152

133 |a gran cantidad de evidencias que apoyan la teoria que relaciona la
resistina con la obesidad y la DM de tipo 2 es amplia y seguramente seguira
creciendo. Sin embargo, esta teoria carece del soporte de la comunidad
cientifica en su totalidad puesto que continlan emergiendo estudios con

evidencias contradictorias®*%¢,

La mayoria de hallazgos publicados por grupos contrarios a la teoria
de la resistina son exactamente opuestos a lo observado por los defensores
de la teoria; de tal forma que algunos de ellos encontraron una disminucion
significativa de concentraciones séricas de resistina con el aumento de

1 1 1 . ey .
2,18 19 'y hor tanto su asociacion con la DM tipo 2 resulta muy

adiposidad
poco probable. También se han presentado datos demostrando que la
pérdida de peso coincide con el aumento de la resistina sérica'®*. La idea de
que la resistina vincula la obesidad con la DM de tipo 2, resulta aun mas dificil

de demostrar dado que los ultimos estudios han confirmado una amplia



expresion de resistina en varios tejidos y no solo en aquellos caracteristicos

de la obesidad como los adipocitos.

8. Visfatina:

El nombre de esta molécula procede del inglés “visceral fat”, debido a
gue sus niveles se correlacionaban con el tamano de los depdsitos grasos
viscerales. Fue en el afo 2005 cuando identificaron una nueva adipocina que
se expresaba mayoritariamente en la grasa visceral tanto de roedores como

160

en humanos=—. Aparte de en el tejido adiposo visceral, la visfatina es

producida también por la médula espinal, el higado y el musculo esquelético,

161, 162

donde estd implicada en una gran variedad de funciones . Tiene un
papel importante en el control de la adiposidad*®®, teniendo una posible
implicacion en el desarrollo y la diferenciacion de los adipocitos. Modelos
animales sugieren que la visfatina podria jugar un papel en el desarrollo de
obesidad e insulinoresistencia®®®. Algunos de ellos han mostrado como una
alimentacion rica en grasas en roedores conducia a una elevacion de los
niveles de visfatina plasmatica, acompanada de incrementos del ARNm de la
misma en grasa mesentérica (visceral). Sin embargo, estudios posteriores han
puesto de manifiesto cierta controversia sobre el papel de la visfatina en la
obesidad y la resistencia a la insulina. Asi Kloting et al*®® no encontraron
cambios significativos en la expresion del gen de la visfatina en adipocitos del

tejido adiposo subcutaneo y epididimal en un modelo poligénico de SM en

ratas.

Respecto al papel de la visfatina en la obesidad en humanos, los
resultados de los estudios resultan igualmente contradictorios. Asi mientras
algunos trabajos apoyan una correlacién positiva de los niveles plasmaticos

de visfatina con la obesidad visceral®®® %% otros no apoyan esta




asociacion®®” 1% |ncluso algunos estudios en humanos han llegado a asociar

de forma inversa los niveles circulantes de visfatina y el desarrollo de

obesidad®®> %,

Diversos trabajos han demostrado la capacidad de la visfatina de
inducir la produccién de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a, IL-1B e
IL-6 en monolitos CD14+%, que se sabe contribuyen a disminuir la
sensibilidad a la insulina. Sin embargo el papel que juegan el TNF-a, la IL-6 y
otras citocinas proinflamatorias en la producciéon de visfatina es también

controvertido.

Otro de los aspectos cuestionados de las acciones de la visfatina ha
sido la demostracion de las propiedades insulina-miméticas descritas en
distintos tipos celulares y en modelos animales®®®. Sin embargo estos
resultados estan en entredicho porque no han sido corroborados por otros

investigadores.
9. IL6:

La IL6 es una glucoproteina segregada por las células T, células
endoteliales y fibroblastos; aunque su principal fuente se considera los

macrofagos que infiltran el tejido adiposo.

Es un importante mediador de respuesta inflamatoria. Interviene en la
produccién de inmunoglobulinas, en la diferenciaciéon de linfocitos B, activa a
los linfocitos T citotdxicos, células plasmaticas, modula la hematopoyesis y es
la responsable, junto con la IL1, de la sintesis de proteinas de fase aguda en el
higado, en especial fibrindgeno. Es el principal estimulo para la sintesis de

172

reactantes de fase aguda (PCR) en personas obesas sanas——. La IL6 parece

relacionada con la dislipemia, la alteracién hidrocarbonada y la HTA, que son
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tipicas del sindrome de resistencia a la insulina==, de forma que las
concentraciones elevadas de IL6 se relacionan con la resistencia a la

insulina®’® 12,

10. TNFa:

Es una hormona glucopéptida formada por 185 aminoacidos, que
pertenece al grupo de las citocinas liberadas por las células del sistema

inmunitario que intervienen en la inflamacion.

El TNFa esta relacionado con los gldbulos blancos de la sangre, el
endotelio y otros tejidos en el transcurso de distintas agresiones celulares.
Ejerce distintas funciones en diferentes érganos, como la activacion de la
produccion de otros mediadores pro-inflamatorios (IL 1 a la 6) o la inhibicion
de citoquinas anti-inflamatorias*’®. En el hipotadlamo actda sobre el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal, estimulando la liberacion de hormona
liberadora de corticotropina (CRH). En el higado estimula la reaccién
inflamatoria aguda, activando la sintesis de PCR y otros mediadores celulares.

En otros organos aumenta la resistencia a la insulina; inhibe Ia

autofosforilaciéon de los residuos de tirosina de la subunidad beta del

177, 178

receptor de la insulina . La liberacion de TNFa produce activacion local
del endotelio vascular, liberacion de 6xido nitrico con vasodilatacién y
aumento de la permeabilidad vascular, que conduce al reclutamiento de las
células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento, provocando la
activacion de los linfocitos T y B. También aumenta la activacion y adhesion

plaquetarias, y probablemente la oclusidn vascular sea la causa de la necrosis

tumoral, de donde proviene su nombre.



‘ 1.2.5 METODOS DIAGNOSTICOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

Son varios los métodos que sirven en la actualidad para determinar la
resistencia a la insulina, combinando distinto grado de precision y

complejidad.

En la tabla 3 se expone una posible clasificacion en funcién de que las
técnicas analiticas sean a partir de datos basales o tras estimulacion, y en el

caso de las ultimas, segun sea el estimulo oral o iv.

Basados en datos basales Insulinemia basal

Cociente glicemia/insulinemia basal
Modelo homeostatico-HOMA
Otros indices: FIRI, QUICKI, ISI

Basados en estimulo oral (TTOG) Insulinemia estimulada
Otros indices: Belfiore, Cederholm,

Matsuda

Basados en estimulos iv Técnicas de clamp

— Euglucémico hiperinsulinémico
— Hiperglucémico

Minimal Model

Modelo homeostatico-CIGMA

Test de tolerancia a la insulina

Tabla 3: Técnicas para la determinacién de la resistencia a la insulina.



De todos los métodos mencionados, en la actualidad no se puede
hacer una recomendacion en cuanto al mejor método disponible, ya que

todos presentan distintas ventajas e inconvenientes*” &,

El “gold standar” es el clamp euglucémico®®, y por tanto la validacion
de las diferentes técnicas se realiza de acuerdo a su comparacién con dicha
técnica, de manera que una técnica se considera tanto mejor cuanto mas

estrechamente se correlacionen sus resultados con los del clamp*Z.

En el caso de estudios con pocos individuos en los que la precision es
muy importante, lo mas adecuado serian las técnicas de clamp o en su
defecto el “Minimal Model” o el CIGMA; sin embargo en caso de estudios
epidemioldgicos con una muestra amplia de individuos, lo mas adecuado y
practico es la utilizacion de algin método a partir de datos basales, como el
HOMA o incluso la insulinemia basal, aunque esta ultima es de menos
utilidad si se incluyen pacientes con intolerancia a la glucosa o DM. En
concreto en lo referente al indice de HOMA, estudios previos han puesto de
manifiesto que sus resultados guardan una buena correlacién con los del
clamp, tanto en pacientes normotolerantes, como en diabéticos tipo 2182128,
Se trata de un complejo modelo matemadtico que permite que a partir de una
muestra simultanea para glucosa e insulina plasmaticas se puedan estimar la
resistencia a la insulina y la capacidad secretora del individuo. De este
concepto se deriva una de las principales ventajas de este método, que es su
sencillez (una extraccién sanguinea basal). Ademas, para calcular el indice de
resistencia se pueden utilizar formulas relativamente sencillas derivadas de la
original mas compleja (p.ej. insulinemia (mU/mL) x glicemia (mmol/L) /

22,5)%,



Los otros indices basales o los obtenidos tras un estimulo oral han
sido poco utilizados en general y su validez no esta consolidada por el

momento.

1.3 ICTUS, SINDROME METABOLICO Y RESISTENCIA A LA INSULINA

131 FACTOR DE RIESGO DE ICTUS

En relacién a la asociacion entre resistencia a la insulina y la presencia
de factores de riesgo vascular, los datos epidemioldgicos disponibles sugieren
gue la resistencia a la insulina es un factor de riesgo para la enfermedad
vascular, incluida la enfermedad vascular cerebral, cardiaca, adrtica y arterial
periférica. En términos generales, en un estudio transversal de base
poblacional en Holanda, sobre 1.117 individuos, con rango de edad entre 18 y
80 afos, en el que definieron el SM segun los criterios de ATP lll, se encontré
una prevalencia del SM de 46%: 58% en pacientes con enfermedad arterial
periférica, 41% en cardiopatia isquémica, 43% en enfermedad

cerebrovascular y 47% en sujetos con aneurisma de aorta abdominal®®’.

En concreto, en la patologia cerebrovascular, diversos estudios han
reportado la elevada prevalencia del SM en los pacientes con ictus; asi
resultan interesantes los resultados aportados por National Health and
Nutrition Examination Survey entre 10357 sujetosm, en los que la
prevalencia de SM fue significativamente mayor en personas con historia de

ictus (43.5%) frente a sujetos con ausencia de historia vascular (22.8%). El SM

se asocid de forma independiente con historia de ictus en ambos sexos y en



todos los grupos étnicos (OR 2.16; 95% Cl, 1.48-3.16). La asociacion entre
ictus y SM se ha confirmado también en poblaciéon de sujetos mas ancianos,

siendo la frecuencia de SM significativamente mayor en sujetos con historia

188-190

de ictus isquémico ATH . Esta asociacidon soporta la idea del uso clinico
de SM para identificar sujetos con un mayor riesgo de tener un ictus; ademas
la hiperinsulinemia como ya hemos comentado, se considera como uno de
los probables nexos de union entre los componentes del SM, y de éstos con

la existencia de un mayor riesgo cardiovascular®.

Estudios poblacionales de seguimiento a largo plazo de los pacientes
han demostrado que en individuos sanos con SM existe un marcado riesgo de
eventos cardiovasculares, incluido ictus y mortalidad cardiovascular®. En

estudios prospectivos, han reportado una OR ajustada para la incidencia de

ictus isquémico asociado al SM entre 2.1y 2.47, y un hazard ratio de 5.15%%%

12 Esta capacidad predictiva parece independiente de la definicién de SM

gue se emplee, asi como del sexo del sujeto estudiado, la edad, o el grupo

192, 193

étnico . Ademas esta asociacion entre la incidencia de ictus y SM, parece
estar aumentada a medida que aumenta el nimero de componentes del
SM** 12 Otro estudio poblacional publicado mas recientemente, el estudio
Northern Manhattan*?, incluyé un total de 3298 individuos que fueron
seguidos durante 6.4 anos. De ellos un 44% presentaban SM, el cual se asocio

de forma independiente con un aumento en el riesgo de ictus con una OR de

1.5[1.1-2-2].



‘ 1.3.2 ATEROESCLEROSIS INTRA-EXTRACRANEAL

El elevado riesgo de eventos cerebrovasculares que hemos descrito en
el apartado anterior, podria estar derivado en gran parte por la potencial
capacidad del SM de aumentar el desarrollo y la progresion de la
ateromatosis de las arterias cerebrales'®. En este sentido la resistencia a la
insulina representaria un factor crucial en la asociacion de SM vy
ateroesclerosis, debido a los multiples efectos proaterotrombéticos tanto en

el sistema fibrinolitico como en el endotelio vascular*®Z.

Algunos de los mecanismos téxicos de la resistencia a la insulina y el
SM que favorecen la aterosclerosis podrian resumirse en: efecto sobre los

lipidos, elevacion del PAI-1, incremento del fibrinégeno, disfuncién endotelial

198, 199

y aumento del tono vascular . Estos mecanismos combinados estan

recogidos de una forma mas detallada en la tabla 4.

HiperAmilinemia/Toxicidad por Amiloide
Angiotensina ll

Glicacién acelerada/productos de fructosilacién
Envejecimiento (del inglés Aging)

Angiogénesis (induccion de estrés reductor)
Arteriogénesis (hiperfuncion PAI-1)

Ateroesclerosis — Ateroescleropatia
Toxicidad por AGL (del inglés, Free fatty acid)
Lipotoxicidad

Toxicidad por Insulina (hiperinsulinemia/hiperproinsulinemia)

Toxicidad Inflamatoria



Glucotoxicidad y su estrés reductor
Sorbitol
Pseudohipoxia (incremento NADH/NAD)

Toxicidad por HTA

Toxicidad por t-Homocisteina

Toxicidad por TG

Tabla 4: Mecanismos presentes en el SM y la resistencia a la insulina que
favorecen el desarrollo de ateroesclerosis. Modificada y traducida de Hayden
MR et al, Cardiovasc Diabetol 20032,

En situaciones de resistencia a la insulina, parece que la accién
vasodilatadora de la insulina estaria con frecuencia alterada™> en parte
debido a una deficiencia en el reclutamiento de capilares por la insulina en
tejidos diana tipicos (musculo esquelético). La insulina tiene diferentes
efectos sobre la vasculatura: por un lado, estimula la actividad de la enzima
sintetasa de 6xido nitrico del endotelio (eNOS) y la accion vasodilatadora
dependiente del endotelio®, contribuyendo a la disfuncién vasomotora
endotelial, abocando no solo a HTA sino también a aterogénesis. Otros
efectos de la insulina sobre el arbol vascular son: proliferacion de la
musculatura vascular lisa, produccién de PAI-1 por el higado®®, cambios en la
resistencia vascular periférica mediados por neurotransmisores periféricos y
centrales?®, incremento del 10 al 15% en el volumen cardiaco de eyeccion,

liberacion de catecolaminas y ahorro de Na® y agua por el tubulo renal, a

través de la Na'-K*-ATPasa.

Respecto a la ateroesclerosis carotidea, la prevalencia del incremento

del espesor del indice intima-media y de las placas de ateroesclerosis en

204, 205

cardtidas asintdmaticas es mayor en individuos con SM . La resistencia a



la insulina parece tener un efecto deletéreo sobre la ateroesclerosis
carotidea, desde la disfuncion endotelial hasta el crecimiento de las placas;
por tanto aquellas terapias dirigidas a disminuir la resistencia a la insulina
podrian reducir la progresién de la ateromatosis carotidea en pacientes con

SM y DM tipo 22% 27,

En relacion con la ateroesclerosis intracraneal, varios estudios han
descrito la relacién existente entre SM y ateroesclerosis intracraneal®® 2%, |
SM estd presente en la mitad de los pacientes con ateroesclerosis
intracraneal sintomatica; esta cierta propension de las arterias intracraneales
para ser afectadas por el SM, podria reflejar la existencia de una sensibilidad
arterial diferente en las distintas topografias, en relacién con el estrés
oxidativo®®. La asociacién existente entre DM tipo 2 y elevado namero de
ateroestenosis intracraneal, observada en pacientes europeos-mediterraneos
con ateroesclerosis intracraneal, sugiere que la resistencia a la insulina podria

d2¥ 22 pe yna

tener un papel importante en el desarrollo de esta enfermeda
forma mas directa, en otro trabajo mas reciente, dirigido por el director de
esta tesis, se demostré como la resistencia a la insulina, medida en este caso
mediante el indice de HOMA, era un predictor independiente de
ateromatosis intracraneal moderada-grave independiente de cada uno de los

componentes del sindrome metabdlico®:.
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Figura 6. Relacidn entre la resistencia a la insulina, medida mediante
el indice de HOMA (eje de abscisas: “Cuartiles de HOMA”), y la prevalencia de
ateromatosis moderada-severa (eje de ordenadas: “% prevalencia de
ateromatosis moderada-severa). Modificada de Lopez-Cancio et al, Stroke
20125,

Respecto a lo biomarcadores de resistencia a la insulina, se han
correlacionado los niveles de una de estos mediadores (la adiponectina) con

la gravedad de la ateromatosis intracraneal®.

1.3.3 FACTOR PRONOSTICO DEL ICTUS

La mayor parte de los estudios previos acerca de SM/resistencia a la
insulina e ictus, se han centrado, como hemos comentado en el apartado
anterior, en el campo de la prevencién. Sin embargo las investigaciones sobre
el impacto prondstico del SM y la resistencia a la insulina sobre el ictus
isquémico agudo, son mas escasas. Por otro lado, algunos de los

componentes del SM de forma aislada, si que han demostrado que empeoren



el prondstico funcional de los pacientes con ictus. En este sentido, como ya
hemos expuesto, alteraciones relacionadas con el SM vy la resistencia a la
insulina, tales como alteracién en el sistema fibrinolitico endégeno,
hiperglucemia, la disfuncién endotelial, el dafio endotelial crénico, o un

estado proinflamatorio crénico, podrian contribuir a:
=  Amplificar el drea de isquemia

= Presentar mayor resistencia a la recanalizacidén arterial

1.3.3.1 SINDROME METABOLICO, RESISTENCIA A LA INSULINA Y ESTADO
' PROTROMBOTICO

En la tabla 5 se describen algunas de los mecanismos propuestos en el

SM v la resistencia a la insulina que explican las alteraciones de la fibrinolisis

y efecto proaterotrombosis presentes en estos pacientes™>:

Efecto sobre las plaquetas

Disfuncién endotelial

Alteracién de la hemostasia: aumento en la expresion de PAI-1
Estado proinflamatorio

Dislipemia y acimulo de grasa en el higado

Secrecion de adipocinas: efecto directo sobre la pared vascular y células circulantes

Tabla 5: Alteraciones presentes en el SM que generan alteracién en la
fibrinolisis.



Como se expone en la tabla anterior, los pacientes con SM o
resistencia a la insulina, tienen un aumento de los inhibidores de la
fibrinolisis, como el PAI-1, lo cual reflejaria una alteracién en la capacidad
fibrinolitica endégena®® %, Se sabe que el PAI-1 se produce y secreta en el
tejido adiposo (principalmente en el abdominal, mas que el subcutdneo)
regulado por la insulina, de manera que a mayor cantidad de tejido adiposo,
mayor cantidad de PAI-1. Adema3s estudios ex-vivo analizando la estructura y
funcidon de los trombos, en pacientes con/sin SM, objetivan que aquellos
pacientes con SM tienen trombos mds densos y tiempos de lisis mas
prolongados en comparacién con aquellos que no tenian SM; estando estos

hallazgos también estan en relacion con el numero de componentes del

Sm2e (figura 7).
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Figura 7: Relacién entre variables turbidimétricas y el nUmero de
componentes del SM. MaxAbs: mdaxima absorbencia. AUC: area bajo
la curva, que refleja el balance entre la formacién del trombo y la lisis.
LR: tasa de lisis (del inglés lysis rate). LysT: tiempo para la lisis
completa (del inglés time to complet lysis). Modificada de Carter AM
et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol. 20072,

Los trombos obtenidos de pacientes con SM estan compuestas de

fibras mas gruesas y tienen tiempos de lisis mds prolongados en comparacién
219

con aquellos que no tienen resistencia a la insulina



Otras investigaciones llevadas a cabo en sujetos sanos, en los que
provocan distintas situaciones de hipo-hiperinsulinemia y de eu-
hiperglucemia, mediante diferentes clamps, objetivan que Ia
hiperinsulinemia puede provocar una alteracidon selectiva en la fibrinolisis
independientemente de los niveles de glucemia, mientras que la
hiperglucemia puede tener un efecto procoagulante. Demuestran que en
casos de hiperinsulinemia existe menor actividad del PA, debido a un
incremento en la concentracion y actividad de PAI-1; y en casos de

hiperglucemia existe un aumento del complejo trombina-antitrombina y del

factor tisular?? (figura 8).

Complejo trombina-antitrombina Activador del plasmindgeno
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Figura 8: Alteracioén de la fibrinolisis en funcion de los niveles de glucosa e
insulina. Los pacientes con hiperglucemia (dibujados con un circulo) tienen
un aumento en complejo trombina-antitrombina frente a los paciente con
hiperinsulinemia (dibujados en negro) tienen menor actividad del PA, debido
a unincremento en la concentracién y actividad de PAI-1. Modificada de
Stegenga ME et al, Diabetes. 20062,



Este estado protrombdtico propio de la resistencia a la insulina,
estaria también facilitado por un aumento de la viscosidad sanguinea, un
incremento de la actividad plaquetaria y por un estado de
hipercoagulabilidad provocado por una activacion de la cascada de la
coagulacion como consecuencia de una elevacion del fibrinégeno y los

factores VIl y VIII de la coagulacién.

En resumen, todas estas alteraciones descritas en el SM y en la
resistencia a la insulina pueden contribuir a empeorar la respuesta a las
terapias de reperfusién iv en el ictus y al prondstico funcional en general.
Esta observacion podria tener implicaciones practicas a la hora de seleccionar
pacientes con ictus isquémico candidatos a terapias de reperfusion mas

agresivas (terapias intraarteriales).

