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A laBisde Sara.



Reflexiones

Practicamente todo 10 que conocemos sobre la cascada isquémica que se produce durante la
fase aguda del ictus proviene de estudios de isquemia cerebral focal realizados en animales.
En estos modelos se introduce por via intravascular una sutura de nylon que ocluye la arteria
cerebral media durante las horas que requiera €l experimento y luego se puede retirar

permitiendo la reperfusion del territorio cerebral infartado.

Para poder validar o trasladar al hombre hipdtesis generadas en model os animales hemos de
acercarnos lo mas posible a dichos modelos. Esta es la idea que intentamos acometer en esta
serie de trabagjos, a estudiar un grupo muy homogéneo de pacientes en los que un émbolo
originado en el corazdn se enclava en la arteria cerebral media y se recanaliza de forma
espontéanea. Podemos decir que se trata de un “modelo de isguemia cerebral focal

permanente/transitoria en humanos’.

Afortunadamente, unos meses después de concluir con la recogida de muestras para éstos
estudios, se aprobo el empleo de tromboliticos con uso compasivo y, desde entonces, ya no
hemos de asistir impasibles a |a recanalizacion espontanea sino que podemos contribuir de

forma activa a que la arteria ocluida se abra.

LaBis es mi abuela“nacaragol”, y Sara es su biznieta. Hace unos afos la Bis tuvo un ictusy
sigue recitando sus poemas pero con un habla escandida que solo entendemos los de la
familia. Espero que los resultados de esta Tesis y muchas mas que saldréan de la Unidad
Cerebrovascular de nuestro hospital ayuden a que Sara y su generacion no dejen nunca de

recitar poemas...
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1. INTRODUCCION



La patologia cerebrovascular aguda o ictus es un trastorno, transitorio o permanente, en una
zona del parénguima encefdlico secundario a una alteracién de los vasos sanguineos
encefdlicos. Segun la naturaleza de la lesion encefdlica, se distinguen dos grandes tipos de
ictus: isquémico y hemorragico. El primero es debido a una falta de aporte sanguineo a una
determinada zona del parénquima encéfalico, y € segundo a la rotura de un vaso con
extravasacion de sangre fuera del torrente vascular. Constituye uno de los problemas mas
importantes del sistema sanitario, tal como se puede deducir de las cifras que comentamos a

continuacion.

Laincidencia anual de ictus es de 150-200 casos por cada 100.000 habitantes. Ello significa
gue en una ciudad como Barcelona cada dia 10-12 personas van a sufrir por primera vez un
ictus, 1o que representa unos 4.000 nuevos ictus a afo. En Catalufia ocurren unos 10.000

nuevos ictus a afo y en Espafia no menos de 80.000.

Si nos fijamos en la prevalencia, entre 500 y 600 personas por cada 100.000 habitantes han
sufrido en uno u otro momento un ictus. Siguiendo con |os g emplos anteriores, la prevalencia
en la ciudad de Barcelona es de unas 15.000 personas, en Cataluiia 37.500 y en Espaiia
300.000. Y a que un nimero importante de ellas presentan secuel as neurol 6gicas, representa la

primera causa de incapacidad fisica en las personas adultas.

A pesar de la reduccion de un 10-15% en el porcentgje de mortalidad observado en Espafia
durante la década 1985-1994 (Sartri et al., 2000) € ictus es la primera causa de mortalidad
por entidades especificas, representando € 11,5% del total de fallecimientos en nuestro pais.
Ademés, es la causa més importante de morbilidad e incapacidad alargo plazo y consume una

parte importante del gasto sanitario.



El ictus isquémico, que representa un 85% de todos los ictus, acontece por una interrupcion
brusca del flujo sanguineo cerebral (FSC) focal. En la mayoria de los casos es secundaria a
una oclusién, embdlica o trombética, de una arteria de gran 0 mediano calibre. Otras causas
de disminucion del FSC son: oclusion de arterias perforantes, estenosis de arterias
intracraneales con mala circulacion colateral, arteritis, diseccién arterial, oclusién venosa, y

anemia o hiperviscosidad importantes (Brott y Bogousslavsky, 2000).

Ante la magnitud de estas cifras se hace necesario profundizar en la fisiopatologia de la
isquemia cerebral, con el objetivo de desarrollar farmacos eficaces para la prevencién y el
tratamiento del ictus. Habitualmente los avances en el campo de la patol ogia cerebrovascular
provienen de la experimentacion animal. Recientemente estamos asistiendo a continuo
fracaso de farmacos neuroprotectores. Cuando trasladamos los resultados del laboratorio ala
clinica humana encontramos una falta de eficacia de drogas que resultaron prometedoras en
modelos de isquemia cerebral en animales. Creemos que es importante corroborar en
humanos las hipétesis generadas en dichos modelos antes de lanzarnos a disefiar costosos

ensayos clinicos.



1.1 Elictusisguémico de etiologia car dioembdlica

El ictus cardioembdlico o embolia cerebral de origen cardiaco es la oclusion de una arteria
cerebral por un émbolo procedente del corazén. Constituye la segunda causa de ictus
isquémico tras la embolia arteria-arteria secundaria a aterosclerosis de las grandes arterias
extracraneales (Alvarez-Sabin et al., 1999). En la actualidad representa del 20% a 30% de

todos losictus isgquémicos.

El émbolo se localiza preferentemente en las bifurcaciones arteriaes, particularmente de la
carétida interna (cerebral media y anterior), troncos superior o inferior de la cerebral media,
basilar distal y cerebrales posteriores, zonas donde se produce una reduccién subita del

diametro de laluz arterial, lo que facilita que el émbolo se detenga.

A diferencia de los trombos formados localmente en lugares de estenosis aterosclerdticas
previas, los émbolos estén menos adheridos a la pared de los vasos y pueden, por mecanismos
tromboliticos intrinsecos, fragmentarse y/o disolverse, desplazarse a arterias més distales y
finalmente desaparecer en el plazo de horas o dias. Los émbolos de origen cardiaco suelen
tener un volumen superior alos de origen arterial, de ahi que a menudo den lugar ainfartos de
gran tamafio. La evolucién de estos pacientes se relaciona con € lugar inicia de la oclusion

arterial y €l tiempo en e que ocurre lamigracion distal del émbolo.

Existen diversas cardiopatias potencialmente emboligenas, que suelen dividirse por su
diferente abordaje diagndstico-terapéutico en cardiopatias de ato y mediano riesgo de

embolia.



Son de alto riesgo:

- Fibrilacién auricular

- Estenosis mitral reumética

- Protesis valvulares mecanicas

- Infarto de miocardio reciente

- Miocardiopatia dilatada

- Tumores cardiacos

- Endocarditis infecciosa.
Lafibrilacion auricular no valvular (FANV), entidad cada vez mas frecuente y de ato riesgo
para desarrollar un ictus, merece especial atencion; un cambio de conducta entre la
comunidad médica respecto a su manejo terapéutico supondria una reduccion importante de la

patol ogia cerebrovascular cardioembdlica, asi como de la elevada morbimortalidad asociada

con este subtipo deictus.

La FANV esla mas frecuente de las cardiopatias emboligenas, siendo responsable de mas de
lamitad de los ictus cardioembdlicos. Afectadel 2% a 5% de los adultos mayores de 60 afios,
incrementandose hasta e 12% a 16% en los de més de 75 afios. Se asocia con un incremento

de ictus isquémico, que es de un 6% anual.

El ictus cardioembdlico con frecuencia origina infartos cerebrales de tamafio importante,
presenta elevadas tasas de recanalizacion espontanea y se asocia con transformacion
hemorragica. Todo ello, lo convierte en e subtipo de ictus humano mas parecido a de los

model os animal es de isquemiafocal transitoria/permanente.



1.1.1 Lacascadaisquémica

El ictus cardioembdlico es €l resultado de una obstruccion del flujo sanguineo de un vaso
cerebral (habitualmente la arteria cerebral media) por un trombo formado en e corazén. Si
esta oclusion no se resuelve dentro de un periodo de tiempo muy corto la isquemia resultante
producira de una forma rdpida un centro de tejido cerebral infartado (core del infarto) rodeado
por otro hipdxico y potencialmente salvable (penumbra). En la zona de penumbra isgquémica
la electrofisiologia neuronal no estd comprometida y € flujo sanguineo alin se mantiene por
encima de niveles permisibles para la viabilidad neuronal. Si el flujo sanguineo en esta zona
de penumbra desciende por debajo de un nivel critico y/o se exceden los requerimientos
energeéticos, la zona de infarto se expandira inevitablemente. Los niveles de flujo sanguineo
son los que en dltima instancia determinarén el tamafio del infarto pues son los que proveen

las condiciones esenciales para mantener |la homeostasis energética celular.

Los eventos moleculares iniciados tras la isquemia focal pueden ser resumidos como una
cascada tiempo-dependiente. Lo primero es una disminucion en la produccion de energia. El
descenso en € flujo sanguineo conlleva una reduccién de fosfocreatina y, basicamente, de
ATP; s laisguemia se prolonga, la depleccion energética sera suficiente para producir una
grave ateracion de las funciones celulares secundaria a la interrupcion de los procesos ATP

dependientes.

La disrupcion de los gradientes ionicos a través de las membranas excitables (neuronales) y
no excitables (gliales), debido a la pérdida de ATP, se caracteriza por una salida de potasio
(K") de las células, despolarizacion celular y una entrada de sodio (Na"), cloro (Cl) y calcio

(Ca®") hacia e interior celular (Siesj6, 1992). El incremento de K* extracelular junto a



descenso del pH precede a los otros cambios ionicos. En esta fase, los depdsitos de ATP se
depleccionan de forma répiday finalmente se producen cambios marcados en la conductancia
ionica. Se postula que € incremento de K* puede alcanzar niveles suficientes para liberar
neurotransmisores como el glutamato, que estimularé a los canales Na'-Ca?* acoplados a
receptor NMDA; estos eventos conduciran a actimulo de Na', Cl” y agua, produciendo edema
citotoxico. De formaparalelael Ca®* extracelular penetraen las células através de los canales
de Ca** , voltaje y receptor dependientes, aumentando e Ca®* citosdlico libre que produce
sobrecarga del Ca”* mitocondrial y un posterior compromiso de la produccion de ATP. Las
despolarizaciones transitorias inducidas por € K* extracelular pueden también contribuir ala
expansion de la lesion neuronal. La despolarizacion periinfarto produce disrupcion de los
gradientes iénicos y liberacion de transmisores asociado al actimulo de Ca?* libre en lacélula;
ello conduce a una extensa rotura de fosfolipidos, proteinas y écidos nucleicos por la
activacion de fosfolipasas Ca?* dependientes, proteasas y endonucleasas. La despolarizacion

causa un incremento del Ca?* intracelular y un incremento del glutamato extracelular.

El glutamato, un neurotransmisor excitador implicado en € dafio neuronal isquémico, produce
excitotoxicidad. El exceso de glutamato extracelular mata a las neuronas a través de un
incremento de Ca®* intracelular. Se piensa que la excitotoxicidad mediada por glutamato
ocurre por una excesiva activacion de los receptores singpticos del glutamato, AMPA y
NMDA. El cana del receptor NMDA conduce Na'y Ca?* como hacen algunos canales del
receptor AMPA. Los receptores AMPA también controlan la despolarizacion inicial de
membrana causada por glutamato y afectan la apertura de los receptores NMDA. Los
receptores AMPA y NMDA son dos dianas que actualmente estan siendo testadas

farmacol 6gicamente.



El acimulo de productos como los acidos grasos libres (principalmente los insaturados) que
son metabolizados en perdxidos lipidicos téxicos (via peroxidacion lipidica) contribuyen alas
alteraciones estructurales y funcionales de la membranay de la funcion celular. Los radicales
libres (un grupo de especies altamente reactivas de oxigeno) son generadas durante la
isquemia y producen un considerable dafio a los lipidos, DNA y proteinas y contribuyen al
proceso de muerte neuronal. Los radicales libres también contribuyen a la rotura de la barrera
hematoencefdlica (BHE) y a la formacién de edema cerebral. Los niveles de enzimas
secuestradoras de radicales libres (superdxido dismutasa) descienden durante laisquemiay se
elevan los niveles de 6xido nitrico. El éxido nitrico generado principalmente por lasisoformas
neuronal e inducible de la éxido nitrico sintetasa promueve la lesién neuronal que ocurre
después de la isquemia. La activacion de proteasas citosdlicas por el incremento del Ca?*
intracelular puede producir un desensamblaje del sistema de microtUbulos celulares y

degradacién proteolitica de proteinas estructurales y funcionales.

