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1. Resumen

La hemorragia subaracnoidea espontanea aneurismatica (HSA) es una enfermedad
devastadora. Al inicio del sangrado se desencadenan una serie de mecanismos
perjudiciales que acaban resultando en la disrupcion de la barrera hematoencefalica
(BHE), con un papel esencial de la hiperglucemia y del estrés oxidativo. No obstante, la
relevancia clinica y los mediadores de la disrupcién de la BHE no son bien conocidos.

En este contexto, como principal hipdtesis de este proyecto nos planteamos que las
personas afectas por una HSA presentarian una alteracién precoz y difusa de la BHE y que
esta alteracion de la permeabilidad de la BHE podria ser identificada y cuantificada
mediante técnicas de resonancia magnética cerebral de perfusion (Dynamic Contrast
Enhanced Magnetic Resonance Imaging, DCE-MRI). La alteracién de la permeabilidad
detectada en las pruebas de neuroimagen se correlacionaria con la presencia en sangre y
en el liquido cefalorraquideo (LCR) de marcadores de dafio de la BHE y con la severidad
del dafo inicial. Igualmente, el dafo de la BHE estaria relacionado con condiciones de
hiperglucemia i de exceso de estrés oxidativo. Finalmente, la modulacion de estos
mecanismos mediante la administracidon de farmacos antioxidantes dirigidos
preferentemente a las zonas de mayor dafio de la BHE podria ser beneficiosa en un
modelo experimental de esta enfermedad. De acuerdo con estas hipdtesis, los objetivos
especificos planteados en este proyecto fueron evaluar la presencia de dafio de la BHE
mediante el uso de DCE-MRI, evaluar la relevancia prondstica del dafio de la BHE, definir
el papel de la hiperglucemia y del estrés oxidativo en el dafio de la BHE, y finalmente
evaluar el efecto de la administracién de farmacos antioxidantes dirigidos al dafio de la
BHE en un modelo experimental de HSA mediante una aproximacién terandstica en

condiciones de normoglucemia y de hiperglucemia.

De acuerdo con estos objetivos, hemos llevado a cabo un estudio traslacional enfocado a
definir la relacién entre la hiperglucemia, el estrés oxidativo y el dafio de la BHE en

pacientes afectos de HSA aneurismatica y en un modelo experimental de la enfermedad.
En las personas afectas de HSA, la disrupcion de la BHE se ha estudiado mediante el uso
de técnicas avanzadas de neuroimagen (DCE-MRI) de forma longitudinal (70 casos) para

definir su asociacion con variables de prondstico clinico y radioldgico a corto y largo plazo,



con especial atencidn al papel deletéreo de la hiperglucemia y del estrés oxidativo.
Igualmente, se ha caracterizado un modelo experimental de HSA en rata (perforacion
mecdanica endoluminal de la arteria cerebral media) mediante la evaluacién longitudinal de
la permeabilidad de la BHE (DCE-MRI) y del estudio in vivo de estrés oxidativo en el
cerebro (PET) en condiciones de normoglucemia y de hiperglucemia. En este modelo se
planted la modulacion de estos mecanismos deletéreos mediante la administracién de

farmacos antioxidantes dirigidos a reducir el dafio de la BHE, tales como el acido urico.