1.3.3.2 INVESTIGACIONES PREVIAS

Como ya hemos comentado, la mayoria de los estudios se han
centrado en la relacion entre SM y enfermedad cerebrovascular en el campo
de la prevenciéon primaria y secundaria de ictus. Sin embargo el director de
esta tesis, ha publicado algunos trabajos previos en los que se observd que el

SM se asocia con una mayor resistencia a la recanalizacidn arterial y un peor

221,
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prondstico en pacientes con ictus isquémicos tratados con trombolisis i
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El primero de los trabajos**!incluyé un total de 100 pacientes con

ictus isquémico y oclusion de ACM tratados con tPA iv. Un 58% de los

pacientes incluidos, tenian SM de acuerdo a la definicion de AHA/NHLBI-



20052, La tabla 6 muestra el analisis multivariado realizado, incluyendo SM y
cada uno de sus componentes como variables independientes. Se encontré
gue la relacién con la resistencia a la recanalizacién arterial a las 24 horas era
mas estrecha para el SM (OR 4.7, 95% Cl [1.7-13.6], p=0.004) que para cada
uno de sus componentes de forma asilada; lo cual apoya la importancia de

este concepto clinico.

Regresion logistica no Regresion logistica

ajustada ajustada

sM 5.7 (2 1-14.9), 0.0004 4.7 (1.7-13.6), 0.004
Obesidad 2.5 (0.9-6.7), 0.07 2.5(0.8-7.4),0.11
1.3 (0.5-2.9), 0.55 1.3 (0.5-3.4), 0.57
BN o zsassiom
I 3.6 (1.2-11.5), 0.03 3.0 (0.8-10.9), 0.08
P osorison  oswaiaon

Tabla 6: Analisis multivariado que muestra la relacion entre el SM y cada uno
de sus componentes con la resistencia a la recanalizacién arterial. Modificada
de Arenillas JF et al, Neurology 20082,

En el total de la serie, el SM se asocié con mal prondstico funcional a
largo plazo (OR 2.4 [1.1-5.4], p=0.03), aunque dicha asociacién sdélo se
mantuvo significativa tras el ajuste del variables en el subgrupo de pacientes
con ictus isquémico de origen ATH (OR 13.9 [1.3-148.7], p=0.02). En resumen

en este primer trabajo se demostré que los pacientes con SM tienen peor



respuesta a la trombolisis iv, reflejado por una mayor resistencia a la

recanalizacion arterial.

En el segundo trabajo publicado&

, en la misma linea que el anterior,
Arenillas et al observaron que, al igual que estudios previos habian
demostrado que el riesgo de tener un ictus entre la poblacidon con SM era
mayor en mujeres que en varones?2, el efecto de la resistencia a la
recanalizacion arterial en ictus isquémicos agudos, también era superior en el
subgrupo de las mujeres. Incluyeron un total de 125 pacientes (61% con SM
de acuerdo a la definicion de AHA/NHLBI-ZOOSE), con oclusién de ACM,
tratados con trombolisis iv. Como se muestra en la figura 9, el SM se asoci6
con la resistencia a la recanalizacién arterial a las 24 horas de una forma mas

pronunciada en las mujeres (OR 17.5 [1.9-163.1]) que en los varones (OR 5.1

[1.6-15.6]) (p<0.001).
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Figura 9: Relacién entre SM y resistencia a la recanalizacién arterial en

funcion del sexo. Modificada de Arenillas JF et al, Stroke 2009%22.



Estos dos estudios estaban basados en una definicidn clinica del SM, y
por tanto sujeta a diversas criticas, y no en una medida directa de la
resistencia a la insulina, que como hemos estado viendo se puede considerar
el mecanismo fisiopatologico subyacente, ni en una determinacion de

biomarcadores presentes en este tipo de pacientes.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipdtesis es que la resistencia a la insulina, a través de todas
las alteraciones que la acompafan, y que hemos descrito (hiperglucemia,
disfuncion endotelial, estado pro-inflamatorio, alteracion del sistema
fibrinolitico enddgeno), puede contribuir a empeorar el prondstico de los
pacientes con ictus isquémico tratados con terapias de reperfusion
endovenosas, por un lado amplificando el dafio isquémico cerebral y por otro

confiriendo una mayor resistencia a la recanalizacion arterial.
Por tanto los objetivos principales de esta tesis son:

1. Estudiar la relacidn entre la resistencia a la insulina y la respuesta al

tratamiento trombolitico endovenoso del infarto cerebral agudo.

2. Describir el perfil temporal de varias citoquinas relacionadas con la

resistencia a la insulina, durante la fase aguda del infarto cerebral.

3. Investigar la relacién de la concentracién sanguinea de varios
biomarcadores relacionados con la resistencia a la insulina, con el
prondstico de los pacientes con ictus isquémico tratados con tPA

endovenoso.






9 METODOLOGIA
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3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Los dos trabajos que conforman esta tesis, son estudios prospectivos
y longitudinales de cohortes hospitalarias de pacientes con ictus isquémico
agudo en el territorio de ACM de evolucidn que recibieron tratamiento con
tPA iv en un hospital universitario (Hospital Clinico Universitario de
Valladolid) entre junio del 2008 y julio del 2011, siguiendo los protocolos de
la Unidad de Ictus. El periodo de seguimiento fue de 90 dias, e incluyd
evaluaciones neuroldgicas, de neuroimagen, ultrasonograficas, moleculares y
funcionales, mediante la utilizacién de un protocolo preestablecido. Los datos
se registraron en una base de datos de forma prospectiva para su posterior
analisis. El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién

Clinica del centro donde se realizaron los estudios.

3.2 SELECCION DE PACIENTES

A continuacidon se enumeran los criterios de inclusidon y exclusion,

compartidos por ambas investigaciones.

Criterios de inclusion

= Sintomas atribuibles a un ictus isquémico con afectacién del territorio

de la ACM



Detecciéon de una oclusion de la ACM mediante TCCD/TCD,

demostrada previamente al inicio del tratamiento trombolitico.

Realizaciéon de tratamiento trombolitico con tPA iv en una dosis

estandar de 0.9 mg/kg.

Posibilidad de extraccion de muestras sanguineas durante las
primeras 24 horas (en los tiempos requeridos en cada estudio: a las
24-48 horas para el primer estudio; en los tiempos pre-trombolisis iv,
inmediatamente después de la infusién de tPA y a las 24 horas para el

segundo estudio)
Obtencién de consentimiento informado
Ausencia de todos los criterios de exclusidon

Los siguientes criterios son especificos del primer estudio y pretenden

eliminar el potencial efecto confusor de la hiperglucemia sobre el prondstico

de los ictus, asi como la posibilidad de determinacién erréonea del indice de

HOMA por la presencia de insulina exdgena:

Ausencia de tratamiento previo con insulinoterapia

Glucemia al ingreso < 155 mg/dl. Se selecciond este punto de corte,
de acuerdo con nuestro protocolo local de tratamiento de la
hiperglucemia en la fase aguda del ictus, que esta fundamentado en
los resultados del estudio GLIAS?%, en concordancia con el consenso
de la American Diabetes Association?2. El estudio GLIAS identifica un
valor de glucemia = 155 mg/dl como un predictor independiente de

mal prondstico en los pacientes con ictus isquémico agudo.
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Criterios de exclusidon

Ventana temporal acustica insuficiente que impida la monitorizacién

por TCCD/TCD.
Ausencia de oclusion de la ACM por TCCD/TCD
Denegacion del consentimiento informado

Presencia de algun criterio de exclusidon para el tratamiento con tPA

Hemorragia intracerebral en la neuroimagen.

Crisis comiciales al inicio del ictus, excepto que se demuestre
la presencia de isquemia cerebral u oclusién arterial en la

neuroimagen/neurosonologia.

TTPA alargado si el paciente ha recibido heparina sédica en las

48 horas anteriores.

Tratamiento con heparinas de bajo peso molecular a dosis

anticoagulantes en las ultimas 24 horas.

Tratamiento con anticoagulantes orales y INR 2 1.7.

Ictus o trauma craneal en los 3 meses anteriores.

Historia previa de hemorragia cerebral, subaracnoidea o

intracraneal.

Lesion previa conocida en el SNC (neoplasia con riesgo

aumentado de sangrado, aneurisma, MAV, cirugia espinal).



- Plaquetas < 100.000/mm?

- Presidn arterial sistélica 2 185 mmHg y presion arterial

diastélica =2 105 mmHg antes de la infusién, o cuando se
precisen medidas hipotensoras agresivas (mds de dos dosis iv

de hipotensores tras el ingreso en la Unidad de Ictus).
- Glucemia >400 6 < 50 mg/dI.
- Didatesis hemorragica conocida.

- Hemorragia sistémica importante reciente 6 manifestada en el

ultimo mes.

- Retinopatia diabética hemorragica (relativa en funcion de la

situacion neuroldgica del paciente)

- Puncion lumbar ¢ arterial no susceptible de compresién en los

7 dias anteriores.
- Cirugia mayor en los 14 dias anteriores.
- Aneurisma arterial 6 malformacién arteriovenosa cerebral.

El siguiente criterio de exclusién es especifico del segundo trabajo y
pretende eliminar la posibilidad de una alteracion en los niveles de

citoquinas:

= Presencia de comorbilidad que pudiera afectar los niveles de

citoquinas (enfermedad inflamatoria, tumores...).



Proceso diagndstico

Para asegurar la correcta seleccidon de los pacientes, se realizaron de

forma sistematica las siguientes exploraciones:

1. Historia clinica y exploracion fisica.

2. Analitica general en urgencias, incluyendo hemograma, pruebas
basicas de coagulacién y bioquimica, previa al tratamiento

trombolitico.

3. Electrocardiograma.

4. Radiografia de torax.

5. Estudio de neuroimagen con TC previo al tratamiento trombolitico y a

las 24 horas después del mismo.

6. TCCD o TCD para la deteccidn y monitorizacién de la oclusién de ACM

al ingreso en la unidad de ictus.

7. Eco-doppler de los TSA.

8. Durante el ingreso se completd el estudio etioldgico del ictus
mediante la realizacion de ecocardiografia transtoracica y/o
transesofagica, ECG-Holter, deteccidén de shunt derecha-izquierda por
DTC. El estudio inmunoldgico, seroldgico y de trombofilias se reservd

para los pacientes sin factores de riesgo vascular conocidos.



3.3 MUESTRA ESTUDIADA

En el primer trabajo, se estudiaron 193 pacientes consecutivos con
ictus isquémico agudo, que cumplian criterios para recibir tratamiento
trombolitico con tPA iv. De ellos, 109 cumplieron todos los criterios de
inclusién y exclusidén antes mencionados. Las razones para excluir al resto de

los candidatos estan esquematizadas en la figura 10.

1. Pacientes tratados con tPA ev

segun protocolo HCUV 193 pacientes tratados con mPA

endovenoso (Enero 2008 a Julio 2010)

2. Oclusién ACM en TCD pre-bolus

152 presentaron glucemia < 155 al

ingreso
3. Glucemia al ingreso = 155 mg/dl
4. Posibilidad de realizar 540 lusién ACM TCD
Hrizanid a con oclusién y -
2140hn|tor|zat3|0n con TCD en las 1 monitorizados 24h

109 muestras sanguineas en
ayunas disponibles

6. Consentimiento informado 109 pacientes incluidos

Figura 10: Diagrama explicativo del proceso de seleccién de los pacientes
incluidos en el primer trabajo

En el segundo trabajo, se estudiaron pacientes con ictus isquémicos

ingresados en nuestra Unidad de Ictus de Septiembre de 2009 a Julio de



2011, que habian recibido tratamiento trombolitico con tPA ivy en los cuales

se documento oclusién de ACM mediante estudio neurosonoldgico.

Ictus isquémico (Septiembre 2009 - Julio 2011)

Oclusiéon de ACM
en TCCD

Ausencia de Muestras Rankin <1 Consentimiento
comorbilidad sanguineas en 3 informado

que pudiera tpos:
afectar niveles (1) Pre-tPA

de citoquinas (2) Post-tPA

{enf. (3) 24h
inflamatoria,
tumor...)
B —

Figura 11: Diagrama explicativo del proceso de seleccién de los pacientes
incluidos en el segundo trabajo.

3.4  VARIABLES CLINICAS Y RADIOLOGICAS BASALES

Se realizé una historia clinica detallada de todos los pacientes,
recogiendo las siguientes variables clinicas basales (ver cuaderno de recogida
de datos en Anexo |): edad, sexo, factores de riesgo vascular (tabaquismo,

HTA, DM, hipercolesterolemia) y medicacién concomitante. A su llegada a



urgencias, se determind la temperatura corporal, la TAS y TAD, y la glucemia
capilar. Con la informacién de las pruebas complementarias y los datos de
neuroimagen, se clasificé el ictus segun la clasificacion TOAST (Anexo 11)%2¢ en

las siguientes categorias etioldgicas: CE, ATH, otras causas e indeterminado.

El grado de afectacidon neuroldgica se determind mediante la escala
National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS)*?’ (Anexo Ill) en el
momento basal (antes de la administracién de tPA) y a las 24 horas del inicio
de los sintomas. Se defini6 como mejoria o empeoramiento clinico precoz a
la disminucion o aumento en 4 o mas puntos respectivamente en la

puntuacion en la escala NIHSS.

El grado de discapacidad funcional se evalu6 al tercer mes mediante la
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escala de Rankin modificada (mRS)***(Anexo 1V). Se consideré buen

prondstico al tercer mes si su puntuacion era inferior o igual a 2.

En todos los pacientes se realizd una TC basal, para descartar la
presencia de hemorragia y evaluar la presencia de signos precoces de
isquemia, de acuerdo con la escala Alberta Stroke Program Early CT Score
(ASPECST)®L. Tras 24 horas, o antes en caso de empeoramiento clinico, se
practicé una nueva TC craneal. La presencia de edema o transformacion
hemorragica intracraneal se definio segun los criterios de los estudios
ECASS?2. Si la transformacién hemorragica se acompafiaba de un incremento

en = 4 puntos de la escala NIHSS, se clasificod la hemorragia como SICH.



3.5 ESTUDIO ULTRASONOGRAFICO

El protocolo neurosonoldgico incluyé un Eco-doppler o Duplex TSA 'y
un TCD o TCCD previo al inicio del tratamiento trombolitico, ademas de un
TCD o TCCD de control a la hora, dos horas y 24 horas desde el final de la

infusion de tPA, para monitorizar el estado de la arteria.

3.5.1 ECO-DOPPLER DE TSA

Al inicio del tratamiento trombolitico, se realizé en todos los
pacientes, un estudio de Eco-doppler o Duplex TSA (sonda lineal de 5 a 10
MHz; ecégrafo Toshiba Aplio XG: Toshiba Medical System Europe,
Zoetermeer, Nehterlands) para valorar la presencia de patologia carotidea
extracraneal. El diagndstico de estenosis carotidea y la valoracién de su
gravedad se basd en los parametros de velocidad pico sistdlica (VPS) vy

velocidad final diastélica (VFD).

3.52 ECO-DOPPLER/DOPPLER TC

Se realizé un estudio basal completo de TCD y/o TCCD a todos los
pacientes a su llegada a urgencias, previo a la administraciéon de tPA. En caso
de TCD se realizd mediante un equipo power-M-mode-equipped Sonara

(Viasys Healthcare).



En la exploracidn basal, se determind la presencia y localizacién de la
oclusién arterial mediante la escala TIBIZ2%. Una oclusién proximal se definié
por la ausencia de flujo o la presencia de una sefal de flujo minimo (TIBI 0 6
1) en la ACM a una profundidad entre 45 y 65 mm, acompafiada de la
presencia de diversion de flujo en la ACA y/o ACP ipsilateral. El diagndstico de
oclusién distal se realizd6 ante la presencia de un flujo amortiguado o
disminuido (TIBI 2 6 3) en la ACM a la misma profundidad, con una velocidad

menor del 30% con respecto a la misma arteria contralateral, y signos de

diversion de flujo en las arterias vecinas®®.

Para identificar la recanalizacidon, el mismo explorador realizd la
exploracion al final del tratamiento, a las dos horas del inicio del mismo y a
las 24 horas. Se definié recanalizacidn parcial la aparicion de un flujo
amortiguado o disminuido (TIBI 2 6 3) en una arteria que presentaba
inicialmente flujo ausente o minimo (TIBI 0 6 1). La mejoria del flujo hasta
alcanzar un patron estendtico (TIBI 4) o normal (TIBI 5) se considerd
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recanalizacién completa . La ausencia de cambios de flujo arterial se

considero falta de recanalizacion arterial.



TIBI (: sefial ausente

TIBI 1: espiculas sitdlicas de duracion y velocidad
variables. No sefial distdlica

TIE] 2: aceleracion sistolica aplanada, velocidad
diastélica positiva e indice de pulsatilidad <1,2

TIBI 3: aceleracion sistolica normal, velocidad
distolica positiva, velocidades medias = 30%

. p"
respecto al lado contralateral

\{:,i"‘!""ﬂ:"dt‘i:-—'.'ﬂ-:'.- '-.'_h_‘!'\-..:a'-:--! Chk

TIBI 4: velocidad media =30% respecto al lado
contralateral v signos de turbulencia & = 80 cm/seg
de velocidad media

TIBI 5: sefial comparable al lado contralateral o
lado sano

Figura 12: Patrones de flujo de TIBI. Modificado de Demchuk et al, Stroke
2001%°,

45mm 55mm

Figura 13: Escala TIBI. Patrones de oclusién (TIBI 0-3) en funcion de la
distancia relativa del trombo al segmento arterial insonado. Cortesia del Dr.
Carlos Molina, Hospital Vall d’Hebron.



Figura 14: EscalaTIBI. Patrén estendtico (TIBI 4) y patron normal (TIBI 5).

3.6 VARIABLES PRONOSTICAS

Los parametros clinico-radioldgicos analizados como variables prondsticas

fueron:

a) En el primer estudio:

= Buen prondstico al tercer mes.

=  Volumen del infarto en TC 24 horas.

* Transformacién hemorragica sintomatica.

b) En el segundo estudio:

= Buen prondstico al tercer mes.

= Presencia de mejoria clinica precoz.

= Volumen del infarto en TC 24 horas.



» Transformacidon hemorragica sintomatica.
Respecto a las variables prondsticas del estudio neurosonoldgico:
a) En el primer trabajo:

= Resistencia a la recanalizacién completa arterial en las primeras 24

horas.
b) En el segundo trabajo:

= Recanalizacidn arterial completa/parcial en las primeras 2 horas.

3.7 PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA
MEDIANTE EL INDICE DE HOMA

En el primer trabajo, se determind la resistencia a la insulina mediante
el indice de HOMA siguiendo la féormula descrita por Matthews et al®% indice
de HOMA = glucosa mg/dL x insulina mU/L/ 405. Las muestras sanguineas
fueron obtenidas 24-48 horas después de la admisidn del paciente en la
Unidad de Ictus. La determinacién de la insulina y la glucemia basal, para el

calculo de la resistencia a la insulina siguid el siguiente procedimiento:

= Examen cuidadoso para descartar cualquier circunstancia considerada

criterio de exclusién (véase apartado 3.1).

= Extraccidén de sangre de una vena antecubital en ayunas, que se dejé

reposar a la temperatura de la habitacién durante 15 minutos.

= Centrifugacidon 3500 rpm a 42C durante 15 minutos.



= Pipeteado del suero en alicuotas. Etiquetado mediante cédigos que

aseguraran un posterior andlisis ciego de las muestras.

* |nmediata determinacion de la concentracion de insulina mediante un
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ARCHITECT insulin
assay; ABBOTT, Wiesbaden, Alemania). Esta concentracion estd

expresada en miliunidades por litro.

= |nmediata determinacién de la concentracién de glucosa empleando

métodos estandarizados, y expresado en miligramos por decilitro.

= Ambas determinaciones fueron realizadas por duplicado, empleando

para el analisis el valor medio de ambas determinaciones.

3.8 PROTOCOLO DE DETERMINACION DE LAS MOLECULAS RELACIONADAS
CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA

En el segundo trabajo, se determind la concentracién de los distintos
biomarcadores relacionados con la resistencia a la insulina. Las muestras
sanguineas fueron obtenidas antes del inicio de la infusién de tPA v,
inmediatamente después de finalizar la perfusion de tPA iv y a las 24horas de
la admision en la Unidad de Ictus. Ademas se extrajeron muestras a 10
controles voluntarios sanos de edades similares al grupo de pacientes, que
fueron reclutados de entre los trabajadores del Hospital Clinico Universitario
de Valladolid. La determinacion de las moléculas siguié el siguiente

procedimiento:

1. Examen cuidadoso para descartar cualquier circunstancia considerada

criterio de exclusién (véase apartado 3.1).



2. Extraccion de sangre de una vena antecubital en ayunas, que se dejé

reposar a la temperatura de la habitacidn durante 15 minutos.
3. Centrifugacion 3500rpm a 49C durante 15 minutos.

4. Pipeteado del plasma en alicuotas. Etiquetado mediante cddigos que

aseguraran un posterior andlisis ciego de las muestras.
5. Almacenamiento en un congelador a -80°2C hasta su analisis.

6. Determinacion de la concentracion de las distintas moléculas
(Péptido-C, Grelina, GIP, GLP1, Glucagon, Insulina, Leptina, Resistina,
Visfatina, IL6 y TNFa) empleando un multiplex Bio-Rad assay
(Hercules, CA, USA) en la Unidad de Investigacion Biomédica del
Hospital Clinico Universitario de Valladolid (IBC). Estas

concentraciones estan expresadas en nanogramos por mililitro.