En resumen, la reduccion del FSC produce una depleccion de energia a niveles tan bajos que
alteran la homeostasis iénica celular. Una consecuencia clave es e incremento de Ca®*
intracelular, responsable de la liberacién de neurotransmisores y de la activacion de
numerosas enzimas. El glutamato ha sido sefidlado como e principal neurotransmisor
excitotéxico liberado por la despolarizacion inducida tras la isquemia. Estos han sido los
principales eventos consistentes sobre los que han focalizado su atencion los cientificos,

durante las tres Ultimas décadas, en lainvestigacion del ictus.

Uno de los problemas que supone €l intento de modificar dichos acontecimientos es el hecho
de que se producen en minutos desde que se ocluye la arteria cerebral. Por eso nuestro grupo

ha centrado su atencién en una serie de eventos que ocurren algo mas tarde en la cascada



isquémica (horas); en la mayoria de los casos, ese es e momento en e que nos encontramos
frente a paciente que acude a urgencias y por ello € intento de modificar dicha parte de la
cascada parece més atractivo y realista. Buena parte de los procesos a los que nos referimos

implica alos fendbmenos inflamatorios postisquemia (Figura 1).

La respuesta inflamatoria tras el ictus isquémico ha sido estudiada de forma sistematica por
varios investigadores (Barone et al., 1999). Esta respuesta inflamatoria produce lesion
neuronal secundaria y favorece la extension del infarto cerebral. Se caracteriza por la
expresion local de citocinas inflamatorias como €l factor o, de necrosis tumora (TNF-a), o la
interleukina-1p3 (IL-1B), quellevaalaliberacion de citocinas quimiotacticas, sobreregulacion
de moléculas de adhesidn leucocitaria y conversion del endotelio local en un estado
protrombético. Estos cambios promueven € reclutamiento y la migraciéon de neutréfilos y
macréfagos ala zona de lesion tisular. La acumulacién precoz de neutréfilos en el parénquima
cerebral isquémico ha sido claramente demostrada mediante estudios histopatol 6gicos (Garcia
y Kamijyo, 1974; Hallenbeck et al., 1986; Dereski et al., 1992 y Ritter et al., 1998),
bioquimicos (Barone et al., 1991) y de marcaje de leucocitos con In*** (Pozzilli et al., 1985 y

Dutkaet al., 1989).

En la microcirculacién cerebral normal no existen céulas inflamatorias; por € contrario, la
microcirculacion de las zonas isquémicas se encuentra rellena de leucocitos y esta rodeada de
una zona de edema. Muchos de los leucocitos, principalmente neutréfilos, hallados en los
vasos del tejido isguémico se encuentran adheridos a endotelio. Algunos de estos neutrofilos
migran a través de las paredes vasculares hacia e parénquima cerebral isquémico. El dafio
cerebral se asocia con la expresion de mediadores de la inflamacion como citocinas

proinflamatorias (IL-1, TNFa... ), y quimiocinas (IL-8 para neutréfilos, MCPL1 para



monocitos). La sobreexpresion de moléculas de adhesion (ICAM-1, selectinas, integrinas

CD11/CD18) mantiene la adhesion leucocitaria a endotelio (Feuerstein et al., 1998).

Esta reaccion inflamatoria no sélo contribuye a la peroxidacion de lipidos de membrana sino
que también incrementa la lesion tisular causada por |os efectos reol égicos de los leucocitos
atrapados en la microcirculacion (el "plugging” leucocitario interfiere con la perfusion
microvascular normal en un lecho previamente comprometido por la isquemia) y por la
liberacion de productos citotoxicos de los leucocitos activados (generacion y liberacién de

radicales de oxigeno...) (Del Zoppo et al., 1991y Grau et al., 1992).

La naturaleza exacta de 1os mecanismos de sefial implicados en la inflamacién cerebral no se
conoce totalmente, pero no hay duda acerca del papel que juegan ciertas piezas como son las
citocinas proinflamatorias y quimiotéacticas, asi como la expresion de moléculas de adhesion y
proteinasas. Conjuntamente, promueven € reclutamiento, adhesion celular y la posterior

infiltracién e incremento en la permeabilidad endotelial.

La cascada de expresion génica que ocurre tras € ictus (figura 1) es clave para la reaccion
inflamatoria que sigue a mismo. En primer lugar se produce una expresion transitoria de
factores de transcripcion (los genes de respuesta inmediata como c-fos, c-jun, zif 268, Jun-
B...) (Uemura et al., 1991 y Hsu et al., 1993). Una segunda fase implica a las “heat shock
proteins” cuyo mMRNA se expresa dentro de la primera y segunda hora tras la isquemia

(Nowak et al., 1990y Welsh et al., 1992).

De gran interés es una tercera fase en la que se incrementa la expresion de genes para la

produccion de citocinas como las comentadas previamente (TNFa, IL-18, IL-6, IL-1ra, IL-8,

10



IP-10, MCP-1), que parecen jugar un papel en la infiltracion por neutréfilos y células
mononucleares (Liu et al., 1993 y Wang et al., 1995). Esta tercera fase comienza a la hora de
producirse €l ictus, siendo maxima alrededor de las doce horas y persistiendo hasta 2-5 dias

méas tarde.

En una cuarta fase una nueva expresion de genes podria estar asociada a la reaccion
inflamatoria de la isquemia, incluyendo enzimas proteoliticas (metal oproteinasas) implicadas
en el remodelado de la matriz extracelular y sus inhibidores endogenos (TIMPs). La expresion
de estos genes en € ictus parece estar relacionada con €l influjo de células inflamatoriasy se
asociaalalesiéon neuronal secundariay alos procesos de reparacion tras € ictus (Wang et al.,
1998). En una quinta fase entran en juego mediadores como TGFB y osteopontina,
relacionados con el remodelado tisular y otros que podrian contribuir a los fendmenos de

plasticidad neuronal alargo plazo.

11



Figura 1. Cascada de eventos molecularesy genéticostras laisquemia cerebral.
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1.1.2 Recanalizacion espontanea

La embolia cerebral es por naturaleza un proceso dinamico. La extension del infarto y la
recuperacion del paciente dependerén de la localizacion del émbolo (oclusién proxima o
distal) y del tiempo que la oclusiéon de la arteria cerebral se mantenga. La recanalizacion
espontanea es un fendmeno frecuente pero habitualmente tardio y no suele acompafiarse de
recuperacion de la funcién neurolégica. La recanalizacion depende del tamafio de la arteria

ocluiday de la composicién del codgulo.

Los estudios anatomopatoldgicos clasicos (Fisher y Adams, 1951) demostraron que €l
material embdlico se fragmentaba desintegrandose, y migrando a través de la circulacion

arterial, llegando a menudo a desaparecer.

El sistema fibrinolitico enddgeno puede acelerar este proceso. La incidencia rea de
recanalizacion espontanea es desconocida, debido a escaso nimero de estudios angiogréficos.
Realizar angiografias de forma repetida seria excesivamente agresivo en humanos'y por €llo,
nuevas técnicas como e DTC y la angioRM han sustituido a la angiografia como
procedimientos para verificar la recanaizacion espontanea o tras la administracion de

tratamientos tromboliticos.

En uno de los primeros estudios angiograficos Dala et a. documentaron recanalizacion en un
47% de pacientes en los primeros cuatro dias tras €l ictus (Dalal et al., 1965). Fieschi et a.
estudiaron con angiografia 80 pacientes no tratados dentro de las primeras seis horas del ictus
y hallaron una oclusion en e 76% de los pacientes. Un 73% de éstos mostraron recanalizacion

al repetir la evaluacion dentro de la primera semana (Fieschi et al., 1989).
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En un estudio de nuestro grupo aproximadamente e 72% de los pacientes con un ictus
cardioembdlico en territorio de la ACM, mostraron recanalizacion espontanea dentro de las
primeras 48 horas (Molina et al., 2001). Esta recanalizacién ocurria en menos de 6 horas en el
18,8% de los pacientes y tras las 6 horas en €l 52,8% de los casos. Estas cifras coincidian con
las de Ringelstein et al., que también empleaban DTC para estudiar los fenémenos de

recanalizacion esponténea (Ringelstein et al., 1992).

Otro fendmeno estrechamente relacionado con la recanalizacion espontanea es la posibilidad
de que ésta vaya seguida de un deterioro neuroldgico secundario (dafio por reperfusion),
cuando ocurre de forma tardia. Estas hipotesis, relacionadas en € modelo animal con
generacion de radicales libres y fendmenos inflamatorios, no han sido replicadas en e ser

humano.

Ya que, tanto la duracion como la severidad de la isquemia cerebral focal son importantes

para determinar si ocurrird 0 no € infarto, y si ocurre, cuanto, pensamos que la variable

recanalizacion debe ser incluida en este tipo de estudios.
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1.1.3 Transformacion hemorragica

Un infarto hemorréagico es aquel 1C en el que se produce una extravasacion de sangre en el
interior del tejido isquémico provocada por lalisis de un émbolo (reperfusion) o por €l aporte
sanguineo de arterias vecinas (red meningocortical). Estos cambios en €l interior del IC se
conocen como transformacion hemorrégica (TH) y se presentan como un espectro en la
intensidad y localizacion del sangrado que va desde € peguefio infarto hemorréagico (HI)
petequia, a la catastréfica hemorragia parenquimatosa (PH) con gran efecto de masa. La

clasificacion y definicion de los mismos se comentan en el apartado Métodos.

La TH se ha asociado predominantemente con el ictus cardioembdlico. En un estudio
angiogréfico, se encontraron infartos hemorrégicos en 45 (37,5%) de 120 pacientes con un
ictus cardioembdlico en comparacion con solo 2 (1,9%) de 105 pacientes con una trombosis
cerebral (Yamaguchi et al., 1984). En estudios anatomopatol dgicos el embolismo cerebral se
ha asociado a TH en un 50-70% de los casos (Fisher y Adams, 1951; Jorgensen y Torvik,

1969).

El diagnostico clinico de TH se basa principa mente en la neurcimagen, ya sea por TC o RM
craneal. La sensibilidad limitada de la TC para detectar sangrados petequiales ligeros explica
la menor incidencia de TH halladas en los estudios que emplean esta técnica, en comparacion
con las series autépsicas. La RM es méas sensible que la TC en distinguir sangrados
petequiales menores y explica la mayor incidenciade HT en los estudios mediante RM; en €
69% de los infartos cerebrales cardioembdlicos se detecta la presencia de una TH cuando esta
exploracion se realiza durante las 3 primeras semanas del ictus (Hornig et al., 1993). Sin

embargo, la menor disponibilidad de RM en la fase aguda del ictus isquémico nos ha hecho
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elegir la TC como técnica de eleccidén de neuroimagen en nuestro estudio. La incidencia de
TH en estudios que emplearon la TC para el estudio del parénquima encefaico en pacientes
con infarto cerebral y no anticoagulados varia entre un 10% y un 43%. Los estudios que
realizan TC seriados a lo largo de dias 0 semanas en pacientes con embolismo cerebral
encuentran una mayor incidencia de TH. Okada et a. hallan un espectro de sangrados
intracraneales en 55 (40,7%) de 140 pacientes no tratados, incluyendo 12 (8,6%) pacientes
con PHs de tamaiio masivo (n=3) y pequefios 0 moderados (n=9) (Okada et al., 1989). En &l
estudio de Hornig et a. hay un 43% de pacientes con TH dentro de las 4 primeras semanas

desde el inicio del ictus, lamayoria en la 22 semana (Hornig et al., 1986).

Respecto a mecanismo de produccion de las TH, clésicamente (Fisher y Adams, 1951) se ha
postulado que la “migracion del émbolo” es la responsable de los infartos hemorragicos,
basandose en las observaciones que demuestran que € material embdlico frecuentemente
fragmentado, migra distalmente, e incluso desaparece. Un estudio de nuestro grupo (Molina et
al., 2001) ha demostrado la relacion de la TH con € momento de la recanalizacion
esponténea. Por otra parte, la circulacion colateral puede jugar un papel en algunos infartos
hemorragicos localizados principalmente en la periferia del infarto isquémico. Asi, Ogata et
al. reportaron 7 pacientes con TH en el territorio de una oclusién embdlica persistente y
sugirieron que el sangrado pudo originarse a partir de canales leptomeningeos colaterales

(Ogataet al., 1989).

Otros factores relacionados con la presencia de TH son el tamafio del infarto (la TH es mas

prevalente en los infartos cerebrales grandes), la edad y la hiperglucemia. El papel de la

elevacion de la presion arterial en promover TH parece 16gico, si bien no ha sido demostrado.
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El deterioro clinico, tras la TH, ocurre en 0-11% de los casos, y en la mayoria de ellos no
tiene efecto importante en la evolucién (Hornig et al., 1986; Hornig et al., 1993y Toni et al.,
1996). Sin embargo, la TH puede progresar hacia la formacion de un hematoma franco (PH)

con el consiguiente deterioro neurol égico.