2. Resultados

Estudio clinico

Al final del estudio se reclutaron un total de 70 personas afectas de HSA con adquisiciones
de DCE-MRI evaluables realizadas dentro de las primeras 72+/-48 h (T1) posteriores al
sangrado y a los 3 meses (T90). Los mapas de permeabilidad se posprocesaron para
obtener los valores de k-trans, que es un biomarcador asociado al aumento de la
permeabilidad de la BHE. Los valores de k-trans se extrajeron de todo el cerebro y tras la
segmentacién de la sustancia gris y blanca y en diferentes territorios de irrigacion arterial.
El grado de recuperacién clinica se evalué mediante la escala modificada de Rankin
(buena recuperacion, puntuacién inferior a 3). La asociacién entre los valores de
permeabilidad (k-trans) y las variables de prondstico clinico se evalué en modelos de
regresion univariantes y multivariantes ajustados a variables de confusién como la edad,
la afectacidn clinica inicial, la extension radioldgica del sangrado cerebral y el tamafio del
aneurisma cerebral roto. De las 70 personas incluidas, un total de un 63% eran mujeres,
el 70% tenian una HSA de grado I-III en la escala WFNS, el 61% presentaba una
distribucion de sangre difusa con afectacidn intraventricular y la mediana de edad era de
55 anos. Los valores de k-trans fueron significativamente superiores en la adquisicidon de
neuroimagen realizada en T1 en comparacion con la realizada en T90, tanto en todo el
cerebro como en las segmentaciones de sustancia gris/blanca y en los diferentes
territorios de irrigacién arterial (p<0,005 en todas las comparaciones). En los modelos
ajustados, los valores elevados de k-trans se asociaron de forma independiente a una

peor recuperacion clinica a los 3 meses [OR ajustado (por cada 10% de aumento en el



valor de k-trans) = 2,16, 95% CI = 1,30-3,58, p = 0,003]. De acuerdo con estas
observaciones pudimos concluir que la HSA induce una alteracion difusa y precoz de la
permeabilidad de la BHE que se puede detectar y seguir con técnicas de neuroimagen
avanzada y que estas alteraciones se asocian a una peor recuperacién neuroldgica. De
forma global, estos hallazgos indican que la disrupcion de la BHE es un mecanismo
potencialmente implicado en el dafio cerebral secundario en la HSA y que su modulacién
podria ser una diana terapéutica. En esta cohorte de personas afectas de HSA no se
identificd una relacion directa entre los valores de k-trans durante las primeras 72 horas
posteriores al sangrado y los valores de glucosa en sangre. No obstante, en esta muestra
de pacientes los valores de glucosa elevados recogidos durante los primeros 3 dias de la
enfermedad se asociaron de forma independiente a una peor recuperacion clinica a los 3
meses y esta asociacion estaba mediada (31%) por la presencia de dafio neuroaxonal
evaluado mediante la cuantificacion de la concentracion en sangre de neurofilamentos de
cadena ligera y mediante el andlisis del dafio microestructural cerebral con técnicas de
resonancia magnética con tensor de difusion. No se encontrdé ninguna asociacion entre los
valores de k-trans derivados de la adquisicion de DCE-MRI y las concentraciones en
sangre de otros marcadores de dafio de la BHE tales como las metaloproteasas de la

matriz extracelular (MMP) o marcadores de estrés oxidativo.

Estudio preclinico

La evaluacion del efecto de la hiperglucemia en la HSA experimental se realizé en un
modelo animal en rata basado en la perforacion endoluminal mecanica de la arteria
cerebral media. En los primeros experimentos se evaluaron un total de 80 animales
sujetos a hiperglucemia moderada o severa (inducida mediante la administracién de
dextrosa 30 minutos antes de la induccidn del sangrado) y con normoglucemia. Estos
primeros estudios mostraron que la hiperglucemia se asociaba a una tasa de mortalidad
superior a la normoglucemia dentro de las primeras 24 horas tras la induccién del
sangrado en comparacién con la condicidn de normoglucemia. Adicionalmente, la
hiperglucemia severa se asocié a una menor supervivencia a los 3 dias del sangrado, en
comparacion con la hiperglucemia moderada o la normoglucemia. Al dia 1 y al dia 3, la
hiperglucemia (severa y moderada) se vio asociada a un aumento del volumen de lesiones

isquémicas cerebrales, a un mayor efecto de masa y a una peor funcién neuroldgica en