3.9 ESQUEMA DEL PROTOCOLO DE AMBOS ESTUDIOS

Las figuras 15 y 16 muestran los esquemas de protocolos de ambos

trabajos.



Figura 15: esquema del protocolo del primer trabajo

Pre-tFA

Figura 16: esquema del protocolo del segundo trabajo



3.10 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se ha realizado utilizando el paquete estadistico
SPSS (version 17.0; SPSS, Chicago, IL). Inicialmente se realizd la estadistica
descriptiva (media, desviacion estandar, mediana, intervalo, tablas de

frecuencia) de las principales variables.

Posteriormente se ha realizado el andlisis bivariado. Se ha empleado
el test x2 para comparar dos variable categoéricas, y la T student o U de Mann
Whitney, segun lo apropiado, para comparar una variable categérica y una
variable continua. Todas las variables continuas excepto NIHSS, ASPECTS,

leucocitos y plaquetas, siguieron una distribucién normal.

En el primero de los trabajos, la variable prondstica primaria fue
prondstico funcional al tercer mes, y los endpoints secundarios fueron
resistencia a la recanalizacién arterial, SICH y volumen de la hipodensidad a
las 24horas. Se aplicaron modelos de regresion logistica, cuando se
observaban diferencias  estadisticamente  significativas  en los
correspondientes andlisis bivariados, para evaluar la relaciéon entre la
resistencia a la insulina (indice de HOMA), mal prondstico funcional al tercer
mes, SICH, volumen del infarto y resistencia a la recanalizacién arterial.
Incluimos en estos modelos aquellas variables con p<0.1 en el
correspondiente analisis bivariado. Ademds, computamos la edad, sexo, y
otras variables con ORs significativas para un mal prondstico funcional al
tercer mes y resistencia a la recanalizacidn arterial asociados con un aumento
en los terciles de HOMA, tomando el tercil inferior como referencia. Los

resultados de los modelos de regresién logistica se expresaron en forma de



cociente de probabilidades (OR) y su correspondiente intervalo de confianza

al 95% (Cl). Un valor de p<0.05 se considerd como significativo.

En el segundo trabajo, el anadlisis de los biomarcadores relacionados
con la resistencia a la inulina, se realiz6 mediante test no paramétricos. Las
concentraciones de las proteinas requirieron una transformacién logaritmica,
para satisfacer una hipodtesis lineal. Los niveles de los biomarcadores fueron
en primer lugar comparados entre el grupo de pacientes y los controles sanos
empleando el test de U de Mann-Whitney. La variacion de los niveles de
proteinas durante las primeras 24 horas, fue evaluada con el test de
Friedman y Wilcoxon. La correccion de Bonferroni fue empleada para
comparaciones multiples considerando p<0.016 como estadisticamente
significativa. En este segundo trabajo, las variables prondsticas fueron
prondstico funcional al tercer mes, mejoria neuroldgica precoz,
recanalizacion arterial a las 2 horas, volumen del infarto y SICH. La relacién
entre estas variables prondsticas y los niveles de los biomarcadores se analizé
en distintos pasos. Primero, para evaluar la relacion entre los biomarcadores
(incluidos la variacion de sus niveles en las primeras 24 horas) y las variables
prondsticas, se aplicaron modelos de regresidon logistica crudos. Aquellas
moléculas que mostraron una p<0.2 en los respectivos analisis de regresion
crudos, fueron incluidas en un modelo de regresidon multiple ajustado por las
variables basales que habian mostrado una p<0.1 en analisis bivariado
correspondiente. Los resultados de los modelos de regresion logistica se
expresaron en forma de cociente de probabilidades (OR) y su
correspondiente intervalo de confianza al 95% (Cl). En un segundo paso, se
calcularon curvas COR, en aquellas moléculas que habian mostrado una p<0.1
en los modelos de regresién logistica ajustados, con el objetivo de

determinar su valor predictivo debajo de la curva asi como el mejor valor de



corte para discriminar entre un prondstico favorable y desfavorable. Se
escogieron puntos con AUROC por encima de 0.6 para dicotomizar las

variables.






9 RESULTADOS







I RESULTADOS I

Los resultados de los dos trabajos de investigacidn presentados en
esta tesis, han sido publicados en Diabetes Care el primero de ellos y en

Journal of Diabetes Research and Clinical Metabolism el segundo (Anexo V).

41 CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

En el primer trabajo, se estudiaron 109 pacientes consecutivos, con
oclusién de ACM documentada y que no presentaban hiperglucemia al
ingreso >155mg/dl, que fueron tratados con tPA iv. Cuarenta y siete (43.1%)

de ellos eran mujeres con una edad media de 71.0+11.3 afos.

En la tabla 7 se presenta un resumen de las principales caracteristicas
demograficas y variables basales de la poblacidn perteneciente al tercil
superior de HOMA frente a la poblacidn perteneciente al resto de los terciles

de HOMA.

VARIABLE Grupo total Tercil superior Resto de terciles

n =109 n=38 n=71

Sexo, femenino 47 (43.1%) 18 (47.4%) 29 (40.8%) 0.512
Edad 71.0£11.3 70.57£12.49 71.23+10.76 0.774
Fumador activo ultimos 5 afios 28 (25.7%) 9 (23.7%) 19 (26.8%) 0.726

Habito enélico > 40 g/d I 9 (8.3%) 1(2.6%) 8 (11.3%) 0.119




Historia de HTA o diagndstico en el 68 (62.4%) 25 (65.8%) 43 (60.6%)
ingreso

DM 12 (11%) 8(21.1%) 4 (5.6%)
Hipercolesterolemia 45 (41.3%) 17 (44.7%) 28 (39.4%)

Tratamiento previo con aspirina 29 (26,6%) 10 (26.3%) 19 (26.8%)

30 (27.5%) 12 (31.6%) 18 (25.4%)
CE

51 (46.8%) 15 (39.5%) 36 (50.7%)
ATH 25 (22.9%) 13 (34.2%) 12 (16.9%)
IND 27 (24.8%) 9 (23.7%) 18 (25.4%)
Lacunar 5 (4.6%) 1(2.6%) 4 (5.6%)
Otros 1(9%) 0 (0%) 1(1.4%)

Glucemia pre-tPA, mg/dL 107.57+21.76 114.81+20.96 103.70+21

Leucocitos, x103/ ul 7960 8695.00 7100
(6230-9090) (7047.5-9565.0) (5760-8730)

Plaguetas, x10°/pl 202000 206500 195000
(164500 - 234500)  (175000-236000)  (162250-230000)

TAS basal, mm Hg 147.81+23.84 151.42+20.26 145.88+25.49

TAD basal, mm Hg 78.44+14.03 80.60+13.57 77.28+14.22
ASPECTS 10 (9.25-10) 10 (9-10) 10 (9.75-10)

0.591

0.014

0.592

0.960

0.094

0.488

0.292

0.610

0.010

0.007

0.298

0.250

0.240

0.970

Tabla 7: Distribucién de variables demograficas y basales del total de
pacientes, y de la poblacion perteneciente al tercil superior de HOMA frente
a la poblacion perteneciente al resto de los terciles de HOMA.



Un analisis univariado mostré que los pacientes pertenecientes al
tercil superior de HOMA tenian una historia de DM mads frecuente (p=0.014),
glucemias pre-tPA mads elevadas (p=0.01), y mayor concentracion de
leucocitos en sangre (p=0.007). Sin embargo no existian diferencias
estadisticamente significativas en las principales variables basales prondsticas

en los diferentes grupos, incluyendo edad y NIHSS.

En el segundo trabajo se incluyeron un total de 52 pacientes
consecutivos con ictus isquémico y oclusion documentada de ACM, tratados
con tPA iv. De ellos, 32 (61.53%) eran mujeres, edad media de 75.38+8.89
afios y con una mediana de NIHSS de 15 (9-21). La tabla 8 muestra la
distribucién de las principales variables demograficas y clinicas, asi como los

niveles basales de los biomarcadores.

Sexo, femenino 32 (61.5%)

Edad 75.38 £ 8.89
Fumador activo ultimos 5 afios 11 (21.2%)

Historia de HTA o diagndstico 32 (61.5%)
en el ingreso




Glucemia ayunas 24h,mg/dL
Leucocitos, x10°/pl
Plaquetas, x10%/pl

I
I
I

TAS, mm Hg

TAD, mm Hg

ASPECTS

Péptido C_Oh, pg/ml

Péptido C _1h, pg/ml

Péptido C _24h, pg/ml
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

107.25 £ 33.61
8.15 (6.43-9.28)
193 (165-229)
153.42 £17.16
79.98 +10.67
9 (8-10)
1427.10(1161.46 - 2032.30)
1925.43 (1471.33 - 2818.98)
1649.31 (1209.86 - 2173.72)
Grelina_0h, pg/ml 62.50 (38.77 - 135.74)
Grelina_1h, pg/ml 93.99 (51.40 - 156.83)
Grelina_24h, pg/ml 116.66 (84.62 - 150.83)

GIP_Oh, pg/ml

725.04 (545.93 - 1002.32)
1279.23 (1007.16 - 1892.57)
919.35 (805.26 - 1105.59)
1791.20 (1252.83 - 2731.15)

46.54 (25.44 - 118.08)

109.51 (63.51 - 194.32)




Insulina_24h, pg/ml 2945.71 (2303.15 - 4827.09)
Leptina_Oh, pg/ml 2317.50 (1463.35 - 4120.33)

Leptina_1h, pg/ml 2560.31 (1370.97 - 3990.47)

Leptina_24h, pg/ml 1933.93 (1307.49 - 5403.32)

2766.56 (1929.42 - 5640.59)
1816.83 (1411.92 - 3251.75)
1886.38 (35.68 - 7853.48)
20.17 (14.86 - 31.44)

IL6_24h, pg/ml 32.31(22.63 - 48.08)
TNFa_0h, pg/ml 36.13 (26.27 - 54.19)
TNFa_1h, pg/ml 37.20 (22.83 - 66.67)

TNFa_24h, pg/ml 46.43 (33.71 - 59.33)

Tabla 8: Distribucién de las principales variables demograficas y clinicas, y de
los niveles basales de los biomarcadores.

4.2 PERFIL TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA
RESISTENCIA A LA INSULINA

Los niveles de las moléculas relacionadas con la resistencia a la

insulina, fueron superiores en el grupo de los pacientes frente al grupo



control, en la mayoria de los tiempos estudiados, y con excepcién de la

leptina.

Respecto a la variacién de los biomarcadores durante las primeras 24

horas, la mayoria de las moléculas experimentaron un incremento

progresivo a lo largo de las 24 horas (grelina, GLP1, IL6 y TNFa), algunas de

ellas mostrando un pico en la primera hora y después un descenso en las

siguientes 23 horas (péptido-C, GIP, glucagdn, insulina, leptina, resistina y

visfatina). El perfil temporal de estos biomarcadores esta representado en la

figura 17.
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Figura 17: Perfil temporal de los biomarcadores. Las lineas rojas muestran la
variacién en la concentracion de los biomarcadores en las primeras 24 horas
en el grupo de pacientes, frente a las lineas azules que representan los
controles sanos.

* p valor para la comparacion de la concentracion en cada tiempo con los
demas tiempos, determinado mediante el test de Wilcoxon en el grupo de
pacientes.

** p valor global para la variacién de la concentracién de los biomarcadores
en las primeras 24 horas, determinado mediante el test de Friedman en el
grupo de pacientes.

*** p valor para la comparacién de los niveles de los biomarcadores entre el
grupo de pacientes y el grupo control.

No encontramos ningun tipo de correlacidn entre los valores basales
de ninguna molécula y la glucemia pre-tPA. Respecto a la glucemia a las 24
horas, se encontraron correlaciones significativas entre el GIP a las 24 horas
(r=-0.42, p=0.006) (Figura 18), péptido-C a las 24 horas (r=-0.35, p=0.02),
grelina a las 24 horas (r=-0.34, p=0.03), GLP1 a las 24 horas (r=-0.43,
p=0.006), resistina a la 1 hora (r=0.37, p=0.01) y el incremento de glucagén

en las primeras 24horas (r=0.36, p=0.02).
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Figura 18: Correlacidn entre el GIP a las 24 horas y la glucemia a las 24 horas.

43 EVOLUCION FUNCIONAL A LOS TRES MESES

‘4.3.1 RESISTENCIA A LA INSULINA, MEDIANTE EL INDICE DE HOMA, Y
‘ PRONOSTICO A LARGO PLAZO

En el primero de los trabajos, del total de los pacientes estudiados 34
(31.2%) tenian un mRs >2. El indice de HOMA fue superior en el grupo de mal
prondstico (1.66 [95% ClI 1.08-2.73]) frente al grupo con buen prondstico
funcional al tercer mes (1.29 [95% Cl 0.81-1.88]; p=0.02). La probabilidad de



buen prondstico funcional al tercer mes decrecid gradualmente con el

incremento de los terciles de HOMA (Figura 19).
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Figura 19: Porcentaje de buen prondstico en funcién de los terciles de HOMA.

En un modelo de regresién logistica ajustado por edad, NIHSS basal,
glucemia pre-tPA y ASPECTS, el tercil superior de HOMA se asocié de forma

independiente con mal prondstico comparado con el tercil inferior (OR 8.54

[95% Cl 1.67-43.55]; p=0.01, como se muestra en la tabla 9.

HOMA-IR Terciles OR ratio para mal prondstico ”

Tercil inferior Referencia
HOMA<1.03

Tercil medio OR 2.965 [0.61-14.4] 0.178
HOMA 1.03-1.71




Tercil superior OR 8.544 [1.67-43.35] 0.01

HOMA<1.71

Tabla 9: Terciles de HOMA y prondstico funcional a largo plazo. Los
resultados muestran andlisis multivariado ajustado por edad, NIHSS basal,
glucemia pre-tPA y ASPECTS, para el prondstico a largo plazo asociado al
incremento de los terciles de HOMA, empleando el tercil inferior como
referencia.

Un analisis bivariado identificé al sexo femenino (p=0.026), la edad
(p=0.034), historia de DM (p=0.005), elevado NIHSS al ingreso (p<0.001) y
niveles de plaquetas (p=0.049) como las variables significativamente
asociadas con mal prondstico funcional al tercer mes, como se refleja en la

tabla 10.

VARIABLE Buen prondstico al tercer | Mal prondstico al tercer

mes
(n=75)

Fumador activo ultimos 5 afos 19 (25.3%) 9 (26.5%) 0.900

Habito endlico 7 (9.3%) 2 (5.9%) 0.544
HTA 46 (61.3%) 22 (64.7%) 0.736

4 (5.3%) 8(23.5%) 0.005

Y

32 (42.7%) 13 (38.2%) 0.663
21 (28.0%) 8 (23.5%) 0.625
- o[ i




Trat. Previo con estatina 21 (28%) 9 (26.5%) 0.868
Clasificacion etioldgica 0.443
CE 33 (44%) 18 (52.9%)
ATH 16 (21.3%) 9 (26.5%)
IND 20 (26.7%) 7 (20.6%)
Lacunar 5(6.7%) 0 (0%)
m 9.81 (5-13) 19 (12.50-22) <0.001
Glucemia pre-tPA, mg/ dL 105.14+21.99 112.94+20.56 0.083
Leucocitos, x10%/pl 7520 (6220-8760) 8600 (6452.5-10260) 0.680
Plaquetas, x10>/pl 193000 (162500-232000) 214000 (191500- 0.049
257000)
TAS basal, mm Hg 145.46+24.13 153.0+£22.7 0.127
TAD basal, mm Hg 78.74£13.30 77.76+15.70 0.737

ASPECTS 10 (10-10) 10 (8.5-10) 0.267

Tabla 10: Resultados del analisis bivariado de las variables asociadas con mal
prondstico funcional a largo plazo.

Tras realizar el ajuste por aquellas variables con p<0.1 en el andlisis
bivariado, el hecho de pertenecer al tercil superior de HOMA resistia como
variable predictora de mal prondstico al tercer mes (OR 3.31 [95% CI 1.17-
9.36]; p=0.024). Otras variables independientes de mal prondstico fueron

edad y NIHSS basal.



43.2 BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA'Y
PRONOSTICO A LARGO PLAZO

En el segundo de los trabajos, tres meses después del ictus, 24 (47%)
pacientes tuvieron un buen prondstico. El andlisis bivariado, que se muestra
en la tabla 11, identificé un NIHSS elevado (p<0.001), menor ASPECTS basal
(p=0.002) y elevada TAS (p=0.02) como significativamente asociados con mal

prondstico funcional al tercer mes.

VARIABLE Buen prondstico 3m

Mal prondstico 3m

(n=24) (n=27)

13 (54.16%) 19 (70.37%)

76.54+8.56 74.22+9.33 0.36
5(20.83%) 6 (22.22%) 0.90
1(4.16%) 3(11.11%) 0.24
15 (62.5%) 17 (62.96%) 0.26
1(4.16%) 5(18.51%) 0.11
Hipercolesterolemia 7 (29.16%) 8(29.62%) 0.97
TOAST categoria 0.12
CE 8(33.33%) 16 (59.25%)
5(20.83%) 5(18.51%)
11 (45.83%) 5(18.51%)
Otros 0 (0%) 1(3.70%)
NIHSS basal 10 (6-14) 19 (15-22) <0.001
Glucemia Pre-bolus, mg/dL 111.83+£24.28 125.18+30.18 0.091

Glucemia 24h basal,mg/dL 94.50+£23.01 120.22+38.88 0.50




7870 (6430-8680) 8730 (6290-9800) 0.32
Plaquetas, x103/pl 197000(166500-219500) 193000(158000-230000) 0.96
TAS, mm Hg 150.58+16.6 155.37+17.68 0.32
TAD, mm Hg 76.58+11.14 83.25+9.48 0.02
ASPECTS 10 (8-10) 8(7-9) 0.002

Tabla 11: Analisis bivariado de variables basales asociadas con prondstico
funcional al tercer mes.

La concentracion de los biomarcadores, analizados como variables
continuas, que se asociaron con el prondstico al tercer mes en el analisis
bivariado fueron: GIP-24h, resistina-1h, visfatina-1h, la variaciéon de GIP,
insulina y leptina en las primeras 24 horas y el incremento de la visfatina a la
hora. Sin embargo esta asociacidon no resistia el ajuste por las variables con

p<0.1 en el analisis bivariado (Tabla 12).

MOLECULA OR CRUDA OR AJUSTADA

95% CI 95% CI

Péptido C_Oh I 1.64 0.15-17.13 0.67

Péptido C_1h 5.41 0.24-121.57 0.28
Péptido C_24h 3.09 0.086-111.26 0.53
Grelina_Oh 0.53 0.16-1.74 0.30
Grelina_1h 1.19 0.23-6.06 0.82

0.17-28.25 0.53




I 0.89 0.29-2.68 0.83
GIP_1h 2.32 0.49-11.05 0.28
GIP_24h 15.53 1.05-227.73 0.045 89.1 0.65-12189.72  0.07
GLP_Oh 1.65 0.39-6.97 0.49
GLP_1h 0.81 0.13-5.05 0.82
I 1.23 0.06-22.80 0.88
I 1.47 0.03-61.61 0.83
I 24.50 0.048-12469.20 0.31
Glucagon_24h 21.65 0.002-260807.6 0.52
Insulina_0Oh 0.62 0.21-1.81 0.38
Insulina_1h 0.91 0.19-4.29 0.91
Insulina_24h 1.74 0.13-21.96 0.66
Leptina_0Oh 1.70 0.46-6.30 0.42
MI 0.78 0.13-4.56 0.78
I 0.58 0.15-2.23 0.43
Resistina_0Oh 1.52 0.63-3.63 0.34
Resistina_1h 3.16 0.71-14.04 0.12 1.62 0.19-13.71 0.65
Resistina_24h 1.64 0.19-13.62 0.64
Visfatina_0Oh 1.06 0.60-1.85 0.83
Visfatina_1h 1.58 0.91-2.71 0.09 2.17 0.86-5.48 0.10
I 0.99 0.57-1.71 0.97
MI 0.48 0.12-1.88 0.29
IL6_1h 0.44 0.06-3.03 0.40
IL6_24h 0.25 0.01-3.94 0.32
TNFa_0Oh 0.60 0.17-2.05 0.41




TNFa_1h 0.55 0.11-2.71 0.46

TNFo_24h 0.60 0.03-0.40 0.72
Péptido C (Oh-1h) 1.80 0.17-18.86 0.62
Péptido C (0Oh-24h) | REX:V 0.24-61.24 0.34
Grelina (Oh-1h) 1.52 0.52-4.43 0.44
2.06 0.57-7.45 0.26
m 1.67 0.53-5.24 0.37
m 2.50 0.66-9.39 017  6.47 0.53-78.62  0.14
GLP1 (Oh-1h) 0.63 0.16-2.47 0.50
GLP1 (0h-24h) 1.41 0.15-13.24 0.76
Glucagén (Oh-1h) 4.61 0.053-398.79 0.50

Glucagén (0h-24h) 10.07 0.031-3275.37 0.43

Insulin (Oh-1h) 0.99 0.24-4.07 0.99

M 3.44 0.50-23.28 020  7.01 0.31-158.39  0.22
Leptina (Oh-1h) 0.51 0.10-2.65 0.42

Leptina (Oh-24h) 0.25 0.03-1.81 0.17 0.90 0.06-12.01 0.93
Resistina (Oh-1h) 1.52 0.63-3.63 0.34
Resistina (Oh-24h) 0.76 0.27-2.17 0.61
Visfatina (0Oh-1h) 1.51 0.88-2.57 0.12 2.53 0.93-6.85 0.06
Visfatina (Oh-24h) 0.89 0.52-1.53 0.69
1.10 0.18-6.57 0.91
0.89 0.52-1.53 0.69
TNF (Oh-1h) 0.61 0.13-2.80 0.52
TNF (Oh-24h) 1.94 0.43-8.59 0.38

Tabla 12: Analisis de regresion y buen prondstico al tercer mes.