Ademés, algunos estudios han demostrado mayores tasas de TH en pacientes anticoagulados o
tras recibir tratamiento trombolitico (Cerebral Embolism Study Group, 1987; Hacke et al.,
1995). Ya que en la actualidad ambos tratamientos son fundamentales para el mangjo de la
fase aguda y para la prevencion secundaria del ictus isquémico cardioembdlico, es necesario

profundizar en el conocimiento de lafisiopatologiade la TH.

En modelos de isquemia cerebral focal, se ha demostrado una relacién entre la pérdida
regiona de laladmina basal y €l desarrollo de TH (Hamman et al., 1996). Como veremos en
los siguentes apartados, las MMPs degradan los constituyentes méas importantes de dicha

l&minabasal, por 1o que podrian estar implicadas en la aparicion de TH.
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1.2 Lasmetaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son una familia de enzimas proteoliticas (Zn-
dependientes) que se encargan del remodelado de la matriz extracelular (MEC) y que en

conjunto pueden degradar todos |os constituyentes de la misma.

La clasificacién de esta familia de enzimas se ha ido modificando recientemente y aunque se
tiende a agruparlas segin la estructura en dominios de la proteina, e criterio empleado
todavia es el que tiene en cuenta el sustrato sobre & que las MMPs actlian especificamente
(Tabla 1). Actualmente se conocen seis subfamilias de MMPs: 1) las colagenasas, que
degradan el coldgeno del tejido conectivo; 2) las gelatinasas, que actlan sobre los colagenos
tipo IV, V, VIl y X, laelastinay los colédgenos desnaturalizados; 3) las estromelsinas 'y 4) la
matrilisina, que degradan el nucleo de proteoglicanos de las proteinas, la laminina, la
fibronectina, la elastina y la gelatina; 5) las MMPs de membrana, que degradan la
fibronecting, la lamininay otras MMPs y, finamente, 6) la metal oelastasa macrofégica, que
actla sobre la elastina insoluble, e coldgeno IV, la fibronectina, la laminina y los

proteoglicanos. Hasta ahora se han identificado 20 miembros de la familia de las MMPs.

Las MMPs pueden definirse por las siguentes caracteristicas (McDonnell et al., 1999): 1)
comparten secuencias de aminoécidos comunes, 2) su accién proteolitica es inhibida por los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 0 TIMPs, 3) son secretadas como proenzimas o
bien existen como proenzimas transmembrana, pero, en cualquier caso, requieren ser
activadas para llevar a término sus acciones, 4) el sitio activo contiene zinc (Zn?") y requiere
un segundo cofactor como el calcio (Ca®"), y 5) la actividad enzimética es éptima a pHs

fisiol6gicos.
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Tabla 1. Clasificacion y propiedades de las metalopr oteinasas de matriz.

Grupo MMP Nombre Sustrato
Colagenasas MMP-1 Colagenasaintersticial Colégeno |, I1, 111, X; gelatinasa;
MMP-8 Colagenasa de los proteoglicanos
neutrdfilos
MMP-13 Colagenasa-3
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa-A Colégenos desnaturalizados,
colageno IV, V, VII, X, XI;
MMP-9 Gelatinasa-B elastina
Estromelsinas MMP-3 Estromelsina-1 Proteoglicanos; Procol agenos;
MMP-10 Estromelsina-2 fibronectina; laminina; gelating;
colagenasas, gelatinasa-B
MMP-11 Estromelsina-3 Desconocido
Matrilisinas MMP-7 Pump-1, Matrilisina Proteoglicanos; Procolagenos;
fibronectina; laminina; gelating;
colagenasas; gelatinasa-B;
elastina
Metaloelastasa MMP-12 Metaloelastasa macrofagica Elasting; fibronectina; colageno
IV; laminina; proteoglicanos
Metaloproteinasasde MMP-14 MT-MMP-1 Colégeno I, 1, I11: gelatina,
membrana elasting, caseina, vitronectina,
MMP-2, MMP-13, pro-TNFa,
dermatan sulfato
MMP-15 MT-MMP-2 MMP-2, gelating, tenascina,
laminina, fibronectina
MMP-16 MT-MMP-3 MMP-2
MMP-17 MT-MMP-4 Desconocido
Miscelanea MMP-19 RASI-1 Gelatinas
MMP-20 Enamelsina Amelogenina
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Mediante técnicas de clonacién y secuenciacion de DNA se han identificado diversas MMPs
y ello ha permitido conocer su estructura. Las secuencias aminoacidicas de todas las MMPs
son similares, y presentan un ato grado de conservacion entre cada tipo de enzima en
diferentes especies de mamiferos.

Todas las MMPs contienen tres dominios diferentes: e propéptido, e dominio catalitico y el
extremo C-terminal, cada uno de los cual es desarrolla una funcion especifica. La estructuraen
dominios de la MMP-9 o gelatinasa B, también conocida como colagenasa tipo |V de 94 kD,
es € prototipo de la familia de MMPs. Su propéptido, de aproximadamente 100 residuos,
contiene un segmento de 8 aminoacidos estables, PRCGVPDV, la escision de los cuales
activardlas MMPs latentes. El dominio catalitico, formado por 162 a 173 residuos, contiene el
lugar activo que se unirda Zn®* y Ca®* parallevar atérmino su accién. El resto de dominios
tienen secuencias similares a la de otras proteinas estructurales de la MEC (Murphy et al.,

1992).

Respecto a la forma de actuar de estas moléculas, sabemos que las MMPs son secretadas
COMO proenzimas que requieren ser activadas. Ademés, en lostejidos existen inhibidores de la
accion de éstas, son los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). Existen dos
inhibidores fisiolégicos de las MMPs: la a,-macroglobulina, con una actividad restringida
dado su gran volumen (780 kD), y una familia de inhibidores especificos de las MMPs: los
TIMPs. Hay dos hechos caracteristicos de la interaccion entre TIMPs y MMPs. 1) una
afinidad muy elevada y 2) diferencias entre la especificidad de los diversos TIMPs, a pesar

del alto grado de semejanza entre sus secuencias.

En e momento actua se han identificado cuatro inhibidores en mamiferos; TIMP-1, TIMP-2,

TIMP-3 y TIMP-4. La pluralidad de los TIMPs sugiere que podrian tener propiedades
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funcionales diferentes y en este sentido se han publicado algunas diferencias en cuanto a sus

accionesinhibitorias, aunque cada uno de los TIMPs pueden unirse alamayoriade MMPs.

El TIMP-1 es una glicoproteina de 30 kD (Docherty et al, 1985) y el TIMP-2 es una proteina
no glicosilada de 23 kD (Boone et al., 1990). Su distribucion celular es bastante similar,
aunque el TIMP-1 generalmente se encuentra en mayores cantidades. Presentan una estructura
aminoacidica en la que se pueden reconocer dos dominios: e extremo N-termina y € C-
terminal. En el caso del TIMP-1 se ha demostrado que & extremo N-terminal, codificado por
los aminoacidos 1 a 126, puede actuar independientemente del dominio C-terminal e inhibir

de forma eficiente lamayoria de MMPs (Murphy et al., 1991).

Existe una aumento en la expresion del gen del TIMP-1 tras laisquemiafocal en ratas (Wang
et al., 1998), que se produciria con €l fin de evitar la disrupcion de la BHE por MMP-2 y
MMP-9. Algunos estudios también muestran como la administracion de TIMPs reduce €l

dario sobre la BHE (Rosenberg et al., 1992).
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1.2.1 Su papel fisiolégico y patologico

Las MMPs intervienen en la mayoria de los procesos fisioldgicos que requieren e recambio
de la MEC y tienen un papel bien definido en diversos procesos celulares como la
proliferacion, la apoptosis y la morfogénesis tisular. Ademés de esta finalidad reparadoray de
remodelado (reabsorciéon Osea, recambio endometrial...), la presencia de niveles atos de
algunos miembros de la familia de las MMPs se ha asociado a destruccion tisular en una
amplia variedad de procesos patoldgicos tales como: diseminacion de metastasis tumorales,

artritis, formacion de aneurismas, aterosclerosis, etc.

En e campo de la neurologia se han implicado en esclerosis multiple (Rosenberg et al,
1996), en formacion de aneurismas cerebrales (Todor et al., 1998; Peters et al., 1999) y en la
inestabilizacion de placas carotideas (Galis et al., 1994; Jenkins et al., 1998; Loftus et al.,

2000).
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1.2.2 Su papel en laisquemia cerebral

Entre las MMPs, la gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9), que seran objeto de
nuestro estudio, son capaces de digerir la l&mina basal endotelial, que juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la BHE. Recientemente la MMP-2 y/o MMP-9 han sido
implicadas por diversos autores en isquemia cerebral (Rosenberg et al., 1996; Romanic et al .,
1998 y Fujimura et al., 1999). Parece ser que una de las vias finales de destruccion del tejido
cerebral sometido a isqguemia y uno de los efectos indeseables de los fendmenos de

neuroinflamacion, podria ser la activacion de varias familias de proteasas.

Diversos hallazgos permiten también implicarlas en los procesos de transformacion
hemorragica que pueden seguir a la isquemia. En modelos de isguemia cerebral se ha
demostrado que la disrupcion de la lamina basal de la microcirculacion cerebral, cuyos
componentes son atacados de forma especifica por MMP-2 y MMP-9, ocurre de forma
precoz tras laisquemiay que este hecho puede predisponer ala hemorragia (Hamman et al.,
1996). Asi mismo, la inyeccion intracerebral de proteasas, colagenasas bacterianas,

incrementa la permeabilidad capilar y produce hemorragia cerebral (Rosenberg et al., 1992).

23



1221 M odelos animales de isquemia cer ebral focal

Desde 1996 hasta hoy se han publicado diversos estudios que han permitido comprender
mejor e papel de las MMPs en la isquemia cerebral. Han empleado varias técnicas
zimogréficas sobre € parénquima cerebral de los animales (ratas, ratones y monos) a los que
se habia sometido previamente a isquemia focal por oclusién de la ACM, de forma
permanente o transitoria.

Rosenberg fue el pionero en el estudio de estas proteasas en modelos de isquemia cerebral. Su
grupo demostré una gran expresion de MMP-9 tras 12-24 horas de oclusion permanente de la
ACM (Rosenberg et al., 1996). Posteriormente en un modelo de isquemia-reperfusion,
también en ratas, han demostrado como un inhibidor de MMPs (BB-1101) bloquea |a apertura
precoz de BHE relacionada en dicho experimento con la produccion de MMP-2 (Rosenberg et

al., 1998).

Romanic et al. utilizando un modelo de isguemia cerebral focal permanente en ratas
mostraron un progresivo incremento en la expresion de MMPs a lo largo del tiempo,
sefidlando diferencias en el patron temporal de expresion para MMP-9 y MMP-2. La MMP-9
se detectaba en el tejido isquémico desde las 24h hasta €l 5° dia tras la oclusion, mientras que
la MMP-2 predominaba arededor del 5° dia (Romanic et al., 1998). Utilizando criterios
morfol6gicos detectaron produccion de MMP-9 en células endoteliadles y neutréfilos del
interior y la periferia del infarto cerebral, y ademés identificaron MMP-2 en macrofagos de la
region del infarto.

Dentro de esta serie de estudios experimentales, también se ha comprobado que la inhibicion
selectiva de MMP-9 (anticuerpo monoclona neutralizante) reduce en un 30% €l érea del

infarto, cuando se administra previamente ala oclusion arterial.
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Con técnicas zimograficas mas precisas, comienzan a detectarse formas activadas de las
MMPs. En un modelo de isquemia focal transitoria en ratones (Fujimura et al., 1999) se
demuestra que la MMP-9 activada aparece a las tres horas de la isquemia-reperfusion,
coincidiendo en e tiempo con la disrupcién de la BHE. Este estudio encuentra mayor
expresion cortical de MMP-9. El mismo grupo demostré, en un modelo de isquemia focal
permanente en ratones, un incremento significativo en la expresion de pro-MMP-9 tras dos
horas de isquemia y de su forma activada a las 4 horas coincidiendo con un incremento de la

permeabilidad de laBHE (Gasche et al., 1999).