comparacion con la normoglucemia. Igualmente, los animales hiperglucémicos mostraron
una mayor disrupcién de la BHE en las pruebas de neuroimagen (DCE-MRI). De forma
adicional, se realizaron estudios de imagen basados en PET para evaluar la expresion de
las MMPs en el cerebro de los animales estudiados. La captacién del radiotrazador
utilizado ([18F]BR-351) fue superior en los cerebros de los animales con glucosa elevada,
lo cual refleja una expresion incrementada de MMPs tanto en el hemisferio ipsilateral a la
arteria perforada como en las lesiones isquémicas. Estos hallazgos de PET fueron
confirmados ex vivo en zimografias realizadas en tejido cerebral, en las que se observd un
aumento significativo de MMP-9 el dia 1 y de MMP-2 el dia 3 en las ratas hiperglucémicas
en comparacién con las normoglucémicas. De forma global, en este modelo experimental
de HSA hemos podido definir la relacion entre la hiperglucemia y la activacién de MMPs
durante los primeros dias tras la induccion del sangrado. Adicionalmente, utilizamos un
radiotrazador de PET sensible al estrés oxidativo ([18F]-FSPG) en condiciones de
hiperglucemia y de normoglucemia a las 24 y 72 horas de la induccion del sangrado. La
captacién del radiotrazador de estrés oxidativo no se relaciond con el estado de
hiperglucemia en este modelo. En el momento de redaccion de este informe, los estudios
de intervencién basados en la administracion del farmaco antioxidante dirigido al dafio de
la BHE (acido urico no modificado y encapsulado en liposomas) se encuentran en las fases
finales de desarrollo, por lo que no hemos podido obtener todavia conclusiones definitivas

de la viabilidad de esta estrategia farmacoldgica.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

En relacion con la relevancia y posible implicacién clinica de los resultados obtenidos,

podemos destacar diversas observaciones.

En primer lugar, hemos observado que las personas afectas de HSA presentan una
alteracion aguda, difusa y precoz de la BHE que se puede identificar y cuantificar con
técnicas de neuroimagen avanzada (DCE-MRI). Esta alteracion de la BHE aparece durante
los primeros dias del sangrado y se recupera en una fase mas diferida. Igualmente, la

magnitud de la alteracién precoz de la permeabilidad de la BHE se relaciona de forma



significativa con una peor recuperacion clinica a los 3 meses del sangrado cerebral. Este
hallazgo es relevante desde un punto de vista clinico, porque por primera vez hemos
podido identificar y cuantificar de forma reproducible este mecanismo de dafio en la HSA.
Asi, la utilizacién de este biomarcador de imagen podria ser de utilidad como marcador
prondstico de la enfermedad y como marcador sucedaneo de eficacia clinica de estrategias
farmacoldgicas y no farmacoldgicas enfocadas a modular el dano de la BHE en una fase
precoz. Aunque no hemos podido identificar una relacién directa entre la hiperglucemia y
el aumento de permeabilidad de la BHE, si que hemos podido confirmar la relevancia
prondstica de la hiperglucemia en la HSA y que esta relacidon negativa estd mediada por la
incidencia de dano neuroaxonal. Esta observacién es relevante desde un punto de vista
clinico, porgue apoya el posible papel protector de la modulacion de los niveles de glucosa
o de los mecanismos desencadenados por la hiperglucemia durante los primeros dias tras
el sangrado y también apoya el papel de los marcadores de dafio neuroaxonal
(neurofilamentos en sangre o medidas de integridad microestructural en neuroimagen) en
la estratificacion prondstica y en el seguimiento del efecto de tratamientos administrados

en la fase aguda de la HSA.

En el modelo preclinico, hemos podido caracterizar un modelo experimental de HSA
utilizando técnicas de neuroimagen similares a las utilizadas en la parte clinica del
proyecto (DCE-MRI) y también basadas en PET. Hemos podido identificar que la
hiperglucemia promueve el dafio cerebral en este modelo de la enfermedad y que este
efecto estd vehiculado en parte por un mayor dafio de la BHE. La caracterizacién de este
modelo tiene un interés traslacional claro, ya que podria permitir ensayar nuevas terapias
basadas en modular los niveles de glucosa o los mecanismos de dano inducidos por la
hiperglucemia, tales como el dano de la BHE o el estrés oxidativo. En el momento de la
redaccidon de esta memoria, los estudios de intervencidon basados en la administracion de
farmacos antioxidantes dirigidos a las zonas de mayor dafo de la BHE se encuentran en la
fase final de desarrollo y, en funcién de los resultados obtenidos, podrian tener un interés

de traslacion clinica.
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