Entre las moléculas que mostraban una p<0.1 en el modelo
multivariado de regresion logistica ajustado, Unicamente el GIP-1h, GIP-24h y
la visfatina-1h mostraron un AUROC por encima de 0.6. Un valor de 109.5
pg/ml para el GIP-1h y de 82.19 pg/ml para el GIP-24h emergieron como los
mejores valores de corte ((71% sensibilidad; 70% especificidad) (61%
sensibilidad; 77% especificidad)) respectivamente. Valores de GIP a la hora y
a las 24 horas por encima de los valores de corte seleccionados, emergieron
como predictores independientes de buen prondstico (OR 13.78 [95% Cl
1.38-137.31], p=0.02 y OR 2846 [95% ClI 1.9-739.82], p=0.04,
respectivamente, siendo esta asociacion independiente de los niveles de
glucemia al ingreso y a las 24 horas. La figura 20 muestra la variacién del GIP
atendiendo a los subgrupos de pacientes en funcién del prondstico al tercer

mes.

GIP

e [V1al prondstico == Buen prondstico

126,72

Figura 20: Variacion del GIP atendiendo a los distintos subgrupos de
prondstico al 3m.



44  RESISTENCIA A LA RECANALIZACION ARTERIAL

441 RESISTENCIA A LA INSULINA, MEDIANTE EL INDICE DE HOMA, Y
RESISTENCIA A LA RECANALIZACION ARTERIAL A LAS 24 HORAS TRAS

TPA.

En el primero de los trabajos se realizd estudio neurosonoldgico de

control a las 24 horas en 89 de los 109 pacientes incluidos en el estudio.

Observamos resistencia a la recanalizacion arterial en 19 (21.3%) de ellos. El

indice de HOMA fue significativamente superior en aquellos pacientes con

persistencia de la oclusion arterial a las 24 horas después del tPA: OR 1.87

[95% Cl 1.19-3.6] vs 1.33 [0.8-2.00], p=0.035. El hecho de pertenecer al tercil

superior de HOMA se asocié con una persistencia de la oclusidon arterial

después del tratamiento trombolitico. La probabilidad de resistencia a la

recanalizacién arterial aumentd gradualmente con el aumento de los terciles

de HOMA (figura 21).

100%
90%
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60%
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40%
30%
20%
10%

0%

= Recanalizacién 24h

M Resistencia 24h

Inferior

Medio Superior

Figura 21: Porcentaje de resistencia a la recanalizacién a las 24 horas en

funcidn de los terciles de HOMA



En un modelo de regresion logistica ajustado por edad, NIHSS basal,
glucemia prebolus y ASPECTS, se encontrd que el hecho de pertenecer al
tercil superior de HOMA, comparado con el tercil inferior, suponia 8 veces
mayor probabilidad de presentar resistencia a la recanalizacién arterial
después del tratamiento con trombolisis iv (OR 8.2 [95% Cl 1.23-54.44],
p=0.029).

‘4.4.2 BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA'Y
‘ RESISTENCIA A LA RECANALIZACION ARTERIAL A LAS 2HORAS TRAS TPA.

En el segundo trabajo se realizd estudio neurosonolégico de control a
las 2 horas en 41 de los 52 pacientes incluidos. La recanalizacién arterial
precoz se observé en 15 (36%) de los pacientes. No encontramos, sin
embargo ningun tipo de asociacién entre la concentracién de las moléculas
relacionadas con la resistencia a la insulina y la probabilidad de recanalizaciéon

arterial en un modelo de regresién logistica (datos no mostrados).

45 VOLUMEN DE LA HIPODENSIDAD

‘4.5.1 RESISTENCIA A LA INSULINA, MEDIANTE EL INDICE DE HOMA, Y
‘ VOLUMEN DE LA HIPODENSIDAD

Los pacientes que pertenecian al tercil superior de HOMA tuvieron
una mayor tendencia a presentar un mayor volumen del infarto en el TC de

control de las 24 horas, aunque esta tendencia no alcanzd la significacidn



estadistica (48.1 £ 83.4cc en el tercil superior vs. 24.83 + 44.12 cc en el resto

de los terciles; p=0.061).

452 BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA'Y
VOLUMEN DE LA HIPODENSIDAD.

La mediana del volumen del infarto medida en el TC de control a las
24 horas en la muestra de pacientes del segundo trabajo fue de 28.8cc (4.43-
79cc). En un analisis de regresion lineal se encontré que NIHSS (p<0.001),
ASPECTS (p<0,001), grelina-1h (p=0.10), GLP1-1h (p=0.06), IL6-1h (p=0.10) y
el incremento de leptina en las primeras 24 horas (p=0.006), se asociaban con

el volumen de la hipodensidad (tabla 13).

VARIABLE B CRUDA

95% CI

Fumador activo ultimos 5 afios

I
Historia de HTA o diagndstico en el ingreso ‘

-0.27 -2.60-2.06 0.81

16.31 -33.07-65.70 0.51

-35.70 -110.59-39.18 0.34

-4.74 -47.21-37.72 0.82

DM -15.79 -84.03-52.45 0.64

Hipercolesterolemia

-31.38 -76.28-13.51 0.16

Categoria TOAST -13.31 -34.12-7.51 0.20
NIHSS basalscore 6.16 3.42-8.89 <0.001
Glucemia prebolus, mg/dL -0.08 -0.83-0.65 0.81




Leucocitos, x10°/ul 0.003 -0.004-0.01 0.40

Plaquetas, x103/u| 0.005 0.00-0.00 0.75

TAS, mm Hg 0.09 -01.11-1.30 0.87
TAD, mm Hg 2.04 -0.15-3.93 0.15

ASPECTS -30.47 -42.48--18.45 <0.001

Péptido C_Oh -7.07 -93.63-79.48 0.87
Péptido C_1h 62.49  -51.80-176.80 0.27
Péptido C_24h 3132 -104.40-166.87  0.64

Grelina_Oh 2.27 -40.07-44.61 0.91
Grelina_1h 40.29 -40.07-44.61 0.18
Grelina_24h 22.91 -73.89-119.72 0.63
GIP_Oh -15.70 -56.00-24.59 0.43

GIP_1h 4.78 -52.44-61.94 0.86

GIP_24h -19.33 -100.45-61.78 0.63
GLP1_0Oh 6.40 -39.64-52.46 0.78

GLP1_1h 62.26 -3.98-128.51 0.06
GLP1_24h 32.26 -78.25-142.78 0.55
Glucagén_0Oh -2.11 -140.20-135.98 0.97
Glucagén_lh 49.49 -183.25-282.24 0.67

Glucagén_24h -30.03  -384.41-324.34 0.86

Insulina_0Oh 12.62 -22.72-47.96 0.47
Insulina_1h 43.53 -13.18-100.24 0.12

Insulina_24h 10.88 -85.67-107.44 0.82
Leptina_0Oh -28.35 -74.27-17.56 0.22

Leptina_1h 3.70 -62.45-69.85 0.91




Leptina_24h 8.15 -44.34-60.60 0.75

Resistina_0Oh 9.06 -18.60-36.73 0.51

Resistina_1h -26.27 -80.86-28.30 0.33
Resistina_24h 16.16 -60.65-92.73 0.67

Visfatina_Oh 1.01 -19.86-21.88 0.92

Visfatina_1h -5.52 -24.57-13.52 0.56
Visfatina_24h -0.34 -21.73-21.04 0.97
IL6_Oh 21.51 -23.18-63.22 0.33

IL6_1h 54.53 -12.28-121.36 0.10
IL6_24h 29.86 -86.18-145.91 0.60
TNFa_0Oh 8.91 -28.22-46.03 0.63
TNFa_1h 37.46 -18.74-93.67 0.18

TNFa_24h 40.67 -62.84-144.19 0.43

Péptido C (Oh-1h) 4342  -44.48-131.34 0.32
Péptido C (Oh-24h) 46.43  -54.43-147.30 0.35

Grelina (Oh-1h) 19.75  -20.05-59.55 0.32
Grelina (Oh-24h) 5.01 -40.53-50.56 0.82
GIP (Oh-1h) 23.06  -18.74-64.87 0.27
GIP (Oh-24h) 18.54  -25.53-62.63 0.40

GLP1 (Oh-1h) 15.85 -32.17-63.88 0.50

GLP1(0h-24h) 39.13 -46.19-124.45 0.35
Glucagoén (Oh-1h) 28.37 -140.52-197.26 0.73

Glucagdn (0Oh-24h) 63.18 148.44-274.82 0.54
Insulina (Oh-1h) 27.71 -25.82-81.25 0.30

Insulina (Oh-24h) -5.98 -44.40-32.43 0.75




Leptina (Oh-1h) 39.76

Leptina (Oh-24h) 95.36
Resistina (Oh-1h) 15.57
Resistina (Oh-24h) -2.79
Visfatina (Oh-1h) -6.34

Visfatina (Oh-24h) -0.20

IL6 (Oh-1h) 25.21

IL6 (Oh-24h) -13.01

TNFao (Oh-1h) 36.46

TNFao (Oh-24h) 1.14

-15.36-94.87

29.26-161.45

-44.96-13.82

-41.15-35.56

-25.36-12.68

-21.04-21.45

-42.36-92.78

-65.86-39.83

-11.80-84.73

-40.20-42.48

0.15

0.006

0.29

0.88

0.50

0.98

0.45

0.062

0.13

0.95

Tabla 13: Modelo de regresion lineal entre variables basales/biomarcadores
de resistencia a la insulina y volumen de la hipodensidad.

En un andlisis de regresion lineal ajustado por las variables con p<0.1
en el analisis bivariado, se identificaron a la grelina-1h (B 46.25 [95% CI 2.34-
90.16], p=0.03) y el incremento de la leptina en las primeras 24 horas (OR
58.27 [95% Cl 6.32-110.22], p=0.02), como los biomarcadores de resistencia a

la insulina que se asociaban de una forma independiente con un mayor

volumen del infarto (tabla 14).

VARIABLE B AJUSTADA
95% CI
Grelina_1h 46.25 2.34-90.16

Lo 5827 6.32-110.22

0.03

0.02

Tabla 14: Regresion lineal ajustada de biomarcadores de resistencia a la
insulina y volumen de la hipodensidad.



46 TRANSFORMACION HEMORRAGICA SINTOMATICA

‘4.6.1 RESISTENCIA A LA INSULINA, MEDIANTE EL INDICE DE HOMA, Y
\ TRANSFORMACION HEMORRAGICA SINTOMATICA

La distribucion de la SICH en funcién de los terciles de HOMA esta
representada en la tabla 15. No se encontrd ningun tipo de asociacion
estadisticamente significativa entre la resistencia a la insulina, medida

mediante el indice de HOMA vy la posibilidad de presentar SICH (p=0.357).

HOMA HOMA HOMA
tercil superior| tercil medio tercil inferior

(n=38) (n=35) (n=36)

Tabla 15. Transformacién hemorrdgica sintomdtica en funcion de los terciles
de HOMA.

1(2.8%) 0.329

‘4.6.2 BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y
\ TRANSFORMACION HEMORRAGICA SINTOMATICA

En el segundo trabajo de investigaciéon, 2 pacientes (3.8%)
presentaron SICH. No se encontrd ningun tipo de asociacion estadisticamente
significativa entre la concentracion de los biomarcadores y la posibilidad de

presentar SICH.



47 PRONOSTICO A CORTO PLAZO (MEJORIA NEUROLOGICA PRECOZ) Y

BIOMARCADORES DE RESISTENCIA A LA INSULINA

En el segundo trabajo, observamos como 21 (40.38%) de los pacientes

experimentaron mejoria neurolégica en las primeras 24 horas. La tabla 16

muestra el resultado del analisis bivariado de las variables basales asociadas a

la mejoria neurolégica precoz.

Si (n=21)

No (n=31)

Evolucidn precoz favorable Evolucidn precoz favorable

Fumador activo Ultimos 5 4 (19.04)
anos

Enolismo 2 (9.52%)
HTA 13 (61.90%
DM 1(4.76%)

Hipercolesterolemia 6 (28.57%)

Clasificacion etioldgica
ATH

IND 10 (4.76%)

7 (33.33%)

4 (19.04%)

Otros 0 (0%)
NIHSS basal 13 (9-18)

Glucemia prebolus, mg/dL 121.95+24.44

20 (55.8%)
76.0918.41

7 (22.58%)

2 (6.45%)
19 (61.29%)
5(16.12%)

9 (29.03%)

17 (54.83%)
6 (19.35%)
7 (22.58%)
1(3.22%)
16 (9-21)

117.12+30.19

0.76

0.68

0.96

0.20

0.97

0.22

0.51

0.54




Leucocitos, x10°/ul I 8110 (5957-8832) 8320 (6430-9800) 0.30
Plaguetas, x10°/pl 187000(149500-209000) 203000(176000-254000) 0.04
TAS, mm Hg 148.95+15.94 156.45+17.55 0.12
TAD, mm Hg 76.66+11.37 82.2249.72 0.06
ASPECTS 9 (8-10) 8 (7-10) 0.15

Tabla 16: Analisis bivariado de las variables basales asociadas con la mejoria
neuroldgica precoz.

En un modelo de regresién logistica ajustado por las variables basales
significativas del bivariado de acuerdo a la tabla anterior, se identificé al GIP
(OR 4.47 [95% Cl 1.08-18.51], p=0.03), IL6 (Oh-1h) (OR 0.06 [95% CI 0.005-
0.73], p=0.02), y TNFa (Oh-1h) (OR 0.13 [95% Cl 0.02-0.91], p=0.04), como los
biomarcadores asociados de forma significativa con la mejoria neurolégica

precoz.

MOLECULA OR CRUDA OR AJUSTADA
95% CI 95% CI

0.34-47.52

Péptido C_Oh 4.03

Péptido C_1h 1.22 0.05-25.14 0.89

Péptido C_24h 1.45  0.04-50.00 0.83

Grelina_0Oh 1.72 0.51-5.71 0.37

Grelina_1h 0.52 0.09-2.81 0.45




Grelina_24h

GIP_Oh

GIP_1h

GIP_24h

GLP1_Oh

GLP1_1h

GLP1_24h

Glucagén_0Oh

Glucagén_1h

Glucagén_24h

Insulina_0Oh

Insulina_1h

Insulina_24h

Leptina_Oh

Leptina_1h

Leptina_24h

Resistina_Oh

Resistina_1h

Resistina_24h

Visfatina_Oh

1.34

2.46

1.58

3.62

1.83

0.56

0.70

3.05

0.06

0.37

1.87

0.52

1.03

1.99

1.51

0.99

0.95

0.52

0.51

0.74

0.10-16.86

0.75-8.11

0.34-7.20

0.36-35.78

0.37-9.00

0.09-3.53

0.03-12.75

0.06-149.57

0.00-39.16

0.001-59787.04

0.55-6.34

0.10-2.59

0.08-12.82

0.52-7.62

0.26-8.77

0.27-3.64

0.45-2.01

0.12-2.28

0.06-3.90

0.41-1.33

0.81

0.13

0.55

0.27

0.45

0.53

0.81

0.57

0.40

0.69

0.31

0.43

0.97

0.31

0.64

0.99

0.90

0.39

0.52

0.32

4.47

1.08-18.51

0.039




Visfatina_24h

IL6_Oh

IL6_24h

TNFa_Oh

TNFa_1h

TNFo_24h

Péptido C (Oh-1h)

Péptido(Oh-24h)

Grelina (Oh-1h)

Grelina (Oh-24h)

GIP (Oh-1h)

GIP (Oh-24h)

GLP1 (Oh-1h)

GLP1 (Oh-24h)

Glucagdn (Oh-1h)

Glucagoén (0h-24h)

Insulina (Oh-1h)

Insulina (Oh-24h)

0.90

0.86

2.05

0.20

0.26

2.27

0.35

0.44

0.28

0.29

0.54

0.83

0.57

0.61

0.40

0.95

0.01

0.74

0.29

0.63

0.54-1.49

0.49-1.49

0.50-8.40

0.023-1.85

0.01-4.28

0.59-8.74

0.06-2.05

0.08-2.21

0.02-3.28

0.01-4.59

0.17-1.68

0.25-2.78

0.17-1.83

0.18-2.04

0.08-1.89

0.10-8.99

0.00-3.34

0.003-187.62

0.06-1.36

0.18-2.22

0.69

0.59

0.31

0.15

0.34

0.23

0.24

0.32

0.31

0.38

0.29

0.77

0.34

0.42

0.25

0.97

0.13

0.91

0.12

0.48

0.002

0.28

0.00-1.34

0.05-1.42

0.06

0.12




Leptina (Oh-1h) 0.20

Leptina (Oh-24h)

Resistina (Oh-1h)

Resistina (Oh-24h)

Visfatina (Oh-1h)

Visfatina (Oh-24h)

IL6 (Oh-1h)

IL6 (Oh-24h)

TNFa (Oh-1h)

TNFao (Oh-24h)

0.14

0.87

1.15

1.01

0.95

0.09

0.40

0.15

0.44

0.02-1.79

0.01-1.27

0.39-1.92

0.43-3.07

0.61-1.66

0.55-1.63

0.01-0.87

0.06-2.37

0.02-0.93

0.08-2.21

0.15

0.08

0.74

0.76

0.96

0.86

0.03

0.31

0.04

0.32

0.19 0.01-2.27 0.19

0.06 0.005-0.73 0.02

0.13 0.02-0.91 0.04

Tabla 17: Modelo de regresidn logistica cruda y ajustada de los
biomarcadores de resistencia a la insulina y la mejoria neurolégica precoz.

Entre aquellas moléculas que mostraban una p<0.1 en el modelo de

regresion logistica ajustado, solamente el GIP basal y el GIP a las 24 horas

presentaban AUROC por encima de 0.6. Un valor de 84.91 pg/ml para el GIP a

las 24 horas emergié como el punto de corte con mayor sensibilidad vy

especificidad (55% y 72% respectivamente). Valores de GIP a las 24 horas por

encima de este punto de corte se asociaron de forma independiente con la

mejoria neuroldgica precoz (OR 5.76 [95% Cl 1.27-26.16], p=0.02).
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I SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION I

5.1 RESISTENCIA A LA INSULINA Y PRONOSTICO FUNCIONAL A LARGO PLAZO

El primero de los trabajos confirma que la resistencia a la insulina, el
mecanismo fisiopatolégico subyacente al SM, se asocia de forma
independiente a un peor prondstico funcional a largo plazo en los pacientes
con ictus isquémico tratados con tPA iv. Observamos como la probabilidad de
un alcanzar un buen prondstico funcional al tercer mes decrecia de forma

gradual con el incremento de los terciles de HOMA.

Ademas observamos que los pacientes que pertenecian al tercil
superior de HOMA tenian al menos 8 veces una mayor probabilidad de tener
un peor pronéstico que aquellos que pertenecian al tercil inferior; siendo la
variable resistencia a la insulina una variable independiente de mal

prondstico funcional al tercer mes.

Este trabajo fue disefiado para dar un paso mas respecto a los
previos?2 22 que trataban de estudiar el pronéstico de los pacientes con SM
e ictus isquémicos tratados con tPA iv. Sin embargo estos trabajos estaban
basados en una definicidn clinica del SM, que como ya hemos comentado en
la introduccién de esta tesis estd sujeta a diversas criticas, y no en una
medida directa de la resistencia a la insulina. Por lo tanto este primer trabajo
ha sido disefiado para tratar de testar la misma hipdtesis de una forma mas
solida, empleando en este caso el indice de HOMA para cuantificar de una

forma directa la resistencia a la insulina, mediante un modelo que ya ha

demostrado previamente en estudios epidemioldgicos su potencial para



medir la resistencia a la insulina y la funcionalidad de las células B del

péncreas&.

5.2 RESISTENCIA A LA INSULINA Y RESISTENCIA A LA RECANALIZACION
ARTERIAL

En el primero de los trabajos hemos demostrado que la resistencia a
la insulina se asocia de forma independiente a una mayor persistencia de la
oclusién arterial a pesar del tratamiento con tPA endovenoso en los

pacientes con ictus isquémico.

Estudios previos han resaltado la importancia de alcanzar la
recanalizacién arterial lo mas precozmente posible para obtener un mejor

prondstico en los pacientes con ictus isquémicoﬁ.

En nuestra primera publicacién, observamos cémo un 21.3% de los
pacientes tenian una oclusidn arterial persistente tras 24 horas de haber
recibido tratamiento con trombolisis iv. Este grupo de pacientes con ausencia
de recanalizacion arterial, tenian una mayor resistencia a la insulina. La
probabilidad de una mayor resistencia a la recanalizacidn arterial aumentaba

gradualmente con el incremento de los terciles de HOMA.

El hecho de pertenecer al tercil superior de HOMA, comparado con el
hecho de pertenecer al tercil inferior, supone unas 8 veces mayor
probabilidad de resistencia a la recanalizacion arterial a las 24 horas del

tratamiento trombolitico.