Existe un modelo de isquemia-reperfusion en primates no humanos, empleado por € grupo de
Del Zoppo, en e gue se estudia la expresion de MMPs (Heo et al., 1999). La expresion de
MMP-2 se correlaciond con la extension del dafio neuronal y con e nimero de neuronas
dafiadas. La MMP-9 solo se encontraba incrementada ante la presencia de TH. Todos los
estudios comentados valoran la expresiéon de proformas o formas activas de MM Ps mediante
técnicas zimogréaficas. El estudio de Heo et al. es el Unico en que ademas se tomaron muestras
plasméticas, y € primero por tanto en que se encontré un incremento significativo de MMP-9

en sangre periféricaalas 2 horas de la oclusién de la ACM.

Recientemente (Asahi et al., 2000), se ha desarrollado un Knock-Out de MMP-9 y se ha

demostrado que los infartos cerebrales que sufrian los animales carentes del gen MMP-9 eran

de menor tamario que los de los animales con MMP-9.

Todos los resultados obtenidos hasta el momento, siempre utilizando modelos animales,

apuntan a un papel deletéreo de las MMPs en laisguemia cerebral.
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1.2.2.2 Necropsias de pacientes con ictusy metalopr oteinasas

Préacticamente todas las publicaciones acerca de metaloproteinasas en el campo de la
patologia cerebrovascular se han realizado en modelos animales. En una estricta revision
bibliogréfica sdlo existen dos estudios realizados en humanos sobre material de necropsias.
No existen hasta el momento estudios in vivo en el hombre que confirmen las hipitesis
generadas en e modelo animal. Esto se debe, ademés de a reciente interés por estas
moléculas, a las dificultades de su determinacion, que se venia realizando mediante técnicas

zimogréficas en tejido cerebral.

Ambos estudios necrépsicos (Anthony et al., 1997 y Clark et al., 1997) demuestran un
incremento de la actividad de MMP-2 y MMP-9 en el parénquima cerebral tras el ictus. El
perfil temporal de ambas MMPs mostraba peculiaridades ya que la MMP-9 se encontrd
sobreexpresada durante |la fase proinflamatoria precoz del ictus y la MMP-2 durante la fase
reparativatardia de remodelado capilar (Clark et al., 1997).

Se identifico la presencia de MMP-9 en |os neutrdfilos durante la primera semana después del
ictus y tras esta primera semana se encontraron macréfagos que expresaban MMP-2 y

matrilisina (Anthony et al., 1997).
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1.2.3 Metaloproteinasas e inflamacion

Cada vez hay mayor evidencia de que la respuesta inflamatoria juega un papel fundamental en
laisquemia cerebral y de que lainvasion del tejido cerebral infartado por leucocitos provoca
lesién neuronal secundaria (Kochanek et al., 1992). Gran parte de esta respuesta estd mediada
por interleucinas. La adhesion y migracion de neutrofilos esta dirigida por varias clases de
glicoproteinas entre las que se encuentran las moléculas de adhesion, las cuales son activadas

por la produccién de dichas citocinas proinflamatorias (Frenette et al., 1996).

Parece ser que algunas citocinas (IL-1, IL-6 y TNFa) podrian tener un papel destacado en la
regulacion de las metaloproteinasas (Rawdanowicz et al., 1994 y Kusano et al., 1998). En
cultivos neuronales se ha demostrado que la expresion de MMP-9 se incrementa tras la
administracion de IL-1 (Vecil et al., 2000). Estas interrelaciones entre ambas familias se han
comenzado a observar en ciertas patologias tumorales (Kossakowska et al., 1999), en las que

se demuestra como |L-6 estimulala produccion de MMP-9y MMP-2.

De forma indirecta se ha podido observar una relacion entre citocinas proinflamatorias y
MMPs en pacientes afectos de esclerosis multiple, al comprobar como € tratamiento con
beta-interferon disminuia de forma similar y paralela tanto los niveles de IL-6 como los de

MMP-9 (Ozenci et al., 2000).

La region promotora del gen de la MMP-9 contiene una zona de unién para la proteina
activadora 1 (AP-1) y para e factor de transcripcion nuclear (NF-kB), que responden a una
gran variedad de estimulos inflamatorios. Los genes de respuesta inmediata (c-fos y c-jun)

forman heterodimeros que activan la zona de unién con AP-1 del gen de MMP-9.
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Existen, por lo tanto, cualidades de las MMPs (a menos de MMP-9) que permiten

catal ogarlas como proteasas proinflamatorias.

También sabemos, que los neutréfilos podrian utilizar MMPs para su migracion a través del
parénquima cerebral (Weiss et al., 1996). Un estudio (Romanic et al., 1998) demuestra la
expresion de MMP-9 en células endotelidles y en neutréfilos que infiltraban la zona de

infarto.

La produccién de IL-6 tras €l ictus se ha relacionado con el tamafio del infarto (Tarkowski et
al., 1995) y con la evolucién del paciente (Vila et al., 2000). La IL-6 estimula la sintesis de
fibrindgeno por los hepatocitos (Gabay et al., 1999), por lo que los valores de fibrinégeno o €l
recuento de leucocitos son algunos de los reactantes de fase aguda (RFA) que estan
aumentados tras €l ictus (Montaner et al., 2001). La facil deteccion de dicha IL en sangre
periféricay el hecho de que se la empiece a considerar un marcador de fase aguda del ictus,
nos ha hecho elegir esta molécula para estudiar posibles relaciones con la familia de las

MMPs.
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2. OBJETIVOS
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L os objetivosprincipalesde esta Tesis son:

1.- Determinar s existe sobreexpresion de MM Pstras € ictusisquémico en humanos

deformasimilar alo que ocurre en modelos deisquemia cerebral en animales.

2.- Describir € perfil temporal de la MMP-2 y la MMP-9 durante la fase aguda del

ictus.

3.- Valorar s la expresion de MMPs se relaciona con la situacion neurolégica del

paciente y/o con su evolucion durante la fase aguda.

4.- Determinar s el tiempo de oclusion dela ACM y/o su localizacion, valorados por

Doppler transcraneal, influyen en la expresion de MM Ps.

5.- Estudiar la presencia o no de correlacion entrela expresion de MMPsy e tamafio

del infarto cerebral medido en la Tomogr afia Computarizada craneal.

6.- Valorar s la expresion de MMPs influye en la transformacion hemorragica del

infarto cerebral.

7.- Analizar s existen relaciones entre la expreson de MMPs y la de citocinas

proinflamatoriastraslaisquemia cerebral.
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3. METODOS
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3.1 Seleccion delapoblacion

Se han evaluado de forma prospectiva y consecutiva los pacientes atendidos en la Unidad

Cerebrovascular de nuestro hospital, durante un periodo de 10 meses, que cumplian los

siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criteriosdeinclusion

Edad superior a 18 afios.

I ctus isgquémico de etiologia cardioembdlica segun los criterios de TOAST (Adams et al.,
1993) y del Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de la S.E.N. (Arboix et
al., 1998).

Afectacion del territorio de la arteria cerebral media (ACM).

Tiempo inferior a 12 horas desde €l inicio de los sintomas hasta la visita basal.

Firmadel Consentimiento Informado.

Criterios de exclusion

|C de otra etiologia conocida.

|C de etiologia indeterminada.

Afectacion de un territorio arterial diferente a dela ACM.

Tratamiento fibrinolitico.

Terapia anticoagulante a dosis terapéuticas en la primera semana del ictus.

Pacientes afectos de enfermedades inmunol dgicas o infecciosas agudas o cronicas activas
en el momento del ictus.

Toma de farmacos antiinflamatorios o inmunosupresores durante |os dias previos.
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3.2 Poblacion estudiada

Durante este periodo fueron estudiados 110 pacientes en las primeras 12 horas desde €l inicio
de los sintomas. De €llos, 84 (76,4 %) presentaban un ictus no lacunar, siendo de etiologia
cardioembodlica 44 (40,0%) pacientes. Finalmente se incluyeron en €l andlisis definitivo alos
39 pacientes que satisfacian todos los criterios de inclusién/exclusion del estudio. La gran

mayoria de los pacientes incluidos presentaban unafibrilacion auricular.

Todos |os pacientes recibieron heparinas de bajo peso molecular como profilaxis de trombosis

venosa profunda. Los pacientes eran anticoagulados a dosis plenas (Si era necesario) cuando

laTC de control no mostraba transformacion hemorragica.
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3.3 Doppler Transcraneal

El Doppler Transcraneal (DTC) es una exploracién paraclinica muy Gtil paravalorar € estado
de la circulacion en la fase aguda del ictus. Un estudio seriado de DTC permite objetivar la
oclusién de la arteria cerebral media (ACM) por un émbolo, asi como valorar el momento en
que esta arteria se repermeabiliza de forma espontdnea o tras la administracién de un

fibrinolitico.

Las determinaciones de DTC para vaorar la recanalizaciéon espontanea, se llevaron a cabo
con un aparato Multi-Dop X/TCD (DWL Elektroniche Systeme GmbH) y con la sonda de 2
MHZ en modo pulsado. Las velocidades de flujo sanguineo de las arterias cerebrales
anteriores, medias y posteriores se recogieron a ambos lados empleando la ventana
transtemporal. Se realizo €l estudio DTC de forma seriada, a la llegada del paciente, a las 12

horas, 24 horasy 48 horas del inicio del ictus.

Los criterios de DTC para identificar una oclusién intracraneal y la posterior recanalizacion
han sido descritos previamente (Zanette et al., 1995). Segun los hallazgos del DTC
consideramos que la ACM podia estar ocluida a nivel de su segmento proximal, presentar una
asimetria >21% respecto ala ACM contraateral (equivale a una oclusion distal de ACM) o

podia ser permeable (normal).

Consideramos recanalizacion €l paso de oclusion a asimetria o a la normalidad, o el paso de
una asimetria a la normalidad. Si la recanalizacion esponténea ocurria en las primeras 12

horas |la consideramos recanalizacion precoz.



3.4 Neuroimagen

La técnica elegida es la tomografia computarizada (TC) (Montaner y Alvarez-Sabin, 1999).
En cada paciente las exploraciones de TC craneal deben dar respuesta a tres cuestiones
bésicas:

e Lapresenciade signos precoces deinfarto alallegada del paciente a urgencias.

e Lacantidad detegjido cerebral infartado a final del estudio.

e La presencia de transformacion hemorragica en € interior del infarto o en alguna otra

zona del parénquima cerebral.

Para obtener toda esta informacion se realizaran tres TC craneales, una basal dentro de las 12
primeras horas desde € inicio de los sintomas, una de control a las 48 horas, para valorar la
presencia de transformacion hemorragica precoz y para medir €l volumen del infarto, y una
tercera entre e 5°-7° dia para valorar la presencia de transformacién hemorrégica tardia. En

caso de deterioro neurolgico se redlizara una TC adicional.

El volumen del infarto se medira segun la férmula axbxc/2 (Pullicino et al., 1996) en que a'y
b equivalen a los mayores didmetros perpendiculares del érea hipodensa de infarto y ¢ al

grosor del érea ddl infarto.

La transformacion hemorrégica serd categorizada en cuatro subgrupos segun los criterios

empleados por Pessin (Pessin et al., 1990) con ligeras modificaciones realizadas por los

investigadores del ensayo europeo de trombdlisis, ECASS-1 (Hacke et al., 1995), en:
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e HI 1 =infarto hemorrégico tipo 1, con piqueteado hemorragico alrededor del margen del
infarto.

e HI 2 =infarto hemorragico tipo 2, con piqueteado confluente en el interior del infarto, sin
gjercer efecto de masa.

e PH 1 = hemorragia parenquimatosa tipo 1, no superior a 30% del area del infarto, en
ocasiones puede producir un ligero efecto de masa.

e PH 2 = hemorragia parenquimatosatipo 2, superior a 30% de la zonainfartada,

produciendo un efecto de masa significativo.

Desde un punto de vista préctico y de cara a andlisis estadistico las transformaciones

hemorragicas se agruparan en HI (HI1 + HI2) y en PH (PH 1 + PH2).

Se consideraran transformaciones hemorragicas precoces las que aparezcan en la TC de 48

horas o anteriores y tardias las que aparezcan por vez primeraen laTC del 5°-7° dia.
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3.5 Escalasneuroldgicas

El objetivo principal de una escala neurolégica es trasladar el conjunto de alteraciones
neuroldgicas presentes en cada paciente a una puntuacién global (cuantificacion del déficit)
en cada exploracion sucesiva, de forma que permita valorar objetiva y dindmicamente la
intensidad del déficit neuroldgico. Se disefian con dos finalidades fundamentales: describir €l
estado neuroldgico inicial del paciente con € fin de predecir su evolucién y cuantificar la
mejoria en el déficit neurol6gico para poder establecer comparaciones (Alvarez-Sabin, 1999).
Este Ultimo punto es de gran relevancia por €l empleo de estas escalas en |os ensayos clinicos
de patologia cerebrovascular aguda o en estudios prospectivos como |0s que nos ocupan en
que la situacion del paciente se valora en cuatro tiempos consecutivos durante las primeras 48

horas desde €l inicio de los sintomas.

Laescaladeictus delaNIH (National Institute of Health Stroke Scale, NIHSS) no solo es |la
escala més utilizada en los Ultimos afios para valorar el estado neuroldgico inicia y fina de
los pacientes que reciben medicaciones experimentales en el contexto de ensayos clinicos,
sino que también es muy Util en la préctica clinica habitual dentro de las unidades de ictus
(Goldstein et al., 1989). Varios puntos de corte en dicha escala permiten categorizar la
severidad del ictus en ligero (NIHSSS < 8), moderado (NIHSSS 8-20) y grave (NIHSSS > 20)
(DeGraba et al., 1999; Gonner et al., 1998 y Ueda et al., 1999). Se considera mejoria la
reduccion de 4 puntos 0 més en dicha escala en dos exploraciones sucesivas y empeoramiento
el incremento en cuatro puntos 0 mas entre dos determinaciones o la muerte del paciente

(Brott et al., 1992y Haley et al., 1992).
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3.6 Determinacionesdelaboratorio

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de cada paciente a su llegada a urgencias (< 12
horas) alas 12 horas, 24 horas y 48 horas del inicio de los sintomas. Las determinaciones de

IL-6 serealizaron en suero y las de MMP-2 y MMP-9 en plasma.

Tras 15 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacién del coagulo, se separ6 €l
suero centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos. Se alicuotd el suero obtenido y se
congelé a —80° hasta ser analizado. Los niveles de IL-6 se determinaron con un ELISA

comercializado (Bender MedSystems).

El plasma se separd de forma inmediata recogiendo la sangre en tubos con EDTA y siguiendo
el mismo proceso de centrifugado y almacengje descrito. Los niveles de MMP-2 y MMP-9
también se determinaron mediante técnicas de ELISA (Biotrak Amersham Pharmacia, UK).

Dicha técnica ha sido previamente estandarizada en €l laboratorio de hemostasia o que ha
permitido obtener valores de referencia en poblacion sana que podrén ser comparados con 10s

resultados obtenidos en nuestros paci entes.

38



3.7 Esguemadel Protocolo de Estudio

En la siguiente tabla se puede apreciar €l cronograma con las principales variables que se

utilizarédn de forma conjunta en |os estudios.

Exploraciones Basal |12 horas|24 horas|48 horas|5-7 dias
(0-12h)

METALOPROTEINASAS ° ° ® °

CITOCINAS © ° ° o
DOPPLER-TRANSCRANEAL ° ° ° ®

TC-CRANEAL ° ° °
ESCALAS NEUROLOGICAS ° ° ° ©
CONSTANTES © ° ° o

A continuacién se muestran las exploraciones realizadas a pacientes representativos del
primero y del segundo de |os trabajos.

En el primer gemplo se observa una recanalizacion espontanea dentro de las primeras 12
horas, que se hace completa a las 24 horas, quedando en la TC de control un infarto en la
division anterior dela ACM derecha.

El segundo caso muestra la aparicion de un infarto hemorragico precoz en territorio profundo

delaACM izquierdatras recanalizacion esponténea.
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Summary

Background and Purpose- Uncontrolled expression of matrix metalloproteinases
(MMPs) can result in tissue injury and inflammation. In animal models of cerebral
ischemia, MMP-2 and MMP-9 expression was significantly increased. However, their
role in human stroke in vivo remains unknown. Therefore, we aimed to determine the
tempora profile of MMP expression in patients with acute ischemic stroke and to
investigate its relationship to stroke severity, location of arterial occlusion and total
infarct volume.

Methods- Serial MMP-2 and MMP-9 determinations were performed in 39 patients
with cardioembolic strokes involving the MCA territory by means of ELISA. Blood
samples, TCD recordings and NIHSS scores were obtained at baseline, 12h, 24h and
48h of stroke onset. Infarct volume was measured on CT scan at 48 hours.

Results- No correlation was found between MMP-2 and NIHSS score at any time point,
although a close relation appeared between mean MMP-9 and final NIHSS score (r =
0.486, p = 0.002). MMP-9 value was the only factor associated to final NIHSS score in
the multiple logistic regression model (OR = 4.54; ClI 1.5, 13.75). A cut-point of MMP-
9 = 142.18 ng/ml had a positive predictive value of 94.4% to assess patient’s NIHSS
(<8 or >8) hy the end of the study. Final MMP-2 and MMP-9 levels were significantly
lower when recanalization occurred (528 + 144.3 ng/ml versus 681.4 + 239.2 ng/ml, p =
0.031 for MMP-2 and 110.2 + 100.9 ng/ml versus 244.8 + 130 ng/ml, p = 0.004 for
MMP-9). A positive correlation was found between mean MMP-9 and infarct volume (r
=0.385, p =0.022).

Conclusions- MMPs are involved in the acute phase of human ischemic stroke. MMP-9
levels are associated with neurological deficit, MCA occlusion and infarct volume.

K ey words. cerebral ischemia, embolic, matrix metalloproteinases, MMP-2, MMP-9,
stroke.



I ntroduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-binding proteolytic enzymes that normally
remodel the extracellular matrix (ECM) and pathologically attack substrates as part of the
neuroinflammatory response (1). MMP-2 (72-kDa, Gelatinase A) and MMP-9 (92-kDa, Gelatinase B)
specifically attack type IV collagen, laminin and fibronectin, which are the mgjor components of the
basal lamina around cerebral blood vessels. Proenzyme activation and enzyme activities are tightly

regulated by tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) and interactions with surrounding ECM molecules
).

MMPs participate in many physiologic tissue remodeling processes, including embryologic and bone
remodeling, wound healing, angiogenesis, ovulation, and implantation (3). However, uncontrolled
expression of MMPs can result in tissue destruction and inflammation.

Recently, abnormal MM Ps activity has been implicated in cerebral ischemia. In anima models, MMP-
2 and MMP-9 expression has been shown to increase early after ischemic onset (4-6). Treatment with
MMPs inhibitors and MMPs-neutralizing antibodies has also been shown to reduce both vasogenic
edema formation and infarct size in a rat model of focal cerebral ischemia (5,7). In addition, reduced
ischemic lesion volumes have been observed in MMP-9 knockout mice as compared with wild-type
littermates (8). These studies suggest that the MMP family participates in the pathophysiology of

cerebral ischemia

As this hypothesis has not been tested for humans in vivo, we aimed to determine the temporal profile
of MMP expression in patients with acute ischemic stroke and to investigate its relationship with

stroke severity, location of arterial occlusion and total infarct volume.

Subjectsand Methods

Study population

From June 1999 to March 2000, we prospectively studied consecutive patients with an acute stroke. A
total of 110 patients evaluated within the first 12 hours of stroke onset were included in the study. A
detailed history of vascular risk factors was obtained from each patient. To identify potential
mechanism of cerebral infarction, a set of diagnostic tests was performed that included
electrocardiogram, chest radiography, carotid ultrasonography, complete blood count and leukocyte
differential, and blood biochemistry in all patients; many also underwent special coagulation tests,
transthoracic ecocardiography and Holter monitoring. With this information, and the neurcimaging

and transcranial Doppler (TCD) data, previously defined etiologic subgroups were determined (9).



Eighty-four (76.4%) patients had a non-lacunar stroke involving the vascular territory corresponding
to the MCA. Of these, 44 (40%) patients were considered as a cardioembolic stroke. Most of these
patients had atrial fibrillation.

We excluded patients with a known inflammatory or malignant disease (n=3) as well as patients with
an inadequate transtemporal window for TCD (n=2). A total of 39 patients (51.3% male , mean age 74

+ 15 years) were included in the definitive analysis.

Clinical examination was performed on admission and at 12, 24 and 48 hours of symptom onset, at the
time of each MMP determination. Stroke severity was assessed by using the National Institutes of
Heath Stroke Scale (NIHSS). The NIHSS was used as a measure of initial (baseline) and final (48
hours) neurological deficit. Baseline blood samples, TCD recordings and NIHSS scores were obtained
in the first six hours in 80% of patients, and between 6 and 12 hours in al others. If a patient died
before the 48 hour time point, the last obtained score was used as final NIHSS score.

We defined neurological improvement as a decrease in the stroke score by 4 or more points and
neurological deterioration as either death or an increase in score by 4 or more points at 48 hours
(10,11). We dtratified patients according to the NIHSS score at each time point with previously used
cut-points (<8; 8 to 20; >20). Patients with a NIHSS score >20 were considered to have a severe
neurological deficit (12,13) and those patients with a NIHSS score <8 were considered to have a slight
deficit (14).

CT scan were carried out in all patients on admission and a control CT scan was performed at 48 hours
to measure infarct volume (cubic centimeters), according to the formula 0.5xAxBxC, where A and B
represent the largest perpendicular diameters through the hypodense area on CT scans, and C the

thickness of the infarction area (15).

All patients received subcutaneous low molecular weight heparin as prophylaxis for deep venous
thrombosis. Intravenous heparin was not administered during the study period. No patient received
tPA. This study was approved by the Ethics Committee of the hospital and all patients or relatives

gave informed consent.

TCD Protocol

Serial TCD studies were conducted on admission and at 12, 24 and 48 hours of stroke onset. All TCD
examinations were performed by a experienced neurologist. TCD measurements were performed using
a Multi-Dop X/TCD (DWL Elektroniche Systeme GmbH) device, with a hand-held transducer in a
range-gated, pulsed-wave mode at a frequency of 2 MHZ.
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Blood flow velocities of the MCASs, anterior cerebral arteries (ACAS) and posterior cerebral arteries
(PCAs) were recorded on both sides through the transtemporal window (16). Proximal MCA occlusion
was defined as the absence of flow or the presence of minimal flow signal throughout the MCA at an
insonation depth between 45 to 65 mm, while blood flow signal from the ipsilateral ACA and PCA
was detected. Distal MCA division occlusion was indicated when there was a diffuse dampening of
blood flow velocity in the affected MCA greater than 21% as compared to the contralateral MCA.

During the follow-up controls, spontaneous recanalization was diagnosed when a previously absent
blood flow signal reappeared (dampened or normal waveform) for a proximal MCA occlusion or when

apreviously dampened waveform came within the normal range for adistal MCA occlusion (17).

MM P-9 and MM P-2 deter minations

Peripheral blood samples were drawn from each patient at study entry and at 12, 24 and 48 hours from
stroke onset. From the 156 expected extractions, missing data for MMPs included five baseline
determinations which were so close to the 12-hour time point that only one extraction was done. No
missing data existed for the 12-hour time point. Two missing data for the 24-hour and six for the 48-

hour time point corresponded mostly to patients who died or to technical problems.

EDTA tubes were used to collect the blood. Plasma was immediately separated by centrifugation at
3000 rpm for 15 minutes and stored at —80°C until analysis. MMP-2 and MMP-9 levels were
determined by commercialy available enzyme linked immunosorbent assay (ELISA, Biotrak
Amersham Pharmacia, UK). ELISAs were performed according to manufacturer’s instruction. Our
laboratory reference intervals for healthy controls are: 41 + 27.8 ng/ml for MMP-9 (n=62, 58% males,
mean age 43 years, norma range = < 97 ng/ml) and 630.8 + 101.8 ng/ml for MMP-2 (n=40, 47%
males, mean age 43 years, normal range = 427-835 ng/ml). The mean intra-assay coefficients of
variation were 8.9% for MMP-9 and 10.7% for MMP-2.

Statistical Analysis

Descriptive and frequency statistical analyses were performed and comparisons were made by use of
the SPSS dtatistical package, version 9.0. Statistical significance for intergroup differences was
assessed by the ® or Fisher exact test for categorical variables and the t test and ANOVA for
continuous variables (a post-hoc analysis was conducted by means of Tukey test). MMP values were
normally distributed (Kolmogorov-Smirnov and P-P plot). A t test was performed for paired data with

Bonferroni correction for multiple comparison in order to compare MMP levels for different time
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points. To calculate the sensitivity and specificity for MMP values to predict neurological
improvement as well as final NIHSS score, a receiver operator characteristic (ROC) curve was
configured. Two logistic regression analyses were performed to determine factors that could be
considered as independent predictors for neurological improvement and final NIHSS score. Cutoff
values for MMP-9 and MMP-2 with the highest sensitivity and specificity, according to outcome
groups, were included. To study the correlation between MMPs and other continuous variables, the
Pearson test was used except for NIHSS scores (Spearman test). A p value <0.05 was considered
statistically significant.