La resistencia a la insulina, puede antagonizar el efecto de la

trombolisis sistémica por varios mecanismos. En primer lugar, los pacientes



con una mayor resistencia a la insulina tienen un incremento en los niveles
de inhibidores de la fibrinolisis, tales como PAI-1, lo cual refleja una
alteracién en la fibrinolisis endégenazﬁ. En segundo lugar, la resistencia a la
insulina, puede afectar a la estructura del trombo, haciendo al trombo mas
denso y resistente a la lisis. Asi estudios en humanos han demostrado como
la densidad de los trombos aumenta de forma progresiva con el incremento
en el nimero de los componentes del SM*2. Ademds los trombos que
provienen de pacientes con SM, tienen fibras mas gruesas y un tiempo de

lisis mas prolongado que aquellos de individuos sin resistencia a la insulina?,

Como ha quedado reflejada en nuestra introduccidn, la resistencia a la
insulina puede promover varias condiciones que pueden contribuir a
empeorar la respuesta al tratamiento trombolitico del infarto cerebral, tales
como aumento de la activacién plaquetaria, la disfunciéon endotelial o la

presencia de un estado proinflamatorio&.

En el segundo de los trabajos fallamos en demostrar asociacion
estadisticamente significativa entre los biomarcadores de resistencia a la
insulina y la ausencia de recanalizacién arterial. Sin embargo, el nimero de
pacientes que cumplieron el protocolo neurosonolégico fue escaso (41/52
pacientes), pudiendo explicar este tamafio muestral la ausencia de

significacion.
Implicaciones

Los pacientes con ictus isquémicos, que tengan una mayor resistencia
a la insulina, deberian ser considerados malos respondedores a las terapias
de reperfusion iv, y por tanto quizas deberian ser enfocados hacia terapias de
reperfusion madas agresivas, tales como trombolisis intraarterial o

trombectomia mecanica. Asi mismo ante estos hallazgos nos planteamos si la



resistencia a la insulina se deberia considerar una diana para nuevos
tratamientos en fase aguda, conllevando por tanto la necesidad de manejar

terapéuticamente la resistencia a la insulina de forma ultraprecoz.

53  RELACION ENTRE LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y EL PRONOSTICO
INDEPENDIENTE DE LOS NIVELES DE GLUCEMIA

Nuestros resultados, tratan de apoyar la idea de que la resistencia a la
insulina, independientemente de los niveles de glucemia, puede ejercer un

efecto deletéreo en el prondstico de los pacientes con ictus isquémico.

Se sabe que la hiperglucemia influye en la evolucién desfavorable de
los pacientes con ictus, a través de diversos mecanismos®*. El disefio de
nuestro primer trabajo, ha tratado de evitar desde un primer momento este
potencial efecto confusor de la hiperglucemia, para lo cual se excluyeron
pacientes con hiperglucemia >155mg/dl en el momento del ingreso (este
punto de corte fue seleccionado de acuerdo a nuestros protocolos locales de
manejo de los pacientes con ictus isquémicos, redactados conforme a las

225
§222

guias de American Diabetes Association’s“del control de la glucemia de los

pacientes ingresados, asi como en base a los resultados del estudio glycemia

in acute stroke (GLIAS)?%

, en el cual se sefialaba este punto de corte como el
de mayor sensibilidad y especificidad en las primeras 48 horas para predecir

un peor prondstico.

A pesar de haber excluido pacientes con hiperglucemia al ingreso,
demostramos que la resistencia a la insulina emergia como predictor

independiente de mala respuesta a la trombolisis, después de ajustar por la
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glucemia pre-tPA en un modelo de regresidn logistica. De acuerdo con
nuestros hallazgos, estudios previos ya han demostrado que Ia
hiperinsulinemia puede causar una alteracién en la fibrinolisis independiente
de los niveles de glucosa®®. Estos resultados irian en la linea de que ambas,
hiperglucemia e hiperinsulinemia pueden tener un efecto deletéreo
independiente que podria contribuir a disminuir la eficacia de la terapia de

fibrinolisis iv.

Esta cuestion acerca del efecto independiente de la resistencia a la
insulina y la hiperglucemia sobre el prondstico de los ictus, ha provocado
incluso la publicacién de una carta comentado nuestro primer trabajo®.
Teniendo en cuenta los comentarios de Natarajan et al. acerca de la
importancia de la glucemia en los primeros dias sobre el prondstico de los
pacientes con ictus, nuestro grupo realizé un segundo analisis revisando las
concentraciones de la glucosa y la insulina en las 24-48 horas en el grupo de
pacientes con buen vs. mal prondstico. Ambos parametros fueron superiores
en el grupo con peor respuesta a la trombolisis iv. Resaltamos que los niveles
medios de glucosa en el grupo con peor prondstico, estaban sdlo
modestamente elevados (124mg/dl), en la linea con la idea de que incluso
moderados incrementos de glucemia pueden ser deletéreos. Realizamos asi
mismo un modelo de regresidn logistica independiente, en el que incluimos
HOMA-IR, glucemia en ayunas e insulina, en el que encontramos que la
asociaciéon de HOMA-IR con un peor prondstico, resulta mas fuerte que la
asociacién con cada uno de los componentes individuales de HOMA-IR;
apoyando la idea de que la resistencia a la insulina por si misma puede
ejercer un efecto deletéreo en el prondstico de los pacientes con ictus

isquémico.



De todas formas, desde un punto de vista metodoldgico, resulta muy
dificil poder aislar el potencial efecto de la resistencia a la insulina de los
niveles de glucemia, dado que esta variable estd incluida en la propia
ecuacién del HOMA-IR. Teniendo en cuenta esto, fue disefiado el segundo

trabajo, con biomarcadores de la resistencia a la insulina.

54  PERFIL TEMPORAL EN FASE AGUDA DEL ICTUS DE LOS BIOMARCADORES
DE RESISTENCIA A LA INSULINA

Cuando disefiamos el primer trabajo éramos conscientes, que debido
a que las muestras sanguineas empleadas para calcular HOMA-IR eran
extraidas a las 24-48 horas después del ictus, tendriamos que asumir que los
valores de resistencia a la insulina obtenidos pudiesen presentar alguna
diferencia respecto a la condicidn preictus. No podiamos descartar del todo,
gue no estuviesen afectados por la fase aguda del ictus. Sin embargo, la
media de nuestros valores de HOMA eran comparables o incluso algo
menores que los encontrados en pacientes en fase crénica después de un
ictus, lo cual iria en contra de una gran influencia de la fase aguda en los

resultados de nuestro primer trabajo&.

El segundo trabajo fue sin embargo disefiado con la idea de encontrar
algln biomarcador de resistencia a la insulina que no se modificase durante
la fase aguda del infarto cerebral y que por tanto sirviese de indicador
indirecto del estado de la resistencia a la insulina previo al evento isquémico.
Sin embargo, la mayoria de los biomarcadores estudiados mostraron un
incremento en sus niveles plasmaticos durante las primeras 24 horas después

del ingreso, en respuesta a la fase aguda del ictus. La magnitud de este



cambio agudo en la concentracién de los biomarcadores en respuesta a la
isquemia cerebral, muestra una gran variedad en toda la muestra. Nuestra
hipotesis es que estas diferencias observadas en el perfil temporal de las
moléculas, podria estar influenciado por el estado pre-ictus de resistencia a la
insulina. Ademas las asociaciones encontradas entre los biomarcadores de
resistencia a la insulina y el prondstico de los pacientes con ictus, las hemos
descrito no para los niveles basales, sino para los cambios que experimentan

las mismas en las primeras 24 horas.

5.5  NIVELES DE GIP Y PRONOSTICO A CORTO Y LARGO PLAZO

En el segundo trabajo, concluimos que la concentracion mayor de GIP
en las primeras 24 horas, probablemente reflejando una mayor
sensibilizacién a la insulina, se asocié a un mejor prondstico a corto y largo
plazo. Demostramos como unos niveles de GIP mas elevados a la hora y a las
24 horas se asociaban con un mejor prondstico a largo plazo, después del
tratamiento con tPA iv. Ademds unos niveles mads elevados de este
biomarcador en su determinacién basal y a las 24 horas, se asociaron con una
mejoria precoz neuroldgica. GIP es una molécula que estimula la secreciéon de
insulina en funcidon de los niveles de glucosa. Su secrecién estad regulada
principalmente por la presencia de nutrientes en el tracto gastrointestinalﬁ,
sin embargo la liberacidon de esta hormona en situaciones de estrés como la
gue pudiese suponer un ictus isquémico, no esta suficientemente estudiada.
Hay estudios animales que demuestran cdmo el bloqueo quimico de los
receptores de GIP tiene como resultado una alteracién en la secrecion de

insulina y la regulacién de los niveles de glucosa&. En concordancia con
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estos modelos animales, estudios en humanos han descrito una importante
disminucion de los niveles de esta molécula en pacientes diabéticos tipo 222,
Sin embargo poco se conoce acerca del papel del GIP en pacientes criticos y
de su potencial contribucion al desarrollo de hiperglucemia en situaciones de

estrés?®,

Describimos una correlacién negativa entre los niveles de GIP a las 24
horas y los niveles de glucemia a las 24 horas, mostrando como aquellos
pacientes con un menor incremento de GIP en las primeras 24 horas, tenian
una mayor glucemia a las 24 horas. Como ya hemos comentado, la
hiperglucemia es un importante predictor del prondstico de los pacientes con
ictus en general®*, asi como en los pacientes con ictus tratados con terapias
de reperfusién iv2* Asi mismo, no sélamente los niveles de glucemia al
ingreso se asocian con el prondstico de los pacientes con ictus, sino también
la hiperglucemia observada en cualquier momento durante las primeras 48

224,235
horas==" ==,

Tratando por tanto de explicar la asociaciéon que hemos encontrado
entre los niveles del GIP y el prondstico, nuestra hipotesis es que la expresion
de este biomarcador en el contexto de un ictus isquémico agudo, puede ser
parte de la respuesta de fase aguda tratando de incrementar la sensibilidad
de la insulina para reducir la hiperglucemia de estrés. Los pacientes con buen
funcionamiento de este sistema serian capaces de mantener concentraciones
normales o bajas de glucemia, sin embargo los pacientes con mayor
resistencia a la insulina tendrian un funcionamiento deficiente, con menor
expresion de moléculas sensibilizadoras de la insulina, lo que al final

favocereceria un peor control de la glucemia durante toda la fase aguda.



Implicaciones

Estudios futuros son necesarios para confirmar estos resultados, para
tratar de conocer si el GIP es un mediador activo o simplemente un
espectador inocente en la fase aguda del infarto cerebral. Si resulta que este
biomarcador estd activamente implicado en procesos que determinan el
prondstico de los ictus isquémicos agudos, el estudio de si su modulaciéon
terapéutica podria tener algun efecto clinico seria asi mismo merecedor de

futuras investigaciones.

5.6 OTROS BIOMARCADORES DE RESISTENCIA A LA INSULINA Y VARIABLES
PRONOSTICAS: LEPTINA, GRELINA, TNFA E IL-6

Como ya hemos sefialado, los resultados mds importantes los hemos
descrito para el GIP, sin embargo otros resultados positivos han sido
demostrados para otros biomarcadores de resistencia a la insulina: leptina,

grelina, TNFa e IL6.

En nuestra serie de pacientes, un mayor incremento de los niveles de
leptina en las primeras 24 horas, se asocié con un mayor volumen del infarto.
Existen estudios previos en cultivos de células endoteliales humanas en los

. . ., 242 . . . .
gue la leptina potencia la expresién de PAI-1=°%, o bien estudios in vivo en
ratones que demuestran como la administracién de leptina tiene efecto
protrombético&, o como este efecto protrombético puede ser inhibido
después de la administracion de anticuerpos monoclonales que neutralicen la

244

leptina=". En la linea de estos estudios también hay estudios humanos que

han encontrado una asociacion entre los niveles elevados de leptina y
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disfuncién endotelial***

. Sin embargo, todos estos estudios, al igual que los
resultados de nuestra serie de pacientes, estan en desacuerdo con
investigaciones recientes en modelos en ratones de isquemia focal transitoria
gue han mostrado como la administracidon periférica de leptina disminuye el
volumen del infarto mediante la reduccidn del estrés oxidativo y la apoptosis

neuronal?®.

Asi mismo, niveles elevados de grelina a la hora se asocian con mayor
volumen del infarto. Estos hallazgos estan en discordancia con los resultados
previos reportados en la literatura. En modelos animales de isquemia
cerebral permanente se ha demostrado que el tratamiento con la grelina
resulta en un descenso del tamaiio del infarto y del déficit neurolégico
mediante la supresién de la inflamacion, la actividad del nNOS y Ia
apoptosis&. En estudios cardiacos en modelos animales®*’ y en humanos&,
la grelina podria ser empelada como tratamiento para la insuficiencia
cardiaca, mejorando la funcion del ventriculo izquierdo, asi como la
capacidad para el ejercicio. Por lo tanto, el papel de la grelina en los

pacientes con isquemia cerebral, necesita ser clarificado con futuros trabajos.

Finalmente, respecto a las citoquinas inflamatorias, un incremento en
los niveles de IL6 y TNFa durante la primera hora después del tratamiento
trombolitico se asocid con un empeoramiento en la evolucidon neuroldgica
precoz. Ambas citoquinas estan elevadas en pacientes con resistencia a la
insulina, reflejando por tanto la presencia de un estado proinflamatoriom.
Estos resultados son consistentes con estudios previos que han demostrado
la asociacidn existente entre éstos y otros biomarcadores inflamatorios
determinados durante las primeras 24 horas después de un ictus y la

probabilidad de deterioro neurolégico precoz?’. Este estado proinflamatorio

. . . . . 251 .
asociado con la resistencia a la insulina®®}, entre otros mecanismos, puede



contribuir a empeorar el prondstico del ictus en general asi como la

respuesta a la trombolisis iv.

5.7 LIMITACIONES

Estos trabajos de investigacion presentan algunas limitaciones. El
tamafio muestral de ambos trabajos es pequefio, aunque se trata de
muestras altamente seleccionadas, y por tanto sus resultados necesitan ser
confirmados en otra muestra. Recientemente ha sido presentada una tesis
doctoral defendida por Laura Dorado Bouix (“Impacto del sindrome
metabdlico en la resistencia a la recanalizacion arterial y en el prondstico de
los pacientes con oclusién aguda de la arteria cerebral media tratados con
activador tisular del plasmindgeno”; Universidad Auténoma de Barcelona), en
la que confirmaron la relacién entre el SM vy la resistencia a la recanalizacién
arterial en una muestra prospectiva independiente de 234 pacientes

similares.

En el primero de los trabajos, se empled el indice de HOMA para
cuantificar la resistencia a la insulina, y no el gold estandar que seria el clamp
hiperinsulinemia-euglucemia, debido a las limitaciones prdacticas que
conlleva. Sin embargo, el método seleccionado se correlaciona muy bien con
el gold estandar®2. En segundo lugar, las muestras de sangre en ayunas
empleadas para el calculo del indice de HOMA se obtuvieron durante las
primeras 24 a 48 horas después del ictus. Por lo tanto debemos asumir que el

indice de HOMA que hemos calculado, puede presentar algunas diferencias

respecto al estado pre-ictus del paciente, debido a que no disponemos de



una cuantificacién de la resistencia a la insulina previa al ictus. No podemos
por tanto, descartar que nuestros resultados no estén influenciados por la
fase aguda del ictus. Sin embargo la media de los valores que hemos
obtenido para el indice de HOMA resultan similares o incluso menores que
los reportados en la literatura en la fase crénica del ictus, lo cual estaria en
contra de la posible influencia de la fase aguda del ictus en nuestros

resultadosZ®.

En el segundo trabajo, el estudio neurosonoldgico de control a las 2
horas para evaluar el estado de la oclusidn arterial, no se pudo realizar en un
numero significativo de pacientes y quiza eso explique la ausencia de relacion
entre los biomarcadores de la resistencia a la insulina y la resistencia a la
recanalizacién arterial. Asi mismo, en este segundo trabajo, el panel de
biomarcadores empleado, no incluye algunas moléculas relevantes como la
adiponectina. De acuerdo con nuestra hipdtesis principal, que relaciona los
biomarcadores de resistencia a la insulina con el prondstico del ictus,
estudios preclinicos en modelos de isquemia en ratas®2 y ratones®3, han
demostrado una estrecha correlacion entre la adiponectina y el tamano del
infarto cerebral. Ademads, la tasa de supervivencia a los 5 afios después de un
ictus isquémico, parece mayor en pacientes con menor nivel de adiponectina
en las primeras 24 horas desde el inicio del ictus®?. Por tanto la necesidad de

encontrar un marcador que nos hable del grado previo de resistencia a la

insulina sigue abierta.

Algunas de las lineas futuras de investigacion, continuando con
nuestro enfoque, y que podrian dar respuesta a parte de las limitaciones

descritas para nuestro trabajo, serian:



= |nvestigacion en modelos animales de isquemia focal con estas
moléculas (especial atencion al GIP), tratando de averiguar si alguna

de ellas puede convertirse en diana terapéutica.

= |nvestigar el papel de la resistencia a la insulina en el prondstico de los
pacientes con ictus isquémico sometidos a terapias de reperfusion

endovasculares.

= Estudios clinicos dedicados a establecer el mejor régimen de control

de la glucemia en el contexto de las terapias de reperfusion.

= Busqueda de nuevos biomarcadores.
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6 CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta tesis son:

1. Una mayor resistencia a la insulina predice una peor respuesta al
tratamiento trombolitico sistémico del infarto cerebral. Un mayor valor del
indice de HOMA se asocia independientemente tanto a una mayor
resistencia a la recanalizacion arterial, como a un peor prondstico funcional
a largo plazo de los pacientes con infarto cerebral agudo de la arteria

cerebral media tratados con tPA endovenoso.

2. La concentracion plasmatica de la mayoria de las moléculas estudiadas
relacionadas con la resistencia a la insulina, experimenta un incremento
durante las primeras 24 horas de evolucién del ictus. En consecuencia, la
concentracion inicial de las moléculas estudiadas no se comporta como un
buen indicador del grado de resistencia a la insulina previo al ictus. La
diferencia interindividual en la variacidon de la concentracién plasmatica de
estas moléculas durante las primeras 24 horas, si podria estar en relacion con

el estado de resistencia a la insulina del paciente, como vemos para el GIP.



3a. Una mayor concentracion plasmatica de GIP a las 24 horas del inicio del
ictus se asocia a un mejor prondstico de los pacientes a corto y a largo
plazo. Un mayor incremento del GIP se asocia con un mejor control de la

glucemia durante las primeras 24 horas.