Results

MM P-2 and MM P-9 temporal profile

Peak MMP-2 was observed at baseline determination (752.5 + 210.9 ng/ml) and significantly
decreased on follow-up determinations (12h = 668.8 + 254.6 ng/ml, p = 0.011; 24h = 599 + 195.4
ng/ml, p < 0.001; and 48h = 580.1 + 188 ng/ml, p < 0.001). Mean MMP-2 level for al these times was
644.2 + 185.8 ng/ml. All MMP-2 levels indicated above were included in the normality interval of our
laboratory for healthy controls (427-835 ng/ml) (Figure 1).

Baseline MMP-9 level was 147.1 + 118.6 ng/ml and no significant changes on MMP-9 levels were
found on follow-up determinations (12h = 140.4 + 120.7 ng/ml, 24h = 172.6 + 139 ng/ml and 48h =
144.5 + 127.6 ng/ml). Mean MMP-9 level for all these times was 149.6 + 99 ng/ml. All MMP-9 levels
indicated above exceeded the reference interval for healthy controls (< 97 ng/ml) (Figure 1).

No difference was found for MMP-2 or MMP-9 regarding age, gender or any vascular risk factor,
except for higher MMP-2 mean levels in patients with history of a previous stroke (764.2 + 208.7
ng/ml for patients with a previous stroke and 608.2 + 165.6 ng/ml for first stroke patients; p = 0.025).
Mean plasma levels of MMP-2 and MMP-9 were both correlated (r = 0.340, p = 0.034). Moreover, a
significant correlation was found between MMP-9 and other laboratory parameters such as glucose (r
= 0.349, p = 0.037), leukocyte count (r = 0.395, p = 0.014) and mean temperature (r = 0.332, p =
0.039).

Relation to NIHSS

Median baseline NIHSS score of the series was 17 (range 5-25) and median final NIHSS score was 15
(range 0-30). No correlation was found between MMP-2 and NIHSS at any time point. In contrast,
MMP-9 was increasingly correlated to NIHSS scores at different time points (baseline: r = 0.302 p =
0.083; 12h: r = 0.364 p = 0.023; 24h: r = 0.408 p = 0.012; 48h: r = 0.439 p = 0.011).



There was a trend of association between stroke severity on admission and MMP-9 overexpression at
48 hours. Final MMP-9 was lower in patients with a baseline NIHSS < 8 (15.9 £ 15 ng/ml) compared
to those with a baseline NIHSS score between 8-20 (133.9 + 124.3 ng/ml) and to those with a baseline
NIHSS score > 20 (212.0 + 121.9 ng/ml) (p =.053). Baseline NIHSS-final MMP-9 correlation wasr =
0.416 (p = 0.016).

Interestingly, there was also a positive correlation between mean MMP-9 and final NIHSS (r = 0.486,
p = 0.002) as shown in Figure 4. Patients with a good neurological status at the end of the study (final
NIHSS <8, n = 13) were those who had lower MMP-9 levels at anytime (baseline: 97.8 + 84.2 vs
177.6 + 128.1 ng/ml p = 0.05; 12h: 94.2 + 84.7 vs 163.5 + 130.5 ng/ml p = 0.09; 24h: 87 + 65.5 vs
213.7 + 146.9 ng/ml p = 0.001; 48h: 48.6 + 62.4 vs 199.2 + 123.5 ng/ml p < 0.001) (Figure 2). Other
parameters influencing final NIHSS score are shown in Table 1.

In fact, MMP-9 value was the only factor associated to the final NIHSS in the multiple logistic
regression model (OR = 4.54; ClI 1.5, 13.75). A cut-point of MMP-9 = 142.18 ng/ml had a positive
predictive value of 94.4% to assess patient’s NIHSS (<8 or >8) by the end of the study (Table 3).

As NIHSS scores were obtained at different times, we classified patients according to whether they
improved, remained stable or worsened. During the study period 14 patients improved, 10 remained
stable and 15 deteriorated. When the improving group was analyzed we found lower MMP-2 and
MMP-9 levels than in the non-improving group (Figure 3). Other parameters related to neurological
improvement are shown in Table 2. MMP-9 was the main factor associated to neurological recovery in
alogistic regression model (OR = 12; Cl 1.64, 88.09) in which a cut-point of MMP-9 = 142.18 ng/ml
gave a positive predictive value of 83.33% for detecting neurological improvement (Table 3).

Although higher MMP-9 levels were found for those patients who deteriorated or remained stable
(deterioration: 170.6 + 82.1 ng/ml; stability: 176.2 + 124.9 ng/ml; improvement: 90.5 + 60.3; p =
0.036), this significance was mainly due to the difference between high MMP-9 levels in the
deteriorating group and low MMP-9 levels in the improving group when a post-hoc analysis was

conducted.

Relation to TCD

Baseline TCD showed an occluded MCA in 37 patients (97.4%); a distal occlusion in 16 patients
(42.1%) and a proximal occlusion in 21 of them (55.3%). Another patient had a normal TCD (one
missing data existed for baseline TCD). By the end of the study (48 hours TCD), 16 patients artery
remained occluded (44.4%); 9 of them were distal occlusions (25%) and 7 were proximal occlusions
(19.4%). Finaly, a normal TCD was found in the other 20 patients (55.6%). The remaining three
patients died before the study period was finished.
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MMP expression was related to the time the vessel remained occluded and to the extent of the
occlusion (distal or proximal MCA occlusion) as observed in Table 4.

MMP-2 levels were significantly higher when the MCA persisted proximally occluded during the
study period compared to those patients with distal occlusion or normal MCA at 48 hours TCD (p <.05
for all time points). MMP-9 levels were also higher when a proximal occlusion was recorded at 48
hours TCD (p < 0.05 for baseline and 24-hour determinations).

In the 37 patients with baseline MCA occlusion, we studied MMP levels according to whether a
spontaneous recanalization was present during the study period (n = 25) or not (n = 12). Final MMP-2
levels were significantly lower when recanalization occurred (528 + 144.3 ng/ml versus 681.4 + 239.2
ng/ml, p = 0.031) and final MMP-9 levels were also lower when spontaneous recanalization occurred

(110.2 + 100.9 ng/ml versus 244.8 + 130 ng/ml, p = 0.004).

Relation to infarct volume

Mean infarct volume was 89.77 + 95.66 cc. Patients with neurological improvement had smaller
infarctions than those who remained stable or worsened (15.1 + 23.5 cc versus 128.7 + 96.1 cc, p <
0.001) as well as those with a final NIHSS score under 8 (12 + 15.7 cc versus 135.6 + 96.6 cc, p <
0.001).

A positive correlation was found between mean MMP-9 and infarct volume (r = 0.385, p = 0.022) as
shown in Figure 4. Although there was a trend (r = 0.322, p = 0.07) for baseline MMP-9 to correlate
with the infarct volume measured in the 48-hour CT scan, the best correlation was obtained for the 48-
hour MMP-9 determination (r = 0.500, p = 0.005). No correlation existed for MMP-2 and infarct

volume at any time point.

Discussion

Our study found an association between MMP up-regulation and neurological impairment. We
evaluated the role of MM Ps during the acute phase of stroke by means of several approaches including
stroke severity, infarction size and hemodynamic status. Stroke severity as measured with the NIHSS
was correlated to MMP-9 levels at different time points after symptom onset. Lower MMP-9 levels
were strongly associated with neurological improvement during the first 48 hours. In contrast, higher
MMP-9 levels were associated with neurological deterioration in the same time frame. MMP
expression was related to the time and location of MCA occlusion. In addition, a positive correlation

between mean MM P-9 and total infarct volume was found.
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The temporal profile of MMPs in our series pointed out a MMP-9 overproduction in acute stroke
patients as compared to controls. MMP-9 levels exceeded the reference values in each time point
measurement. In contrast, our patients exhibited MMP-2 levels within the normal range during the
study period. Although differencesin MMP levels between patients and controls may be influenced by
the younger age in our healthy controls, no differences were found in MMP levels regarding age

among our stroke population (21 to 95 years).

In our study, peak levels of MMP-9 were found at the 24-hour determination. This observation isin
line with that of a rat model of permanent MCA occlusion, in which a large increase in the MMP-9
occurred 12 to 24 hours after the injury (18). Romanic et a. showed that MMP-9 was detected in the
ischemic tissue within 24 hours after MCA occlusion and was maximally observed up to the 5-day
time point (7). MMP-2 expression was also detected in ischemic tissue but predominantly at the five-
day time point.

Although this study identified a baseline peak of MMP-2 levels, we cannot rule out a delayed (>48
hours) or very early (prior to our baseline determination) elevation of MMP-2. In fact, in a non-human
primate stroke model, latent MM P-2 was significantly increased in the basal ganglia 1 hour after MCA
occlusion compared to controls (6).

The temporal profile of animal MMP expression varies, depending on the author and the ischemia
model. Activated MMP-9 appeared 3 hours after 60 min of transient ischemia (19), and pro-MMP-9
induced as soon as 2 hours after the onset of ischemia in a permanent occlusion model (4).
Discrepancies in temporal profile of MMPs and in the presence of active or pro-MMP forms in these
animal models of cerebral ischemia may be influenced by different zymographic techniques and MMP
purification methods that have allowed the threshold of MMP-9 detection to increase. ELISA methods
to measure MMPs are currently available and promising results are appearing in other cardiovascular
fields (20). The ELISA method used in our experiment detects the proform of the MMPs as well as the
MMPs-TIMPs complex (pro-MMP-9, pro-MMP-9-TIMP-1 and pro-MMP-2, pro-MMP-2-TIMP-2).
Several studies suggest that enzymatic activation of MMP-9 proenzyme occurs by binding at the cell
surface, and activated enzyme is then rapidly degraded to prevent excess activity (21). Therefore, only

very low levels of active MMP-9 may be present in tissue at any given time (8).

MMPs have been studied by immunohistochemistry in humans with strokes (22, 23), showing
overproduction of MMP-9 during the early and proinflammatory phases of stroke, whereas MMP-2
was found in the later reparative phases when the blood vessels begin to regrow. These necropsic
findings identified MMP-9 in neutrophils for 1 week after the infarction. Macrophages that expressed
matrilysin and MMP-2 were observed after 1 week. Clark et al. found that human brain tissue after a
stroke shows MMP-2 after several months, whereas MMP-9 is elevated within days after the infarct
(23). The later rise in MMP-2 activity would correlate better with the post-stroke time course of
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capillary remodeling than with that of cerebral edema. In accordance with this observations, our study

found that MMP-2 levels were higher in patients with a previous cerebrovascular event.

In animal models and necropsy studies, a causal link between MMPs overexpression and brain
damage is suggested. However, whether MMP-9 overexpression contributes to the development of
infarct or simply represents a marker of the extent of brain ischemia remains unclear. Our study does
not elucidate this controversy. We observed a trend of correlation between baseline MMP-9 and
infarct volume measured on CT at 48 hours, although the best correlation was obtained for the 48-hour
MMP-9 determination. The study is a correlative survey of several phenomena and one cannot chose
one explanation over the other since the cause-effect relationships between the neurological
impairment and the biochemical marker was not established. As MMP expression was related to the
time of persistent arterial occlusion in our study and a significant increase of pro-MMP-9 occurred in a
time-dependent manner during reperfusion in a model of transient ischemia, (19) we hypothesize that

MMPs may contribute to the fact that longer ischemialeads to greater infarctions.

Animal studies are being designed to answer gquestions about what produces these MMPs, why they
are up-regulated after stroke and how they damage the infarcted brain parenchyma. We have no
information on the cell types that serve as sources for plasmatic MMP-9 in our study. The large
increase in MMP-9 may have been endogenous from astrocytes and microglia or exogenous from
invading neutrophils and macrophages (24). A transient increase of latent MMP-9 in plasma after
MCA occlusion in baboons (6) did not result from blood cell sources. This lack of correlation between
neutrophil number and gelatinase also has been observed in human plasma (25). Nevertheless, we
found a correlation between MMP-9 and leukocyte count. It has been demonstrated that neutrophils
utilize MMPs for migration (26) and that substantial infiltration of leukocytes occurs 12 to 24 hours to
several days after focal cerebral ischemia (27). We cannot exclude the possibility that MMP-9 from
activated leukocytes contributes to infarct progression. Based on morphologica criteria, MMP-9
appeared to stain with endothelial cells and neutrophils within and at the periphery of the infarct
within 24 hours of focal ischemiain rats (7).

Although increasing evidence for the role of MMPs is available from animal models of ischemia,
information in humans is lacking. Based on our results, ELISA measures of MMPs for stroke patients
seem to be a good tool for further research into this field, particularly when new drugs blocking MMPs
offer attractive results (28). As no difference was found for MMP-2 or MMP-9 regarding age, gender
or any vascular risk factor, MMPs determination could be a useful surrogate marker in the acute phase

of stroke.
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In conclusion, our study demonstrates an association between MMP-9 overexpression and stroke
severity, infarct size and the time and location of MCA occlusion. These findings suggest a del eterious

role for MMP-9 in the development of brain damage after human ischemic stroke.
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Figure 1.

Temporal profilefor MMP-9 and MM P-2. Broken line indicates reference interval
for healthy controls (MMP-9 = < 97 ng/ml and MM P-2 = 427-835 ng/ml ).
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Table 1. Main characteristics of patientsregarding final NIHSS score.

NIHSS< 8 NIHSS > 8
(n=13) (n=26) p
Male 6 (46.2) 14 (53.8) 0.651
Age y 76.5(9.9) 72.7 (17.3) 0.474
Hypertension 6 (46.2) 14 (53.8) 0.651
Hyperlipidemia 1(7.7) 5(22.7) 0.377
Diabetes 2(15.4) 7 (26.9) 0.420
Previous Stroke 2(15.9) 7 (26.9) 0.420
Temperature, °C 36.4 (0.3 36.9 (0.4) 0.002 *
TCD (N/D.o/P.o) 0(0)/10(76.9)/3(23.1) 1(4.5)/6(24)/18 (72) 0.007 *
SBP, mmHg 168.3 (20.3) 153.0 (39.8) 0.144
DBP, mmHg 93.1(14.3) 81.9 (22.4) 0.117
Glucose, mg/dL 128.7 (81.7) 165.8 (94.1) 0.253
Platelets, 233538 (66817) 188360 (44900) 0.018*
Leukocyte, xXI0E9/L 8653 (1827) 10356 (3720) 0.130
Fibrinogen, g/L 4.0(0.8) 3.9(1.0 0.610
MMP-2, ng/ml 614.4 (120.3) 659.1 (211.8) 0.487
MMP-9, ng/ml 82.1(55) 183.43 (99.5) 0.000 *

Vaues are mean (SD) or n (%), as appropriate. Baseline data are shown except for
temperature and MMP (mean values of the four time points).
For TCD: N = normal, D.o = distal occlusion, P.o = proximal occlusion.
* Factors with avalue of p<0.1were included in the regression model.
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Table 2. Main characteristics of patients with and without neurological improvement.

Neurological improvement Stability or deterioration

(n=14) (n=25) p
Mae 7 (50) 13 (52) 0.905
Agey 73.6 (17.6) 74.2 (14.1) 0.909
Hypertension 5(35.7) 15 (60) 0.146
Hyperlipidemia 1(7.0 5 (20) 0.391
Diabetes 1(7.1) 8 (32 0.077*
Previous Stroke 2(14.3) 7 (28) 0.330
Temperature, °C 36.4 (0.3) 36.8 (0.4) 0.013*
NIHSS (<8/8-20/>20) 1 (7.7)/10 (76.9)/2 (15.4) 2(8.3)/14(58.3)/8(33.3) 0.482
TCD (N/D.o/P.o) 0 (0)/9 (64.3)/5 (35.7) 1(4.2)/7 (29.2)/16 (66.7) 0.095*
SBP, mmHg 158.4 (27) 156.4 (37.6) 0.866
DBP, mmHg 86.5 (12.8) 84.5 (23.3) 0.734
Glucose, mg/dL 130.9 (76.7) 167.8 (97.6) 0.239
Platelets, 231428 (64484) 187708 (45901) 0.020 *
Leukocytes, x10E9/L 8814 (1754) 10333 (3826) 0.104
Fibrinogen, g/L 3.9(1) 3.9(0.9) 0.896
MMP-2, ng/ml 570.1 (129.8) 685.7 (201.4) 0.062 *
MMP-9, ng/ml 108.1 (87.8) 172.8(98.9) 0.049*

Values are mean (SD) or n (%), as appropriate. Baseline data are shown except for temperature
and MMP (mean values of the four time points). For TCD: N = normal, D.o = distal occlusion,

P.o = proximal occlusion. * Factors with avalue of p<0.1were included into the regression model.
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Table 3.

Factor s associated with neurological outcome (improvement vs stability-deterioration)

and final NIHSS (<8 vs >8) on univariate analysis and multiple logistic regression model.

Neurological Univariate Analysis Logistic Regression  logLR
outcome OR (95% CI) OR (95% ClI) p
MMP-9 5.49 (1.21,24.80) 12.05(1.64,88.09)  0.0049
MMP-2 3.75(0.91, 15.34) 8.93(1.27,62.84) 0.0138
Basdline TCD

Normal 1

Dist Occ 0.26 (0.002, 7.34)

Prox Occ 1 (0.035,28.3)
Platelet count 0.24 (0.057, 0.99) 0.11 (0.01, 0.86) 0.0185
Temperature 3.75(0.916, 15.3)

Diabetes Méllitus

6.11 (0.676, 55.1)

Final NIHSS Univariate Analysis Logistic Regression  logLR
OR (95% ClI) OR (95% ClI) p

MMP-9 22.64 (2.5, 203.06) 4.54(1.50, 13.75) 0.005
Baseline TCD

Normal 1

Dist Occ 1.76 (0.059, 52.6)

Prox Occ 8.53(1.89, 38.40)
Platelet count 0.16 (0.037, 0.77)
Temperature 10.38 (1.8, 57.4)

MMP cut-point levels were obtained from the ROC curves.
For MMP-2 = “< 603.77" and for MMP-9 = “<142.18 ng/ml”.
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Table 4.

MMP-2 and MM P-9 levels at different time points depending on final

MCA status (TCD recording at 48 h from stroke onset). Data from

patientswho died before final TCD was performed (n=3) are not included.

MM P values ar e expressed as mean (SD), ng/dL.

TCD (48 h) Normal Distal Proximal p
MCA Occlusion Occlusion
n=20 n=9 n="7
MMP-2
Basdline 612.9(128.4) 853.5(242.6) 903.7 (130.5) 0.001
12 hours 543.5(131.7) 804.5(352.1) 821.8(272.7) 0.023
24 hours 514.6 (125.6) 653.4(295.0) 722.1(121.8) 0.012
48 hours 508.0 (141.6) 596.9 (187.4)  751.9 (225.8) 0.017
MMP-9
Basdline 99.4(102.4) 188.1(149.3) 236.4 (81.1) 0.032
12 hours 124.6 (122.2) 154.2(133.0) 185.7 (126.7) 0.528
24 hours 126.2 (115.8) 211.2(143.4) 282.4(147.9) 0.029
48 hours 118.1(108.9) 182.3(173.7) 216.1 (72.4) 0.203
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Figure2.

MM P-9 levels during the study period for patientswith final NIHSS <8
(48h) and for patientswith final NIHSS > 8. Mean + SE are shown.
Broken lineindicates MM P-9 reference interval for healthy controls (< 97 ng/ml).
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MM P-9 levels accor ding to neur ological improvement. Mean + SE are shown.
Broken lineindicates MM P-9 reference interval for healthy controls (< 97 ng/ml).
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Figure4.

Correlation between MM P-9 and both infarct volume (r=. 385 p=. 022 ) and
final NIHSS (r=. 486 p=. 002) ar e shown (Pear son and Spear man testsrespectively).
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4.2 Matrix metalloproteinase (MMP-9) expression is related to hemorrhagic
transformation after human cardioembolic stroke.
(sometido a Stroke)
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Summary

Background and Purpose- In animal models of cerebral ischemia, matrix
metalloproteinase (MMPs) expression was significantly increased and related to blood
brain barrier disruption, edema formation and hemorrhagic transformation (HT). MMP
inhibitors reduce HT after embolic ischemia in tPA treated animals. We aimed to
correlate the expression of MM Ps after human ischemic stroke with the presence of HT.
Methods- Serial MMP-2 and MMP-9 determinations were performed in 39
cardioembolic strokes involving the MCA territory by means of ELISA. Hemorrhagic
events were classified according to clinical and CT criteria [hemorrhagic infarction (HI)
and parenchymal hemorrhage (PH)]. HT was evaluated in a48h CT scan (early-HT) and
again between day 5 and 7 (late-HT).

Results- HT was present in 42.1% of the patients (43.75% early-HI, 25% early-PH and
31.25% late-Hl). MMP-2 values were included in the normality range and not related to
HT. An overexpression of MMP-9 (normality range <97 ng/ml) was found among
patients with and without HT (159.3 + 82 ng/ml versus 143.9 + 112.6 ng/ml; p=0.64).
According to HT subtypes, those with a late-HI were the patients with higher baseline
MMP-9 levels (240.4 + 111.2 ng/ml versus 102.5 + 76.7 ng/ml for al other patients;
p=.002). Baseline MMP-9 was the only variable associated to late-HI in the multiple
logistic regression model (OR = 9; Cl 1.46, 55.24; p=0.010). A peak of MMP-9 at the
24h-timepoint (250.6 ng/ml) was found prior to the appearence of a PH.

Conclusions- Matrix metalloproteinases are involved in some subtypes of HT after
human cardioembolic stroke. Baseline MMP-9 level predicts late-HI and a 24h-peak
precedes early-PH.

Key words. cerebral ischemia, embolic, hemorrhagic transformation, hemorrhagic
infarction, matrix metalloproteinase, MMP-9, parenchimal hematoma, stroke.

65



Hemorrhagic infarction and hematoma are feared events that may follow ischemic stroke. As
thrombolytic agents are beneficial for acute stroke treatment even though increase the risk of
hemorrhagic transformation (HT) (1), it is critical to identify the underlying mechanisms of this
complication, to make tPA a safer stroke therapy.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-binding proteolytic enzymes that normally
remodel the extracellular matrix (ECM) and pathologically attack substrates as part of the
neuroinflammatory response (2). MMP-2 and MMP-9 specifically attack type IV collagen, laminin
and fibronectin, which are the major components of the basal lamina around cerebral blood vessels. (3)
In animal models of cerebral ischemia, MMPs expression was significantly increased and related to
blood brain barrier disruption, edema formation and HT (4,5).

Whether HT in humans is aso related to MMPs action, remains unknown. As HT has been
predominantly associated with embolism, we aimed to correlate the expression of MMPs after human

cardioembolic stroke with the appearence of different subtypes of HT.

Subjectsand Methods

Study population

From June 1999 to March 2000, we prospectively studied consecutive patients with an acute stroke. A
total of 110 patients evaluated within the first 12 hours of stroke onset were included in the study. A
detailed history of vascular risk factors was obtained from each patient. To identify potential
mechanism of cerebral infarction, a set of diagnostic tests was performed that included
electrocardiogram, chest radiography, carotid ultrasonography, complete blood count and leukocyte
differential, and blood biochemistry in all patients; many also underwent special coagulation tests,
transthoracic ecocardiography and Holter monitoring. With this information, and the neurcimaging
data, previously defined etiologic subgroups were determined (6). Eighty-four (76.4%) patients had a
non-lacunar stroke involving the vascular territory corresponding to the MCA. Of these, 44 (40%)

patients were considered as a cardioembolic stroke. Most of these patients had atrial fibrillation.
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Serial TCD studies were conducted using a Multi-Dop X/TCD (DWL Elektroniche Systeme GmbH)
device, with a hand-held transducer in a range-gated, pulsed-wave mode at a frequency of 2 MHZ.
During the follow-up controls, spontaneous recanalization was diagnosed when a previously absent
blood flow signal reappeared (dampened or normal waveform) for a proximal MCA occlusion or when
apreviously dampened waveform came within the normal range for adistal MCA occlusion (7).

We excluded patients with a known inflammatory or malignant disease (n=3) as well as patients with
an inadequate transtemporal window for TCD (n=2). A total of 39 patients (51.3% male , mean age 74
+ 15 years) were included in the definitive analysis.

Clinical examination was performed on admission and at 12, 24 and 48 hours of symptom onset, at the
time of each MMP determination. Stroke severity was assessed by using the National Institutes of
Health Stroke Scale (NIHSS).

All patients received subcutaneous low molecular weight heparin as prophylaxis for deep venous
thrombosis. Intravenous heparin was not administered during the study period and no patient received
tPA. This study was approved by the Ethics Committee of the hospital and all patients or relatives

gave informed consent.

Computed tomography. Criteria of hemorrhagic transfor mation.

On admission, al patients underwent a CT within the first 12 hours of stroke onset, which was
repeated after 48 hours (or earlier when a rapid neurological deterioration occurred) to evaluate the
presence of an early-HT. In addition, another CT was performed between day five and seven to rule

out the existence of adelayed or late-HT, that did not appear in the previous CT.