3b. Un mayor incremento de la concentracidn de leptina en las primeras 24
horas y la concentracion de grelina a la hora, se asocian con un mayor
volumen del infarto. El incremento de IL6 y TNFa durante la primera hora
después del tratamiento trombolitico se asocia con una peor evolucion

neuroldgica precoz.
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I ANEXOS I

8.1 ANEXO I: CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

(r REGISTRO DE TROMBOLISIS \
HOSPITAL CLINICO Pacienten®
UNIVERSITARIO
VALLADOLID

Unidad de lctus

1. FECHA DEL ICTUS:

1. TERRITORIO AFECTO:

3 A caratida intracraneal
a ACM o DERECHA

a ACA a IIQUIERDA
a Ventsbrobasilar
a Mo determinada

3. | DOSISTOTAL RTPA: ms

4. TIEMPOS DE LATENCIA (hh:mm)

INICIO SINTOMAS

LLEGADA

TC O EM BASAL

INICIO TRATAMIENTO

5. TIEMFO DE INICTO DE FIERINOLISIS:
o = JHORAS
o 3-15HORAS
o 45-§ HORAS O INICIO DESCONQCIDG

6. FACTORES DE RIESGOD (conocdos o diagnosticado: durante ingrese) E

HISTORIA VASCTULAR:

o Fumador (actve o exfemder 3 abos) TRATANIENTO PREVIO:
a Enolisma =40 g'd o AAS

o HTA (TA =14090 o 5o biposesmor) a CLOPIDOGREL

2 DM (dox det gic aymems =126 0 =0 Hipoghicemizme) a ESTATINAS

2 DL (zad sl = 200, LOL = 130, HOL = 35, TE #1700 =) SIECAS

o ACIFA (grevia 0 en EDG al ingresa) o ARA D

aCard Isq1_1F-_'ﬂ'_-'lﬂ 2 ANTIDIABETICOS ORALES
o Vasc. Periferica o INSULINA

a Iotus isquemica previa a Otras:

aEPOC

o Antecedentes famdlizres de icms




7. ACTIVIDAD FISICA FREVIA
Domdciliaria:
Extradosmiciliaria (Fm/ds, otrzs actividades]):

5. VARIAELES ANTROPOMETRICAS, CONSTANTES Y ANALITICAS
PESO: E:z ANALITICA de INGRESO (previa al alta):
TALLA:_ m HbAlc % Glicemiz myunas: mzidl
CINTURA ABDOM: om HDOL: mzdl G- medl
SINDROME METABOLICO: Insuline
{Criterios AHA-ATPI: =
3ctiterios)

o Cinmraabdom: 5 >94cm
% >Blom
o TG =150mzdl
o HDL: g <40cm
¥ < 50cm
o HTA({ >135/85)
o Glicsm aynnas > 100medl
Varisble Basal | 2 | 6n | 24p |G| At
- - - - - -
TEMPERATURA
- - - - - -
TAS
- - - - - -
TAD
- - “ “
GLUCEMIA
Ll
= PLAQUETAS
2 =
£ %
=
= =
3 INE
= ;
5 LEUCQCITOS
- ] - - - -
NIHSS




(_ 8. COMPLICACIONES

COMPLICACIONES SISTEMICAS

COMPLICACION Fechz v hora
1=

2

I-

COMPLICACIONES NEUROLOGICAS:

COMPLICACION Facha v homa

1 -Deteriora nensolagico precoz >4 puntos en NIHSS en 1* 24 horas)

2 - Crisis comiciales

3 - Reonrrencia del icms

COMPLICACIONES FELACIONADAS CON EL MANETD DE LA GLUCENTA

COMPLICACTON

Facha yham

1 -HIPOGLUCENMIA < 5 me'dl

2 -HIPOGLUCENIA SINTOMATICA

10. ECO DOFFLER TRONCOS SUPRAAORTICOS URGENTE

PATRON ACIDERECHA

ACIIZQUIERDA

NOFMAL

< 30%

30-50%

50-710%

> 0%

QCLITSION

11. DOFFLER TEANSCRANEAL en ARTERIA CEREERAL AFECTADA:

TIBI BECANALIZACION RECQCLUSION
{Peos TIBI 3 x mam) (o / Pagcial | Complata) {51/ Na)
BASAL
1H
1H
14H

SIRECANALIZACION DURANTE LA MONITORIZACION (2H)

(minutgs desds &l inicia dal tratmisnta):

Tiempa de final: min

TIEMPD HASTA RECANALIZACION PATRON EECANALIFACTON:

2 SUDEN {minutas, subita)
Tiempa de inicia: mdn o STEPWISE (< 30 minutas)

a SLOW {= 50 minntas)

a NULA: El TIBI 2 1as 2 horas =5
identica al basz




12. VARIAELES RADIOLOGICAS:

% Zimnas pracocss NO hﬁca?r::[l <1/3 =173
= Leucoarziosis 11 NO ASPECTS: pumias
Hipadensidad NO <173 =173 AZA ACP VB Varios
= Valumen hipodensidad (oo™ x x = 2= o
o
E Trznsformecion hemarzsicz WO H1 2 IH1 THI PH
=3
& Tr. Hemommagica sintomstica 21 NO
Edema cerehral Grada: NO 1 2 | 3 | Malizna
=
o Vaolumen finzl del inferta = = = 1= cc
=
Edema:

{mrado 3 + detssiono pewrologicn)

{Horas desda inicio sintomas):

Grada 1 (bormasmeno de seroos) ( Grado I (asimetr vemtricular) (Grado 3 (demviacion boea media)) ( Makizno

Sitranzformacion hemorragica zimtomatica: Tismpo de transformacion hemorrasica

TC PERFUSION BASAL: 51 NO

o CEVEASAL:
MTT BASAL:
MISMATCH MTT-CEW:

o CEWV:
o MTT:
o CEV control-CEV basal:

TC PERFUSION CONTROL (3-&d): 51 MO

FAl MULTIMODAL BASAL:SI NO

o DWI BASAL:
o FWI BASAL:
MISMATCH PWI-DWI:

FM MULTIM CONTROL(3-5d): 51 NO

o DWL
o PWL
o DWI control-DVWT bazal:

13. CLASIFICACION TOAST

o CARDIOEMEOLICO
o ATEROTROMBOTICO
a LACUNAR

2 INDETERMINADO

2 OTROE




14. EVOLUCION CLINICA:

NIHSS ALOS T DIAS O AL ALTA:
RANEIN ALCS TDIAS O AL ALTA:

CITA EN OCEE 00N DRDEA:

FECHA

EANEIN A LOS 3 MESES

Barthel 2105 3 mases

Ln




8.2  ANEXO II: CLASIFICACION TOAST Y ALGORITMO DIAGNOSTICO

(- N

1. Anamnesis v exploraciin general v neuroligica
2. EM/TC inicial
- Izquémico (signes meipisntss de isquemia aguda, mismatch
perfusion/difusion)
- Hemorrigico
.. LACUNAR
3. Valoracién fuentes cardioembilicas }_. CARDIOEMBOLICO | S'~1%cm. @ localmacion compatible
) INDETEEMINADO POR
Erc - COEXISTENCIA DE DOS
r . CAUSAS
4. Ecodoppler TSA ¥y DTC ]—b 81 estenosis extra/imtracraneal >50% INDETERMINADO
i . POR ESTUDIO
ATEROTROMBOTICO l
l . ShuntD-1

Ecocardiogramatransssofisico
Estudio ictus pacisntzjoven
Valorar otras expleracionss

» AngicEM

» Fezerva hemodingmica l

* Microembolias CAUSA POCO FRECUENTE

\ / INDETERMINADO j




8.3  ANEXO IIl: ESCALA NIHSS (ESCALA DE ICTUS DEL NATIONAL INSTITUTE OF

HEALTH)

1a. Nivel de conciencia

1b. Nivel de conciencia-Preguntas orales
Preguntar:
¢éEn qué mes estamos? y

éQué edad tiene?

1c. Nivel de conciencia-Ordenes motoras

Ordenar :

“Cierre los ojos” “Ahora abra los ojos” y con el
lado no parético

2. Mirada conjugada

3. Visual

Explorar los campos visuales por confrontacion,

0 = Alerta, respuestas normales.

1 = No alerta pero responde a minimos estimulos
verbales para obedecer o responder.

2 = No alerta. Requiriere estimulos repetidos o
dolorosos para realizar movimientos (no
estereotipados o reflejos).

3 =Sdlo respuestas reflejas o falta total de
respuestas.

0 = Ambas respuestas son correctas.

1 =Una respuesta correcta.

2 = Ninguna respuesta correcta.

0 = Ambas ordenes son correctas.
1 = Una orden correcta.

2 = Ninguna orden correcta.

0 = Normal.

1 = Paresia parcial de la mirada. Ausencia de paresia
total o desviacion forzada.

2 = Paresia total o desviacion forzada de la mirada
conjugada.
0 = No alteracion visual.

1 = Hemianopsia parcial.



cuadrantes superiores e inferiores.

4. Paresia facial.

Ordenar enseiiar los dientes, sonreir o hacer

mimica para que el paciente lo imite.

Si el paciente esta afasico o poco reactivo dar un
estimulo doloroso para observar la mueca.

5. Paresia del brazo

Explorar el lado no parético en primer lugar.

Ordenar levantar y extender el brazo. No valorar

la fuerza de la mano.

Si el paciente esta en decubito, la posicion del

brazo extendido es a 459.

Si el paciente esta sentado, la posicion del brazo
extendido es de 90°.

En segundo lugar se explora el lado parético.

6. Paresia de la pierna

Ordenar levantar la pierna extendida y
mantenerla a 309°.

Explorar la pierna no parética en primer lugar y
posteriormente explorar el lado parético.

2 = Hemianopsia completa.

3 = Ceguera total.

0 = Movimiento normal y simétrico.

1 = Borramiento del surco nasogeniano o minima
asimetria al sonreir.

2 = Paralisis total o casi total de la zona inferior de la
hemicara.

3 = Paralisis completa con ausencia de movimiento en
la zona superior e inferior de la hemicara o
bilateral.

Lado derecho y lado izquierdo

0 = Mantiene la posicion durante 10 segundos.

1 = Claudicacién en menos de 10 segundos, aunque la
extremidad no llega a contactar con la cama.

2 = Puede levantar la extremidad pero esta contacta
con la cama en menos de 10 segundos.

3 = Existe movimiento de la extremidad pero no la
levanta contra gravedad o cae inmediatamente.

4 = Ausencia total de movimiento.

9 = Extremidad amputada a nivel proximal o
inmovilizada. No sumar en la puntuacion global.

Lado derecho y lado izquierdo

0 = Mantiene la posicién durante 5 segundos.

1 = Claudicacién en menos de 5 segundos, aunque la
extremidad no llega a contactar con la cama.

2 = Puede levantar la extremidad pero esta contacta
con la cama en menos de 5 segundos.

3 = Existe movimiento de la extremidad pero no la
levanta contra gravedad o cae inmediatamente.

4 = Ausencia total de movimiento.

9 = Extremidad amputada a nivel proximal o



inmovilizada. No sumar en la puntuacion global.

7. Dismetria 0 = Ausente.
Explorar dedo-nariz y talon-rodilla con los ojos 1 = Presente en una extremidad.

abiertos.
2 = Presente en 2 extremidades.

En caso de existir un déficit motor que impida
valorar la dismetria, puntuar como ausente “0.”

8. Sensibilidad 0 = Normal.

Con aguja, o ver la retirada ante estimulo 1 = Leve o moderada hipoestesia (posible anestesia
doloroso en el paciente obnubilado. algésica pero el paciente nota que se le toca).

Si alteracion bilateral o en coma, puntuar “2”. 2 = Anestesia severa o total (no nota que se le toca).

9. Lenguaje 0 = Normal, no afasia.
Si intubacidn traqueal o mudo, hacer escribir. 1 = Afasia leve o moderada.

Si en coma, puntuar “3”. 2 = Afasia severa (imposible entenderse con el
interlocutor).

3 = Mudo con comprensién nula.

10. Disartria. 0 = Normal.

A pesar de la afasia, valorar sélo la articulacion. 1 = Leve o moderada, puede ser entendido aunque
con dificultad.

Si afasia=3 (mudo), valorar como Disartria=0

2 = Severa, ininteligible o mudo/anartrico (con
independencia de la presencia de afasia).

9 = Intubado u otras barreras fisicas. No sumar en la
puntuacién global.

11. Extincion-Negligencia-inatencion. 0 = Sin alteraciones.

En pacientes en coma, puntuar “2.” 1 = Inatencidn o extincidn en una de las modalidades
visual, tactil, espacial o corporal.

2 = Hemi-inatencidn o negligencia severa, o a mas de
una modalidad. No reconoce su propia mano
(asomatognosia) o sélo reconoce una parte del
espacio.




8.4  ANEXO IV: ESCALA RANKIN MODIFICADA

Sin sintomas.

Sin incapacidad importante

Incapacidad leve

Incapacidad moderada

Incapacidad moderadamente
severa

Incapacidad severa

Muerte

Capaz de realizar sus actividades y obligaciones
habituales.

Incapaz de realizar algunas de sus actividades previas,
pero capaz de velar por sus intereses y asuntos sin
ayuda.

Sintomas que restringen significativamente su estilo de
vida o impiden su subsistencia totalmente auténoma (p.
ej. necesitando alguna ayuda).

Sintomas que impiden claramente su subsistencia
independiente aunque sin necesidad de atencién
continua (p. ej. incapaz para atender sus necesidades
personales sin asistencia).

Totalmente dependiente, necesitando asistencia
constante dia y noche.
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Insulin Resistance Is Associated With a
Poor Response to Intravenous
Thrombolysis in Acute Ischemic Stroke
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OBJECTIVE—Insulin resistance (IR) may not only increase stroke risk, but could also con-
tribute Lo aggravate stroke prognosis. Mainly through a derahgement in endogenous fibrinolysis,
IR could affect the response to intravenous thrombolysis, currently the only therapy proved to be
efficacious for acute ischemic stroke. We hypothesized that high IR is associated with more
persistent arterial occlusions and poorer long-term outcome after stroke thrombolysis.

RESEARCH DESIGN AND METHODS —This is a prospective, observational, longitu-
dinal study in consecutive acute ischemic stroke patients presenting with middle cerebral artery
(MCA) occlusion who received intravenous thrombolysis. Patients with acute hyperglycemia
(=155 mg/dL) receiving insulin were excluded. IR was determined during admission by the
homeostatic model assessment index (HOMA-IR). Poor long-term outcome, as defined by a day
90-modified Rankin scale score =3, was considered the primary outcome variable. Transcranial
Duplex-assessed resistance to MCA recanalization and symptomatic hemorrhagic transformation
were considered secondary end points.

RESULTS—A 1otal of 109 thrombolysed MCA ischemic stroke patients were included (43.1%
women, mean age 71 years). The HOMA-IR was higher in the group of patients with poor
outcome (P = 0.02). The probability of good outcome decreased gradually with increasing
HOMA-IR tertiles (80.6%, 1st tertile; 71.4%, 2nd tertile; and 55.3%, upper tertile). A HOMA-IR
inthe upper tertile was independentlyassociated with poor outcome when compared with the lower
tertile (odds ratio [OR] 8.54 [95% C11.67—43.55]; P =0.01) and wasassociated with more persistent
MCA occlusions (OR 8.2 [1.23-54.44]; P = 0.029).

CONCLUSIONS —High IR may be associated with more persistent arterial occlusions and
worse long-term outcome after acute ischemic stroke thrombolysis.

troke is the second most common

cause of death and the first leading

cause of disability in adults world-
wide. Moreover, stroke burden is expec-
ted to increase rapidly in the following
decades (1). Approximately 85% of all
strokes are ischemic, which are mainly
caused by acute thromboembolic occlu-
sion of intracranial arteries. In this con-
text, reperfusion therapies focus on early
vessel reopening to save cerebral ischemic

tissue-at-risk, thus reducing final infarct
size and neurologic sequelae. Currently,
intravenous thrombolysis with tissue
plasminogen activator (tPA) remains the
only therapy that has proved efficacy for
acute ischemic stroke.

Insulin resistance (IR), the proposed
main pathophysiological mediator of
metabolic syndrome (2), may lead to a
prothrombotic and proinflammatory
state, characterized by a derangement in
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endogenous fibrinolysis and increased
platelet activation (3). These deleterious
effects may contribute to explain the
well-known association between raised
IR and a higher incident or recurrent
stroke (4), but whether [R-related meta-
bolic disturbances may also have an im-
pact on the prognosis of acute ischemic
stroke once it has occurred and on the
response to intravenous thrombolysis re-
mains largely unknown. In this setting,
our group previously reported that acute
stroke patients fulfilling criteria for meta-
bolic syndrome showed a higher resis-
tance to intravenous thrombolysis (5,6).
However, that study was based only on
metabolic syndrome clinical criteria and
no direct measure to assess IR was per-
formed, thus we could not draw any valid
conclusion regarding the relationship
between IR and acute stroke outcome.
Considering the pathophysiological
background and our previous research,
we designed a prospective study to test
the hypothesis that a high IR is associated
with a worse clinical outcome and more
persistent arterial occlusions after intrave-
nous thrombolysis for acute ischemic
stroke.

RESEARCH DESIGN AND
METHODS

Patient selection

We prospectively studied consecutive
acute nonlacunar middle cerebral artery
(MCA) ischemic stroke patients admitted
to our Stroke Unit from 2008 January to
2010 July who fulfilled criteria to receive
intravenous thrombolysis according to our
institutional protocol in a standard dose of
0.9 mg/kg. Specific additional inclusion
criteria for this study comprised 1) MCA
occlusion on prebolus transcranial color
coded Duplex (TCCD) examination, 2),
availability of blood samples to determine
tasting insulin 24 to 48 h after admission,
3) no chronic treatment with insulin be-
fore qualifying stroke, and 4) admission
glycemia of <155 mg/dL. This cutoff
point of glycemia is used in our institu-
tional protocol as a target for active treat-
ment with insulin according to the resulis
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Insulin resistance and stroke thrombolysis

of the glycemia in acute stroke (GLIAS)
study (7) and also in agreement with
American Diabetes Association’s consen-
sus on inpatient glycemic control (8).
The GLIAS study identified a glycemia
=155 mg/dL as an independent predictor
of poor outcome in acute stroke patients.
By excluding patients with hyperglycemia
>155 mg/dL in our study we intended to
avoid exogenous insulin administration
before blood sampling and also to attenu-
ate the confounding effect of hyperglyce-
mia on stroke outcome.

Between 2008 January and 2010 July,
193 ischemic stroke patients were treated
with intravenous thrombolysis in our
Stroke Unit. Of them, 41 were excluded
because of their hyperglycemia at admis-
sion and 12 were not MCA territory
ischemic strokes. Of the remaining 140,
115 showed MCA occlusions on prebolus
TCCD examination. Finally, fasting in-
sulin could be determined in 109 MCA
ischemic stroke patients who could be in-
cluded. The study protocol was approved
by the local ethics committee, and in-
formed consent to participate in our
study was obtained from all patients or
their relatives.

Clinical assessment

All included patients underwent medical
history, physical examination, routine
blood biochemistry and blood count,
electrocardiogram (ECG), chest X ray,
urgent cervical Duplex ultrasound and
transcranial Doppler and/or Duplex ex-
aminations, and noncontrast brain com-
puted tomography (CT) upon admission
to our Stroke Unit. Intravenous throm-
bolysis was administered in a 0.9 mg/kg
tPA dose as described in Safe Implementa-
tion of Thrombolysis in Stroke-Monitoring
Study (SITS-MOST) (9).

Prebolus systolic and diastolic blood
pressure (BP) values, temperature, and
glycemia were determined on admission.
Neurologic examinations were performed
on admission and periodically during
the next 24 h after the initiation of the
thrombolytic infusion. Stroke severity
was determined with the National Insti-
tutes of Health Stroke Scale (NIHSS)
(10).

During admission, history of vascular
risk factors and vascular disease was
obtained. Cerebral CT scans were carried
outbefore tPA bolus and repeated after 24
h, or earlier when neurologic deteriora-
tion occurred. Early ischemic changes in
each patient’s CT were evaluated accord-
ing to Alberta Stroke Program Early CT

Score (ASPECTS) score (11). This is a
10-point quantitative topographic CT
scan score developed to assess early ische-
mic changes on pretreatment CT studies
in patients with acute ischemic stroke of
the anterior circulation. Anormal CT scan
receives ASPECTS of 10 points, whereas a
score of 0 indicates massive involvement
throughout the MCA territory.

On follow-up CT we measured infarct
volume by using the formula for irregular
volumes and we also assessed the pres-
ence of symptomatic hemorrhagic trans-
formation during admission, according to
the SITS-MOST definition: local or remote
parenchymal hemorrhage type 2-blood
clot exceeding 30% of the infarct area,
with substantial space occupation—on the
imaging scan at 22-36 h after treatment,
combined with a neurologic deterioration
of four or more points on the NIHSS from
baseline, or from the lowest NIHSS score
between baseline and 24 h, or leading to
death.

Stroke subtypes were classified using
modified Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST) criteria (12),
in agreement with the results of the addi-
tional diagnostic procedures performed
(echocardiography, ECG-Holter moni-
tor, special coagulation test, and immu-
nologic study).

Clinical long-term outcome was as-
sessed 90 days after symptoms onset by
means of the modified Rankin Scale
(mRS) (13). A mRS score =2 determined
on day 90 after stroke onset was consid-
ered indicative of good long-term func-
tional outcome.

Measurement of IR

IR was quantified with the homeostatic
model assessment index (HOMA-IR) fol-
lowing the formula described by Matthews
et al. (14): HOMA-IR = glucose mg/dL X
insulin mU/L/ 405. Fasting blood samples
were drawn 24—48 h after admission to our
Stroke Unit. Serum was immediately sepa-
rated by centrifugation at 3,500 revolutions
per minute for 15 min. Right away the in-
sulin level was measured with a commer-
cial enzyme-linked immunosorbent assay
(ARCHITECT insulin assay; ABBOTT,
Wiesbaden, Germany) and expressed in
milliunits per liter; glucose was measured
in serum using standarized methods and
expressed in milligrams per deciliter. De-
terminations were performed in duplicate,
and the mean value of both determina-
tions was used. The mean intra-assay co-
efficients of variation were <<10% in all
cases.

Transcranial ultrasound assessment
of resistance to clot lysis

All extracranial ultrasound imaging and
transcranial Duplex were performed with a
Toshiba Aplio XG echograph (Toshiba
Medical Systems Europe, Zoetermeer, the
Netherlands). Transcranial Doppler exami-
nations were conducted with a power-
M-mode—equipped Sonara device (Viasys
Healthcare). Standard transcranial Doppler
(TCD) and/or TCCD examinations were
performed in our Stroke Unit, right before
tPA infusion to check the existence of
MCA occlusion. If the patient had an in-
appropriate acoustic window, a single bo-
lus of echocontrast agent (Sonovue) was
administered. A follow-up TCD or TCCD
study was performed by the same neuro-
sonologist 1 hand 24 h after intravenous
tPA bolus to monitor arterial status.

MCA occlusions were defined accord-
ingto the Thrombolysis in Brain Ischemia
(TIBI) grading system (15), which estab-
lishes grade 0 (absent), 1 (minimal), 2
(blunted), or 3 (dampened) as indicative
of arterial occlusion. Arterial recanaliza-
tion was diagnosed when the end-
diastolic flow velocity increased (TIBL
grade 4) or became normal (TIBl grade
5). Resistance to clot lysis was defined
by the lack of complete arterial recanali-
zation (TIBI 4-5) in the 24-h control
transcranial ultrasound examination.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with
the SPSS statistical package (versionl7.0;
SPSS, Chicago, IL). Statistical significance
forintergroup differences was assessed by
the x” test for categorical variablesand the
Student t test and Mann-Whitney U test
for continuous variables. All continuous
variables except NIHSS score, ASPECTS
score, leukocyte, and platelet were nor-
mally distributed. Long-term clinical out-
come was considered the primary outcome
variable, whereas resistance to clot lysis,
symptomatic hemorrhage transformation,
and final infarct volume were considered
secondary end points. To evaluate the re-
lationship between IR (HOMA-IR), poor
clinical outcome, hemorrhagic transfor-
mation, infarct volume, and resistance
to clot lysis, multivariate adjusted logistic
regression models were applied when sig-
nificant differences in respective bivariate
analysis were observed. Variables showing a
P << 0.1 on the respective bivariate analysis
were included in those models. Moreover,
we computed age-, sex-, and other signif-
icant variables—adjusted odds ratios (ORs)
for poor clinical outcome and resistance to
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Table 1—Demographic and baseline variables in the whole study sample and across the group of patients belonging to the top

HOMA-IR tertile and remaining tertiles

Variables All (n = 109) Upper tertile (n = 38) Rest of tertiles (n = 71) P value
Sex, female (%) 47 (43.1) 18 (47 4) 20 (40.8) 0512
Age (years) 71.0*113 70.57 = 12,49 71.23 = 10.76 0.774
Smoking (%) 28(25.7) 9(23.7) 10 (26.8) 0.726
Ethanol abuse (%) 9(8.3) 1(2.6) 8(11.3) 0.119
Hypertension (%) 68 (62.4) 25(65.8) 43 (60.6) 0.591
Diabetes (%) 12(1D) 8(21.1) 4 (56) 0.014
Hypercholesterolemia (%) 45(413) 17 (44.7) 28 (39.49) 0.592
Cardioembolic etiology (%) 51 (46.8) 15(395) 36 (50.7) 0.292
Baseling NIHSS store 10 (6-18.5) 10.5 (7.0-19.25) 10 (6-18) 0.610
Prebolus glycemia (mg/dL) 107.57 = 21.76 114.81 = 20.96 103.70 = 21 0.010
Insulin levels (mU/L) 747 10.19 1301 £ 1576 450+ 185 0.003
Leukocyte (X 10%/pL) 7.96 (6.23-9.09) 8.69 (7.04-9.56) 7.10 (5.76-8.73) 0.007
Platelet (X lUi.fp.L) 202 (164-234) 206 (175-236) 195 (162-230) 0.208
Admission systolic BP (mmHg) 147 81 *+ 23.84 151.42 + 20.26 14588 * 2549 0.250
Admission diastolic BP (mmHg) 7844 * 14.03 80.60 = 13.57 77.28 = 14.22 0.240
ASPECTS 10(9.25-10) 10 (9-10) 10 (9.75-10) 0.970

Results are mean = SD, No. (%), or median (interquartile range), as appropriate.

clotlysisassociated with increasing tertiles
of the population distribution HOMA-
index, with the lower tertile as the refer-
ence. Results of the regression analyses are
expressed as ORs and their corresponding
Cls. A probability value <0.05 was con-
sidered significant.

RESULTS

Descriptive analysis

We studied 109 consecutive acute ische-
mic stroke patients with a documented
MCA occlusion and without the patient’s
hyperglycemia treated with intravenous
tPA. Forty-seven (43.1%) of them were
female, and mean age was 71.0 = 11.3
years. Table 1 summarizes the distribu-
tion of demographic characteristics and
baseline clinical variables in patients be-
longing to the HOMA-IR upper tertile
subgroup and patients of remaining
HOMA-IR tertiles. Univariate analysis
showed that patients belonging to the
HOMA-IR upper tertile had more fre-
quently a history of diabetes (P =
0.014), higher glycemia on admission
(P =0.01), and higher leukocytes level
(P = 0.007). However, there were no sig-
nificant differences in main prognostic
baseline variables across groups, includ-
ing age and clinical severity asassessed by
NIHSS.

IR and long-term outcome

Three months after stroke onset, six
patients had died (mRS-score = 6) and
we made a follow-up visitto all remaining

patients. Of them 34 (31.2%) had a mRS-
score >>2. HOMA-IR was higher in the
poor outcome group (1.66 [95% CI
1.08-2.73]) than in the group of patients
with good outcome (1.29 [0.81-1.88];
P=0.02). The probability of good clinical
outcome decreased gradually with in-
creasing HOMA-IR tertiles (Fig. 1).

When a logistic regression model ad-
justed by age, baseline NIHSS, baseline
glycemia, and ASPECTS was applied, a
HOMA-IR in the upper tertile was inde-
pendently associated with poor outcome
when compared with the lower tertile (OR
854 [95% CI 1.6743.55]; P = 0.01), as
shown on Table 2.

Bivariate analysis also identified the
female sex (P = 0.026), older age (P =
0.034), history of diabetes (P = 0.005),

80.60%
71.40%

55.30%

Lower Medium Highest
Figure 1—Relation between IR and long-term
dinical outcome. Bars show the probability of
achieving good clinical outcome across HOMA-IR
tertiles.

higher baseline NIHSS score (P <
0.001), and platelet count (P = 0.049) as
significantly associated with long-term
poor clinical outcome as represented in
Table 3. After adjustment for those varia-
bles with P < 0.1 on bivariate analysis,
being in the upper HOMA-IR tertile re-
mained as an independent predictor of
poor outcome (adjusted OR 3.31 [95%
CI 1.17-9.36]; P = 0.024). Other indepen-
dent predictors of poor outcome were age
and baseline stroke severity.

Relationship between HOMA-IR

and secondary end points
Symptomatic hemorrhagic
transformation. No relationship was
found between HOMA-IR and symptom-
atic hemorrhagic transformation (sHT; P =
0.357). No patients in the HOMA-IR lower
tertile, 2 (5.7%) in the middle tertile, and 1
(2.8%) in the upper tertile developed sHT.
Resistance to intravenous thrombolysis.
Control TCD or TCCD to assess MCA
status at 24 h was performed in 89 of 109
patients. Resistance to clot lysis was ob-
served in 19 (21.3%) of them. HOMA-IR
was significantly higher in those patients
with persistent MCA occlusion 24 h after
tPA bolus: OR 1.87 [95% C11.19-3.6] vs.
1.33 [0.8-2.00], P = 0.035. Having a
HOMA-IR in the upper tertile level was
associated with more persistent arterial oc-
clusions after thrombolysis. The probabil-
ity of resistance to clot lysis augmented
gradually with increasing HOMA-IR ter-
tiles (7% 1lst tertile, 25% 2nd tertile, and
30% upper tertile).
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Duaseres CARE 3



Insulin resistance and stroke thrombolysis

Table 2—HOMA-IR tertiles and long-term clinical outcome

HOMA-IR tertiles Poor outcome OR P value
Tertile
Lower: <<1.03 Reference
Middle: 1.03-1.71 296 [0.61-14.4] 0.178
Upper: >1.71 8.54 [1.67-43.35] 0.01

Results show age-, baseline NIHSS-, baseline glycemia-, and ASPECT S-adjusted odds ratio (OR) and 95% Cl1
for poor long-term clinical ourcome associated with increasing HOMA-IR teriles, using the lower tertile as

the reference.

Alogistic regression analysis, in which

adjustment for age, baseline NIHSS, pre-
bolus glycemia, and ASPECTS was con-
ducted, showed that having a HOMA-IR
in the upper tertile, as compared with the
lower tertile, meant an eightfold increase
in the probability of resistance to clot lysis
24 h after tPA infusion (adjusted OR 8.2
[95% Cl 1.23-54.44]; P = 0.029).
Infarct volume. Patients in the upper IR
tertile showed a clear trend toward higher
final infarct volumes, although it did not
reach statistical significance (48.1 * 83.4
ccinupper tertile vs. 24.83 = 4412 ccin
the rest of tertiles; P = 0.061).

CONCLUSIONS —In our previous
works, we found metabolic syndrome to
be associated with a higher resistance to
intravenous thrombolysis for acute ische-
mic stroke (5,6). As a potential explana-
tion for this observation, we hypothesized
that the prothrombotic metabolic altera-
tions related to IR, such as the derange-
ment inendogenous fibrinolysis, could be

mediating this effect. However, in those
studies we approached IR relying only on
the clinical definition of metabolic syn-
drome, and no direct measure of IR was
performed. Thus, the current study was
designed to test this hypothesis more sol-
idly using the HOMA-IR to directly quan-
tify IR, which is known to provide auseful
model to assess IR and B-cell function in
epidemiological studies (16). In our new
series of prospectively selected consecu-
tive acute MCA ischemic stroke patients
treated with intravenous thrombolysis, a
higher IR was associated with a worse
long-term functional outcome and with
more lasting MCA occlusions, being this
association independent of baseline clin-
ical severity and glycemia.

Previous studies in acute ischemic
stroke patients treated with intravenous
thrombolysis have stressed the importance
of achieving arterial recanalization as soon
as possible in to improve clinical outcome
(17). In this context, IR could antagonize
the effect of systemic thrombolysis by

several potential mechanisms. First, pa-
tients with higher IR have elevated blood
level of fibrinolysis inhibitors, such as plas-
minogen activator inhibitor 1, which may
reflect an impairment of endogenous fibri-
nolytic capacity (18). Second, IR may affect
the structure of the offending clot itself,
rendering the clot more dense and resistant
tolysis. Ex vivo studies inhuman clots have
shown that the density ofthe clot augments
with the increasing number of components
of the metabolic syndrome (19). Moreover,
the clots obtained from patients with met-
abolic syndrome are composed of thicker
fibers and have more prolonged lysis times
than the ones from individuals without in-
creased IR (20). Third, IR may promote
various conditions that could contribute
to worsen the response to intravenous
thrombolysis and stroke outcome in gen-
eral, such as increased platelet activation,
endothelial dysfunction, and a chronic
proinflammatory state, among others (3).
As an important practical implication of
our findings, acute ischemic stroke patients
with higher IR may be bad responders
to intravenous thrombolysis and could
benefit from more aggressive reperfusion
approaches such as direct or rescue neuro-
interventional procedures.

The results of our study suppont the
notion that IR iself, independently of
glycemia, may exert a deleterious effect in
acute ischemic stroke. Indeed, hyperglyce-
miais known to be a strong determinant of
poor stroke outcome in patients treated
with intravenous thrombolysis by sev-
eral putative mechanisms (21). To avoid

Table 3—Results of the bivariate analysis of variables associated with poor long-term clinical outcome

Variable Good outcome at 3 months (n = 75) Poor outcome at 3 months (n = 34) P value
Sex, female (%) 27 (36) 20(55.8) 0.026
Age (years) 60.46 * 11.4 7441 = 10 0.034
Smoking (%) 19(253) 9(26.5) 0.900
Alcohol (%) 7(9.3) 2(5.9 0.544
Hypertension (%) 46 (613) 22 (64.7) 0.736
Diabetes (%) 4(5.3) 8(23.5) 0.005
Hypercholesterolemia (%) 32(42.7) 13(38.2) 0.663
Cardioembolic etiology (%) 33 (44) 18 (52.9) 0.443
Baseline NIHSS store 981 (5-13) 19 (12.50-22) <0.001
Prebolus glycemia (mg/dL) 105.14 = 21.99 11294 + 2056 0.083

HOMA-IR

Leukocyte (X 10%/uL)

Platelet (X 10%/pwL)

Admission systolic BP (mmHg)
Admission diastolic BP (mmHg)
Admission temperature (°C)
ASPECTS

1.29 (0.81-1.88)

752(6.22-8.76)
193 (162-232)

145.46 * 24.13
78.74 £ 13.30
35.74 £ 0.60
10 (10-10)

1.66 (1.08-2.73) 0.02

8.60 (6.45-10.26) 0.680
214 (191-257) 0.049
153.0x 227 0.127
77.76 £ 15.70 0.737
35.71 £ 0.59 0.858
10 (8.5-10) 0.267

Results are mean * SD, No. (%), or median (interquartile range), as appropriate. Results of multivariate analysis are shown in text.
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the confounding influence of glycemia,
patients presenting with acute hyperglyce-
miawere excluded from our study. Despite
having excluded hyperglycemic patients,
IR still emerged as an independent predic-
tor of a worse response to thrombolysis af-
ter adjustment for baseline glycemia in
logistic regression models. In agreement
with this finding, it has been shown in
healthy humans that hyperinsulinemia
may cause a selective impairment of fibri-
nolysis independent of glucose level (22).

This study has some limitations. First,
the final sample was a small size, although
highly selected, and therefore our results
would need to be confirmed ina validation
sample. Second, we used the HOMA-IR
to quantify IR and not the gold standard
hyperinsulinemic-euglycemic clamp be-
cause of practical limitations derived from
our clinical setting. However, our selected
method has been shown to correlate rea-
sonably well with clamp-derived values
(14). Third, fasting blood samples used to
determine HOMA-IR were obtained during
the first 24 to 48 h after stroke onset
and only once. We had to assume that
HOMA-IR measured during admission in
acute stroke patients may reflect differences
in their prestroke IR status, since quantifi-
cationof prestroke IR was not available. We
cannot completely rule out that our valies
are affected by acute phase response and
are therefore less valid as an estimate of
prestroke IR. Nevertheless, our mean
HOMA-IR values are comparable or even
somewhat lower than the ones reported in
the chronic phase after stroke, which ar-
gues against asubstantial influence of acute
phase reaction in our results (24).

In conclusion, high IR is associated
with a worse response to intravenous
thrombolysis in acute MCA ischemic
stroke. IR may lead to a derangement of
endogenous fibrinolisis, increased clot
density, and prolonged lysis times as
reflected by more persistent arterial oc-
clusions, thus becoming a promising
therapeutic target.
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Abstract

Background: Metabolic syndrome and insulin resistance may hamper the beneficial effect of intravenous thrombolysis in
acute ischemic stroke. We investigated the temporal profile and prognostic value of 11 circulating biomarkers of insulin
resistance in acute ischemic stroke patients treated with intravenous thrombolysis.

Methods: We performed a prospective study in acute ischemic stroke patients with a middle cerebral artery (MCA)
occlusion who received intravenous tissue plasminogen activator (tPA). Measurement of C-Peptide, Ghrelin, Gastric-
inhibitory-polypeptide (GIP), Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1), Glucagon, Insulin, Leptin, Resistin, Visfatin, Interleukin-6
(IL-6) and Tumor-necrosis-factor-alpha (TNF-a) was performed in three time-points: before tPA-bolus, right after tPA-
infusion and at 24h. Long term clinical outcome, early neurological recovery, MCA-recanalization, infarct volume and

hemorrhagic transformation were outcome variables.

Results: Fifty-two patients were included (61%women, mean-age75). Three months after stroke onset, 24 (47%) patients were
functionally independent. In a multivariate adjusted regression model, GIP level at 1h=109.51 pg/ml (OR 13.78 [1.38-137.31],
p=0.02) and GIP level at 24h=82.19 pg/ml (OR 28.46 [1.09-739.82], p=0.04) emerged as independent predictors of good
outcome. Baseline GIP and 0-1 h increment in IL-6 and TNE-a were associated with early neurological course. Ghrelin
level at 1h and 0-24h increment in Leptin level were independently associated with a larger infarct volume.

Conclusions: Blood concentration of several molecules reflecting a more pronounced insulin resistance status was
associated with a worse outcome in acute ischemic stroke patients treated with intravenous thrombolysis. Noteworthy, a
higher GIP level at 1h and 24 h after tPA treatment predicted good long-term outcome.

Key words: Insulin resistance, acute stroke, cytokines.

Introduction
Stroke is a major cause of death and disability worldwide.
Acute reperfusion therapies are aimed to reduce the amount

of brain infarcted tissue, thus improving stroke outcome.

Among reperfusion therapies, intravenous thrombolysis still
represents the only treatment that has proven to be safe and
effective in randomized clinical trials. These trials have shown
that intravenous tissue plasminogen activator (tPA) improves
functional outcome in ischemic stroke and that the benefits
outweigh the risk for patients who receive treatment within 4.5
hours of symptoms onset. Results from the NINDS trial showed
that intravenous alteplase improves functional outcome at

three months, if given within 3 hours of symptom onset [1].

The ECASS 3 clinical trial found that intravenous alteplase is

beneficial when given from 3 to 4.5 hours after stroke onset [2].

However, the beneficial effect of stroke thrombolysis can be
hampered by several local and systemic factors, among which

the metabolic syndrome has gained attention recently [3,4].
Our group previously reported that insulin resistance, the
proposed key pathophysiological mechanism underlying
metabolic syndrome [5], is associated with a worse response
to intravenous thrombolysis in acute ischemic stroke [8]. In
that study, insulin resistance was measured by means of the
HOMA index calculated during admission. This approach has
the risk of a confounding effect caused by the deleterious role of
fasting glycemia included in the HOMA equation [7]. Therefore,
we decided to explore the role of other glycemia-independent
markers of insulin resistance in acute ischemic stroke, thus rul-
ing out the potential bias caused by the association between
24 hours-glycemia and stroke outcome [8].

Insulin resistance is associated with an increased release
and action of several adipose-derived cytokines, the so-called
adipokines. These adipokines have been involved in the im-
pairment of insulin sensitivity and exert important actions

@ 2012 Calleja et al; licensee Herbert Publications Ltd. This is an open access article distributed under the terms of Creative Commons Attribution License
(http://creativecommeons.org/licenses/by/ 3.0), This permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited
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on vessel function and metabolic regulation, thanks to

their autocrine and paracrine function [9]. These molecules

affect platelet function, coagulation and fibrinolysis, and

their increased release may contribute to a prothrombotic
and systemic inflammatory state[10]. Whereas a significant

number of studies have examined the association of adi-
pokines with incident coronary heart disease [11,12], only a

limited number of studies have so far investigated the role

of adipokines in ischemic stroke [13]. Most of these studies

have evaluated the association between a single adipokine

and the risk of having a ischemic stroke in the future [14,15].
However, the role of insulin-resistance-related biomarkers

in the response to acute ischemic stroke therapies remains

largely unexplored.

Considering our previous research, we designed a prospec-
tive study aimed to describe the temporal profile of several
insulin-resistance-related molecules during the acute phase
of ischemic stroke and to investigate their effect on patients’
outcome after intravenous tPA therapy.

Methods

Patient selection

We prospectively studied acute nonlacunar middle cerebral

artery (MCA) ischemic stroke patients admitted to our Stroke

Unit from September 2009 to July 2011, who had a docu-
mented MCA occlusion on prebolus transcranial color coded

Duplex (TCCD) examination and fulfilled criteria to receive

intravenous thrombolysis according to our institutional

protocol. Besides thrombolysis criteria, specific criteria to

enter this study were (1) absence of conditions that could

affect biomarker levels such as active neoplasm or prior
inflammatory diseases, (2) possibility to obtain and process

blood samples prior to tPA bolus and at 1 and 24 hours after
thrombolysis was started, (3) patient’s functional independ-
ence prior to stroke, as defined by a modified Rankin scale

(mRs) score of 0 or 1, and (4) informed consent obtained

from patient or relatives.

During the study period, 52 ischemic stroke patients with
an acute TCCD-documented MCA occlusion and treated
with intravenous tPA fulfilled all selection criteria and were
included in the study. The study protocol was approved by
the local ethics committee.

Clinical assessment

All included patients underwent medical history, physical

examination, routine blood biochemistry and blood count,
electrocardiogram (ECG), chest X ray, urgent cervical Duplex

ultrasound, transcranial Duplex examinations, and noncon-
trast brain computed tomography (CT), upon admission to

our Stroke Unit. Intravenous thrombeolysis was administered

ina 0.9 mg/kg tPA dose as described in Safe Implementation

of Thrombolysis in Stroke-Monitoring Study (SITS-MOST) [16].
Prebolus systolic and diastolic blood pressure (BP) values,
temperature, and glycemia were determined on admission.

Twenty-four hours glycemia were determined in fasting
blood sample. Neurclogic examinations were performed
on admission and periodically during the next 24 h after the
initiation of the thrombolytic infusion. Stroke severity was
determined with the National Institutes of Health Stroke
Scale (NIHSS) [17]. We defined “early neurological improve-
ment” as a reduction in the total NIHSS score by =4 points or
the complete resolution of the neurologic deficit at 24 hours,
based on the methods used in previous studies [1].

During admission, history of vascular risk factors and vas-
cular disease was obtained. Cerebral CT scans were carried
out before tPA bolus and repeated after 24 h, or earlier when
neurologic deterioration occurred. Early ischemic changes
in each patient’s CT were evaluated according to the Alberta
Stroke Program Early CT Score (ASPECTS) [18]. This is a 10-point
quantitative topographic CT scan score developed to assess
early ischemic changes on pretreatment CT studies in patients
with acute ischemic stroke of the anterior circulation. A normal
CT scan receives ASPECTS of 10 points, whereas a score of
0 indicates massive involvement throughout the MCA terri-
tory. On follow-up CT we measured infarct volume by using
the formula for irregular volumes and we also assessed the
presence of symptomatic hemorrhagic transformation (SHT)
during admission, according to the SITS-MOST definition [19].
Stroke subtypes were classified using modified Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) criteria [20], in agree-
ment with the results of the additional diagnostic procedures
performed (echocardiography, ECG-Holter monitor, special
coagulation test, and immunologic study).

Clinical long-term outcome was assessed 90 days after
symptoms onset by means of the mRS[21]. A mRS score <2
determined on day 90 after stroke onset was considered
indicative of good long-term functional outcome.

Laboratory methods

Blood samples were drawn right before tPA-bolus, right after
tPA infusion and 24h after admission to our Stroke Unit. Blood
was also obtained from 10 healthy volunteers without history
of stroke or other vascular diseases, who served as laboratory
controls to obtain reference values. Plasma was collected by
centrifugation at 3.000 rpm for 15 min at 4°C, aliquoted and
stored blind-coded at -80° C until analysis. Biomarker levels
in plasma were measured in patients and controls by using
the multiplex Bio-Rad assay (Hercules, CA, USA), “Bio-Plex HU
Diabetes 12", at the Biomedic Investigation Unit (IBC), HCUV,
Valladolid, Spain. This system allows for quantitative measure-
ment of 12 different mediators (C-Peptide, Ghrelin, Gastric
inhibitory polypeptide (GIP), Glucagon-like peptide-1 (GLP-
1), Glucagon, Insulin, Leptin, Resistin, Visfatin, Interleukin-6
(IL-6), Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and Plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1)). Concentrations were given in pg/
ml for all molecules. Determinations were done by duplicate.
Mean coefficients of variation were < 10% in all replicated
samples. Results related to PAI-1 are not shown as they are
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reserved for another publication using different methodology.

Transcranial ultrasound assessment of resistance to
clot lysis

All extracranial ultrasound imaging and transcranial Duplex
were performed with a Toshiba Aplio XG echograph (Toshiba
Medical Systems Europe, Zoetermeer, the Netherlands). TCCD
examinations were performed in our Stroke Unit, right before
tPA infusion to check the existence of MCA occlusion. If the
patient had an inappropriate acoustic window, a single bolus
of echocontrast agent (Sonovue) was administered. A follow-
up TCCD study was performed by the same neurosonologist
2h after intravenous tPA bolus to monitor arterial status. MCA
occlusions were defined according to the Thrombolysis in
Brain Ischemia (TIBI) grading system [22], which establishes
grade 0 (absent), 1 (minimal), 2 (blunted), or 3 (dampened)
as indicative of arterial occlusion. Early arterial recanalization
was diagnosed when the TIBI pattern reached a 4 or 5 grade
in the 2 hours control TCCD examination.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with the SPSS statisti-
cal package (version18.0; SPSS Inc, Chicago lll). Statistical
significance for intergroup differences was assessed by the
2 test for categorical variables and the Student t test and
Mann-Whitney U test for continuous variables. All continuous
variables except NIHSS score, ASPECTS score, leukocyte and
platelet were normally distributed. Non parametric tests were
used for molecule analysis. Protein concentrations required
a log transformation to satisfy the linearity assumption.
Mediators' levels were first compared between patients and
controls using Mann-Whitney U-test. Variation of protein
concentration during the first 24 hours was assessed by
means of Friedman and Wilcoxon tests. Bonferroni correction
was used for multiple comparisons and a probability value
<0.016 was considered statistically significant.

Long term clinical outcome, early neurological recovery,
early MCA recanalization, infarct volume and hemorrhagic
transformation were considered outcome variables. The rela-
tionship between mediators levels and stroke outcome was
analyzed in several steps. First, to evaluate the relationship
between every biomarker level (including their variation in
concentration from baseline to the 24 hour time-point) and
outcome variables, crude logistic regression models were
applied. Molecules showing a p < 0.2 on the respective crude
logistic regression analysis were included in a multivariate
regression model, and adjustment was done by all baseline
variables showing a p < 0.1 on the respective bivariate analy-
ses. Results of the regression analyses are expressed as odds
ratios (ORs) and their corresponding confidence intervals (Cl).
Second, receivers operating characteristic (ROC) curves were
calculated for molecules showing a p 0.1 on the multivariate
adjusted logistic regression models, in order to determine
their predictive value under the curve as well as to obtain

the cut-point that better discriminated between favorable
and unfavorable stroke outcome. For all tests, a probability
value <0.05 was considered statistically significant.

Results

Descriptive analysis and temporal profile of insulin
resistance related- biomarkers

We studied 52 consecutive acute ischemic stroke patients with
a documented MCA occlusion treated with intravenous tPA.
Of them 32(61.53%) were female, mean age was 75.38 + 8.89
years and median NIHSS was 15 (9-21). Table 1 summarizes the

Table 1: Distribution of demographic characteristics, baseline
clinical variables and cytokine levels. Results are mean+SD, No.
(%), or median (interquartile range), as appropriate. SBP: Systolic
Blood pressure. DBP: Diastolic blood pressure. ASPECTS: Alberta

Stroke Program Early CT Score.

VARIABLE

Sex, female 32 (61.5%)
Age.y 75.38+8.89
Smoking 11 (21.2%)
Hypertension 32 (61.5%)
Diabetes mellitus 6(11.5%)
Hypercholesterolemia 15 {28.8%)
Cardioembolic etiology 24 (46.2%)
Baseline NIHSS score 15 (9-21)

Pre-bolus glycemia, mg/dL
24h fasting glycemia,mg/dL
Leukocyte, x103/pl
Platelet, x103/pl
Admission SBP, mm Hg
Admission DBP, mm Hg
ASPECTS
C_Peptide_0h, pg/ml
C_Peptide_1h, pg/ml
C_Peptide_24h, pg/ml
Ghrelin_0h, pg/ml
Ghrelin_1h, pg/ml
Ghrelin_24h, pg/ml
GIP_Oh, pg/ml
GIP_1h, pg/ml
GIP_24h, pg/ml
GLP-1_0h, pg/ml
GLP-1_1h, pg/ml
GLP-1_24h, pg/ml
Glucagon_0h, pg/ml
Glucagon_1h, pg/ml
Glucagon_24h, pg/ml
Insulin_Oh, pg/ml
Insulin_1h, pg/ml
Insulin_24h, pg/ml
Leptin_0h, pg/ml
Leptin_th, pg/ml
Leptin_24h, pg/ml
Resistin_0h, pg/ml
Resistin_1h, pg/ml
Resistin_24h, pg/ml
Vistatin_0h, pg/ml
Vistatin_1h, pg/ml
Vistatin_24h, pg/ml
1L6_Oh, pg/ml

ILé_1h, pg/ml

1L6_24h, pg/ml
TNFa_0h, pg/ml
TNFa_1h, pg/ml
TNFa_24h, pg/ml

119.07+27.86

107.25433.61

8.15 (6.43-9.28)

193 (165-229)
153.42+17.16

79.98+10.67

9 (8-10)

1427.10 (1161.46 - 2032.30)
1925.43 (1471.33 - 2818.98)
1649.31 (1209.86 - 2173.72)
62.50 (38.77 - 135.74)
93,99 (51.40 - 156.83)
116.66 (84.62 - 150.83)
46,54 (25.44 - 118.08)
109.51 (63.51 - 194.32)
78.10 (58.67 - 133.88)
725.04 (545.93 - 1002.32)
920,71 (459.09 - 1550.04)
1279.23 (1007.16 - 1892.57)
757.57 (624.91 - 855.62)
919,35 (805.26 - 1105.59)
891.56 (805.57 - 990.46)
1791.20 (1252.83 - 2731.15)
3154.96 (1559.37 - 5279.02)
2045.71 (2303.15 - 4827.09)
2317.50 (1463.35 - 4120.33)
2560.31 (1370.97 - 3990.47)
1933.93 (1307.49 - 5403.32)
2766.56 (1929.42 - 5640.50)
3619.16 (2090.16 - 12247.91)
1816.83 (1411.92 - 3251.75)
35.68 (35.68 - 1918.54)
1886.38 (35.68 - 7853.48)
943,55 (12.40 - 1727.51)
20.17 (14.86 - 31.44)

28.46 (19.71 - 39.57)

32.31 (22.63 - 48.08)

36.13 (26.27 - 54.19)

37.20 (22.83 - 66.67)

46.43 (33.71 - 59.33)
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Figure 1. Biomarkers temporal profile. The RED lines show the change in cytokine concentration during the first 24 hours in stroke
patients, whereas BLUE lines represent control values.
* p value for the comparison of each time-point concentration with the remaining time-points, assessed by Wilcoxon test in the pa-
tients group.
** plobal p value for the global variation of mediator concentration during the first 24h assessed by Friedman test in the patients group.
*** p value for the comparison of mediator levels between patients and controls.
= v

distribution of demographic characteristics, baseline clinical
variables and molecules level.

Studied biomarkers level was higher in stroke patients than
in healthy controls for most molecules and in most time-points,
with the exception of Leptin. Regarding biomarker variation
during the first 24 hours, most molecules experienced a pro-
gressive increment, some of them (C-Peptide, GIP, Glucagon,
Insulin, Resistin and Visfatin) picking at the first hour and then

decreasing until the 24 hour timepoint. The time profile of
the studied biomarkers is shown on Figure 1.

No significant correlations were found between the
baseline level of any molecule and admission’s glycemia.
Regarding 24-hours glycemia, significant correlations were
found for GIP level at 24 hours (r=-0.42, p=0.006) (Figure 2a),
C-Peptide at 24 hours (r=-0.35, p=0.02), 24- hours Ghrelin
(r=-0.34, p=0.03), 24-hours GLP1 (r=-0.43, p=0.006), 1-hour
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Resistin (r=0.37, p=0.01) and Glucagon increment during the
first 24h (r=0.36, p=0.02).

Association between molecule concentration and

endpoint variables

Long term clinical outcome

Three months after stroke onset, 24 (47%) patients had a

good outcome (MRS score < 2). Bivariate analysis, shown on

Table 2, identified higher baseline NIHSS score (P<0.001), lower
baseline NCCT ASPECTS (p=0.002) and higher admission DBP
(p=0.02) as significantly associated with a long-term poor clini-
cal outcome. The concentration of the following biomarkers,
analyzed as continuous variable, was significantly associated

with long-term clinical outcome in the bivariate analyses: 24h-

Table 2: Results of the bivariate analysis of baseline clinical vari-
ables associated with poor long-term clinical outcome.

Results are mean+5D, No. (%), or median (interquartile range),

as appropriate. SBP: Systolic Blood pressure. DBP: Diastolic blood
pressure. ASPECTS: Alberta Stroke Program Early CT Score

Good outcome at  Poor outcome at P

NARIAED 3 months (n=24) 3 months (n=27) Value
Sex, female 13 (54.16%) 19 (70.37%) 0.23
Agey 76.548.56 74222933 0.36
Smoking 5(20.83%) 6(22.22%) 0.90
Alcohol 1(4.16%) 3 (11.11%) 0.24
Hypertension 15 (62.5%) 17 (62.96%) 0.26
Diabetes mellitus 1(4.16%) 5 (18.51%) 0.1
Hypercholesterolemia 7(29.16%) 8 (29.62%) 0.97
TOAST category - - 0.12
CE 8(33.33%) 16 (59.25%)
ATH 5(20.83%) 5 (18.51%)
IND 11 (45.83%) 5 (18.51%)
Others 0(0%) 1(3.70%)
Baseline NIHSS score 10 (6-14) 19 (15-22) <0.001
Basal glycemia, mg/dL.  111.83+24.28 125.1830.18  0.091
g‘f‘h fasting glycemiamg/ g, 5453 0 1202243888 0.50
Leukocyte, x103/ul 7870 (6430-8680) 12 0.32
(6290-9800)
Platelets, x103/l {I fggggo-z 19500) Ef:ggn-zmm 096
Admission SBE, mm Hg  150.58+16.6 155371768 0.32
Admission DB mm Hg  76.58211.14 83.2520.48 0.02
ASPECTS 10/(8-10) 8 (7-9) 0.002

GIP, Th-Resistin, 1Th-Visfatin, GIP, Insulin and Leptin variation
during the first 24h, and Visfatin increment during the first
hour. These associations did not resist multivariate adjust-
ment for those variables with p<0.1 on bivariate analysis
(See additional table 1). Among molecules showing a p
<0.1 on the multivariate adjusted logistic regression model,
only 1h-GIP, 24h-GIP and 1h-Visfatin exhibited area under
ROC (AUROC) values above 0.6. A level of 109.5 pg/ml for
1h-GIP and 82.19 pg/ml for 24h-GIP emerged as the best
cutoff values ((sensitivity 71%; specificity 70%) (sensitivity
619%; specificity 77%) respectively). GIP level at 1 and 24
hour higher than the selected cutoff values emerged as
independent predictors of good outcome (OR 13.78 [95%
C11.38-137.31], p=0.02 and OR 28.46 [95% Cl 1.09-739.82],
p=0.04 respectively), being these associations independent
of admission and 24 hours glycemia. Figure 2b shows the vari-
ation in GIP level attending long-term outcome subgroups.

Early neurological improvement
Twenty four hours after stroke onset, 21 (40.38%) patients




Calleja et al. Journal of Diabetes Research and Clinical Metabolism 2013,

http://www.hoajonline.com/journals/jdrcm/ content/pdf/volume/2/1.pdf

experienced early clinical improvement. The multiple logistic
regression analysis adjusted for those variables with p<0.1 on
bivariate analysis (platelets p=0.04 and admission diastolic
BP(DBP) p=0.06), identified admission GIP (OR 4.47 [95% CI
1.08-18.51], p=0.03), IL6 (Oh-1h) (OR 0.06 [95% C1 0.005-0.73],
p=0.02), and TNF-a (Oh-1h) (OR0.13 [95% C1 0.02-0.91], p=0.04),
as significantly associated with neurological improvement.
Among molecules showing a p =0.1 on the multivariate
adjusted logistic regression model, only baseline GIP and
24h-GIP exhibited AUROC values above 0.6. A level of 84.91
pa/ml for 24h-GIP emerged as the best cutoff value (sensitiv-
ity 55%; specificity 72%). GIP level at 24 hour higher than the
selected cutoff value was an independent predictor of early
neurological recovery (OR 5.76 [95% ClI 1.27-26.16], p=0.02).

Recanalization by TCCD

Control TCCD to assess MCA status at 2 hours was performed

in 41/52 patients. Early MCA recanalization was observed in

15 (36%). No significant relationship was found between mol-
ecules concentration and the probability of MCA recanalization.

Infarct volume

Median infarct volume measured on follow up CT was 28.8cc
(4.43cc-79cc). Linear regression analysis showed that baseline
NIHSS (p<0.001), ASPECTS (p<0,001), Th-Ghrelin (p=0.10),
1h-GLP1 (p=0.06), 1h-IL-6 (p=0.10) and Leptin increment
from 0-24h (p=0.006) were associated with infarct volume. A
multiple linear regression analysis adjusted for those variables
with p<0.1 on bivariate analysis, identified 1h-Ghrelin (B 46.25
[95% Cl 2.34-90.16], p=0.03), and Leptin increment (0h-24h)
(OR 58.27 [95% Cl 6.32-110.22], p=0.02), as independently
associated with a larger infarct volume.

Symptomatic hemorrhagic transformation

Two patients (3.8%) patients had a SHT. No significant rela-
tionship was found between molecule concentration and
the probability of SHT.

Discussion

Among the 11 studied insulin resistance related-biomarkers,
we found relevant associations between the plasma level of
GIP, leptin, ghrelin, TNF-a and IL-6 and the oucome variables

assessed in consecutive MCA ischemic stroke patients treated

with i.v. tPA. Of note, a lower level of GIP measured at 1 and

24 hours after tPA bolus predicted a poorer long-term out-
come. These results are in line with previous investigations

suggesting that insulin resistance may play a deleterious role

in acute ischemic stroke, mediated in part by hampering the

therapeutic effect of intravenous thrombolysis.

Regarding the time profile of these molecules during the
acute phase of ischemic stroke, we were not able to find previ-
ous studies in the literature with which to compare our results.
When designing the study, we expected to find at least one
molecule not suffering significant changes during the acute

phase, which could then serve as an indirect indicator of the

patients'insulin resistance status prior to stroke. However, most

of the studied biomarkers showed an increase in their plasma

level during the first 24 hours after admission and could be

therefore influenced by stroke-induced acute phase reaction.
Interestingly, the associations with stroke outcome were not

found for any of the biomarkers’ pre-treatment level, but for
the change in the molecule concentration observed during

the first 24 hours after treatment onset. The magnitude of this

acute change in the biomarkers concentration in response to

cerebral ischemia showed a wide interindividual variability

across the study sample. We suggest that the observed differ-
ences in the molecules’ time profile might be influenced by

pre-stroke insulin resistence status, although this hypothesis

needs to be further clarified.

A higher level of GIP at 1 and 24 hours after tPA bolus was
associated with a better long-term outcome after thrombolytic
therapy. Moreover, a higher level of GIP at admission and at
24 hours was associated with early neurological recovery.
GIPis widely recognized as a physiological incretin hormone,
which potently stimulates insulin release depending on
glucose level. Its secretion is regulated mainly by the pres-
ence of nutrients in the gastrointestinal tract [23], although
the mechanisms regulating GIP release in the context of a
stress reaction, such as the one triggered by ischemic stroke,
are not well known. In animal models, sustained chemical
knockout of GIP receptor signaling results in mild impairment
of insulin secretion and glucose homeostasis [24]. Consist-
ent with this view, human studies have reported markedly
reduced levels of GIP in type 2 diabetic patients[25]. However,
little is known about the role of this molecule in critically ill
patients, and its potential contribution to the development
of acute stress hyperglycemia [26]. In our series, we found
that those patients with a less pronounced increase in GIP
level during the first 24 hours, showed a higher glycemia at
24 hours. Hyperglycemia is known to be a strong determinant
of poor outcome in stroke patients in general [27], and also
in ischemic stroke patients treated with intravenous throm-
bolysis [28]. In this context, not only admission’s glycemia
predicts stroke outcome, but hyperglycemia observed at any
time within the first 48 hours may have a deleterious effect
on stroke patients (5, 6). In order to explain the independent
association found between GIP and outcome, we hypothesize
that GIP expression in the setting of acute ischemic stroke
might be a part of an insulin-sensitizing response aimed to
reduce glucose level, thus counteracting the adverse effect
of acute hyperglucemia on stroke outcome. More research is
needed to know whether GIP is an active mediator or only an
innocent bystander in acute ischemic stroke. If GIP turns to
be actively involved in processes determining acute stroke
outcome, whether its therapeutic modulation could bring
any clinical effect would also deserve further study.

Both leptin and ghrelin were associated with final infarct
volume. Leptin is an important adipose derived hormone
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which regulates energetic intake and expenditure. The

potential deleterious role of leptin in acute ischemic stroke,
as suggested by our finding, is also supported by previous

experimental studies. Leptin was shown to promote the

expression of plasminogen activator inhibitor- 1 (PAI-1) in

an in vitro culture of human vascular endothelial cells [29].
Moreover, leptin administration promoted arterial thrombosis

in vivo studies in mice [20]. These prothrombotic effects may

be inhibited after leptin neutralizing monoclonal antibody

administration, as shown in murine models of arterial injury
and pulmonary embolism [21]. In line with this experimental

data, clinical studies in human found an association between

higher leptin levels and endothelial dysfunction [32]. However,
these studies, together with our results, are in disagreement

with recent investigations performed in a mice model of
transient focal cerebral ischemia showing that peripherally

administered leptin decreased infarct volume by reducing

oxidative stress and neuronal apoptosis [22]. Regarding ghre-
lin, our finding seems to be in conflict with what has been

reported in the literature. Animal models of permanent focal

cerebral ischemia in rats showed that ghrelin treatment results

in decreased infarct size and neurological deficit through sup-
pression of inflammation, nNOS activity, and apoptosis [34].
In both animal [35] and human [36] studies of cardiac disease,
ghrelin improved left ventricular structure and function, ex-
ercise capacity and muscle wasting, suggesting that ghrelin

could be a new therapeutic approach for the treatment of
cardiac heart failure. The role of leptin and ghrelin in human

cerebral ischemia needs to be further clarified.

A higher increase in IL-6 and TNF-a level during the first
hour after thrombolytic treatment was associated with a
worse early neurological course. Both IL-6 and TNF-a are
known to be elevated in patients with insulin resistance
[9], reflecting the existence of a proinflammatory state. This
observation is consistent with previous studies showing an
association between these and other inflammatory biomarkers
determined during the first 24 hours after stroke onset and
the probability of early neurological deterioration [37]. This
proinflammatory state associated with insulin resistance [6],
among other mechanisms, could contribute to worsen the
response to intravenous thrombolysis and stroke outcome
in general.

This study has some limitations. First, the final sample
was small sized, although highly selected, and therefore our
results need to be confirmed in a larger validation sample.
Moreover, in the hyperacute stroke setting, the condition of
insulin resistance is unknown for the majority of the patients.
A larger sample would be also needed to separately evaluate
the role of these and other biomarkers in stroke patients with
a known history of insulin resistance, such as type 2 diabetics.
Second, ultrasound protocol could not be fully accomplished
in a significant number of patients, which precluded the se-
lection of early arterial recanalization as a primary outcome
variable. Third, other biomarkers associated with metabolic

syndrome and insulin resistance were not tested, such as
adipokines, coagulation and fibrinolysis factors. Among
adipokines, our biomarker panel did not include relevant
molecules such as adiponectin. In agreement with our main
hypothesis, linking insulin resistance with a poorer stroke
outcome, both preclinical studies in rat [38] and mice [39]
models of focal cerebral ischemia demonstrated a strikingly
positive effect of adiponectin on cerebral flow and infarct
size. Moreover, 5-year survival rate after first ever ischemic
stroke was found to be higher in patients who had a lower
adiponectin level determined within the first 24 hours after
stroke onset [40]. Fourth, although arterial recanalization
was assessed by TCCD, evaluation of brain reperfusion with
neuroimaging would have been desirable.

Conclusions

In conclusion, our findings support the hypothesis that insulin
resistance plays a deleterious role in acute ischemic stroke. A
higher level of GIP at 1 and 24 hours after tPA bolus, probably
reflecting a more intense insulin-sensitizing response, was
associated with a better long-term outcome after thrombolytic
therapy. Further studies are needed to elucidate the role of
GIP and other insulin-resistance related biomarkers as new
therapeutic targets in acute ischemic stroke. After this results,
our future research plan may include, among other lines, to
evaluate the role of GIP in an animal model of focal cerebral
ischemia, and to study the role of insulin resistance in acute
stroke patients treated with endovascular reperfusion therapies.
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