CT scans were reviewed by a neuroradiologist with extensive experience in acute stroke who was
blinded to the clinical and MMPs details. The presence and type of HT were defined according to
previously published criteria (8,9). Hemorrhagic infarction (HI) was defined as a petechia infarction
without space-occupying effect, and parenchymal hematoma (PH) was defined as hemorrhage with
mass effect. For statistical analysis both subtypes of HI and PH were considered together (HI1, small

petechiae along the margins of the infarct. HI2, more confluent petechiae within the infarcted area
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PH1, when hematoma involved < 30% of the infarcted area with some dight space-occupying effect
and PH2, when hematoma involved > 30% of the infarcted area with substantial mass effect, or clot
remote to the infarcted area). Symptomatic intracranial haemorrhage was defined as blood at any site
in the brain on the CT scan, documentation by the investigator of clinical deterioration evidenced by
events related clinical worsening (eg, drowsiness, increase of hemiparesis) or causing a decrease in the

NIHSS score of 4 or more points.

MMP-2and MMP-9 ELISA

Periphera blood samples were drawn from each patient at study entry and at 12, 24 and 48 hours from
stroke onset. From the 156 expected extractions, missing data for MMPs included five baseline
determinations which were so close to the 12-hour time point that only one extraction was done. Two
missing data for the 24-hour and six for the 48-hour time point corresponded mostly to patients who
died or to technical problems.

EDTA tubes were used to collect the blood. Plasma was immediately separated by centrifugation at
3000 rpm for 15 minutes and stored at —-80°C until analysis. MMP-2 and MMP-9 levels were
determined by commercialy available enzyme linked immunosorbent assay (ELISA, Biotrak
Amersham Pharmacia, UK). ELISAs were performed according to manufacturer’s instruction. Our
laboratory reference intervals for healthy controls are: 41 + 27.8 ng/ml for MMP-9 (n=62, 58% males,
mean age 43 years, hormal range = < 97 ng/ml) and 630.8 + 101.8 ng/ml for MMP-2 (n=40, 47%
males, mean age 43 years, norma range = 427-835 ng/ml). The mean intra-assay coefficients of

variation were 8.9% for MMP-9 and 10.7% for MMP-2.

Statistical Analysis
Descriptive and frequency statistical analysis were obtained and comparisons were made by use of the
SPSS dtatistical package, version 9.0. Statistical significance for intergroup differences were assessed

by the X? test for categorical variables and the Student’st test and ANOV A for continuous variables.
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MMP vaues were normally distributed (Kolmogorov-Smirnov and P-P plot). Baseline MMP or mean
MMP levels (mean value of the four timepoints) were used for different analysis.

When indicated, Mann-Whitney U test or Kruskall-Wallis test were used and median and rank are
shown. To calculate the sensitivity and specificity for MMP values to predict HT, a receiver operator
characteristic (ROC) curve was configured. A logistic regression analyses was performed to determine
factors that could be considered as independent predictors for HT subtypes. Cutoff value for MMP-9
with the highest sensitivity and specificity, according to HT groups, was included. A p value <0.05

was considered statistically significant.

Results

Baseline blood samples, CT scans and NIHSS scores were obtained in the first six hours in 80% of
patients, and between 6 and 12 hoursin all others.

HT on CT was detected in 16 (42.1%) patients. Mean MMP-2 levels for patients with and without HT
were included in the normality interval of our laboratory for healthy controls (427-835 ng/ml) but
mean MMP-9 levels for patients with and without HT exceeded the reference interval for healthy
controls (< 97 ng/ml) (Figure 1). Mean MMP-9 and MMP-2 levels were not different according to the
presence or absence of HT considered globally (159.3 £ 82.9 ng/ml versus 143.9 + 112.6 ng/ml,
p=0.64 for MMP-9 and 629.1 + 200.2 ng/ml versus 655.1 + 183.1 ng/ml, p=0.68 for MMP-2)

(Figure 1).

On temporal basis, early-HT, occurring within the first 48 hours, was present in 11 (28.9%) and late-
HT, detected at the 5-7 days CT scan, in 5 patients (13.2%). In Figure 2 we can observe high MMP-9
levels present in the late-HT subgroup as compared to patients with no-HT or early-HT. Baseline
MMP-9 values for these temporal HT subtypes were 157.6 + 126.0 ng/ml for patients without HT,
87.6 = 65.4 ng/ml for early-HT and 240.4 + 111.2 ng/ml for late-HT (p =0.05) (Figure 2 A).

Main baseline characteristics of HT patients, attending subtypes, are shown in Table 1. In those 16

patients with a HT, 7 (43.75%) early-HlI, 4 (25%) early-PH and 5 (31.25%) late-HI were described.
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The higher MMP-9 values were found in patients with a late-HI and the lower in those with an early-
HI (Figure 3 A). These differences were even higher when baseline MMP-9 levels were considered
(Figure 3 B).

Temporal profile of MMPs according to HT subtypes is shown in Figure 4. Interestingly, the temporal
profile of early-PH disclosed a peak MMP-9 at the 24 hour timepoint (250.6 + 165.1 ng/ml). At this
timepoint all 4 PH-patients deteriorated (symptomatic PH). The temporal profile for late-HI disclosed
a peak baseline MMP-9. This timepoint offered the best association with the development of alate-HI.
Baseline MMP-9 was statistically higher for patients with late-HI than for the remaining patients
(240.4 £ 111.2 ng/ml versus 102.5 + 76.7 ng/ml, p = 0.002). These differences were also achieved for
the mean MMP-9 (212.4 + 89.0 ng/ml, late-HI versus 130.3 + 80.9 ng/ml, al other patients; p =0.049).
At the 24 hour timepoint also MMP-2 levels were higher if alate-HI occurred (721.0 + 217.8 ng/ml,
late-HI versus 537.6 + 116.1 ng/ml, al other patients; p = 0.009).

Table 2 illustrates different subtypes of HT according to the time presence of spontaneous
recanalization. HT subtypes showed a different distribution (p=0.036) mainly due to the opposite
recanalization pattern between early-HI and late-HI. No patient who recanalized during the first 12
hours from symptom onset (early recanalization) had late-HT. Conversely, 6 of 7 (85.7%) patients
who recanalized in the first 12 hours experienced early-Hl.

In order to confirm the association between MMP-9 and late-HI a multiple logistic regression model
was used (Table 3). Although hypertension and the absence of early recanalization were significantly
associated with late-HI on univariate analysis, only baseline MMP-9 levels (OR = 9; Cl 1.46, 55.24;
p=0.010) emerged as an independent predictor of late-HI. A cut-point of MMP-9 = 144.81 ng/ml had a
sensitivity of 80% and a specificity of 79.2% to detect the presence of alate-HlI.

HT was located in the deep MCA territory in 10 patients (26.3%) and in the 6 remaining (15.8%) HT
involved the superficial MCA territory. MMP expresion was similar wether HT was located in the
deep MCA territory or involved the superficial MCA territory. Although mean MMP-9 level was
higher in superficial (178.7 £ 119.4 ng/ml) than in deep HT (147.6 = 56.0 ng/ml) and in the opposite

way mean MMP-2 level was higher in deep HT (681.7 + 218.4 ng/ml) compared to superficial HT
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(541.5 £ 140.2 ng/ml), none of these differences achieved statistical significance (p=0.76 and p= 0.33

respectively).

Discussion
This study shows for the first time an association between MMP-9 expression and severa subtypes of
HT after human cardioembolic stroke.
In alarge CT study of acute cerebra embolism, Okada et al. (10) noted a spectrum of intracranial
bleeding in 40.7 % of nonanticoagulated patients, including 8.6% of PHs. These numbers are very
similar to the HT rates in our series (42.1% and 10.2%, respectively). In these patients, MMP-9 was
specially overexpressed in cases of late-HI. Also a significant increase of latent MM P-9 was found in
baboons with HT (5). In fact, baseline MMP-9 level was the only factor independently associated to
late-HI among our patients.
A prospective study using serial scanning up to 3 weeks after stroke reported a high prevalence of HT
(43% of al supratentoria infarcts, 61% of presumed cardioembolic infarcts) the mgjority in the
second week (11). As we performed the last CT scan between day 5-7, later HT may have been
missed, that could be related to MMP-9 expression as late-HT were. In addition, MRI is highly
sensitive for identifying HT (12), and more accurate relations to MMP expression could be defined if
this approach used. Other limitation of the study is the small number of cases when subtypes of HT are
considered for stetistical analysis.
Our findings support the idea that after degradation of ECM components of the basal lamina by
MMPs, blood plasma or cellular elements may extravasate. Following experimental MCAOQO a gradual
loss of laminin-1, laminin-5, fibronectin and collagen 1V antigens within the basal lamina occurs
(13,14). Hamman et a. (15) demonstrated a significant correlation between the development of HT
and the regional loss of basal lamina after 3 hours of MCAO.
MMP-2 and MMP-9 released from vascular endothelium and leukocytes, during the inflammatory
phase of ischemic stroke, employ collagen IV and laminin as substrates (16,17). Ogata et al. found that
leukocyte plugging in microvessels of brain tissue was more frequent in hemorrhagic infarcts than in

pale infarcts (18), and it is aso known that neutrophils utilize MMPs for their migration (19).
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After intracerebral injection of MMP-2 brain regions displayed necrosis, hemorrhage and migration of
blood cells to the site of the injury (20). In our study MMP-2 was only related to late-HI at the 24h
timepoint and other studies did not find constitutive expressed MMP-2 to increase the risk of HT (5).
Perhaps only very high levels of MMP-2 (all values in our study were included into the normality
range) lead to HT.

Classic works stated that the primary mechanism for HT in cardioembolic stroke appears to be
reperfusion of infarcted or ischemic brain tissue following distal migration or dissolution of the
embolus (21). Ocasionally, delayed hemorrhage occurs without reperfusion, and in these cases the
source of the hemorrhage is postulated to be collateral circulation to the damaged area (22).

There is aso an interesting relation between the time to artery reopening and the presence of HT in our
series. The mgjority of patients with an early-HI recanalized within 12 hours, but all patients who
developed alate-HI had an absence of early spontaneous recanalization.

In a previous study (23) MMPs expression was strongly correlated with the extent and duration of
MCAO. Taken together, these data permits to hypothesize that the longer the MCAO the higher the
MMP-9 expression with a greater basal lamina disruption responsible of the HT, after restoration of
circulation to the injured capillary bed either by reopening of the initial site of occlusion or by
establishment of collateral circulation.

Several conditions which are aggravated by advancing age, as long-term hypertension, and diabetes
target the microvasculature and may contribute to loss of microvascular integrity (24). All PH and
late-HI in our series were hypertensives and many diabetics. MMP-9 proteolytic activity could easily
undermine the integrity of aweakened arterial wall.

HT leading to clinical deterioration represents the main limitation for both intravenous and intra-
arterial thrombolysis. We considered the possibility that MMPs were playing an active role in the
matrix degradation that either initiated or propagated the formation of PHs. In our study a peak of
MMP-9 was found at the 24h timepoint prior to the presence of a symptomatic PH. A rupture of the
vascular wall is likely in severa instances of intrainfarct hematoma (25). It is not possible to
determine whether this high peak of MMP-9 is the cause of the hematoma or simply represents a

marker of the extent of tissue destruction following PH, in the present study.

72



Our series included cardioembolic stroke patients, and many of them need anticoagulant therapy as
secondary prevention. We suggest that baseline MMP-9 levels may help to decide the safer moment to
initiate anticoagulation.

As plasmin is involved in the cascade that process proMMP-9 to the active form (26), the
administration of tPA may activate and promote the destructive potential of this enzyme, thereby
leading to hemorrhage. This hypothesis could explain the higher rates of HT after thrombolysis and
the reduction of tPA induced hemorrhages after administering a MMP inhibitor (BB-94) in a rabbit
cardioembolic stroke model (27).

ELISA methods to measure MMPs are currently available and promising results are appearing in other
cardiovascular fields (28). Further studies are required to determine whether MMP-9 increases the risk
of clinically relevant HT in patients receiving thrombolytic therapy. To measure the plasma levels of
MMPs in order to identify patients at higher risk of HT seem atractive, and its potential usefulness

could be tested in a future clinica trial.
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Figure 1.

Mean MMP-9 and MM P-2 levels according to the presence of HT (p=0.64 and p=0.68).
Broken lineindicatesreferenceinterval for healthy controls (MM P-9 = < 97 ng/ml
and MM P-2 = 427-835 ng/ml ).
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Figure 2.

Mean MMP-9 ng/ml (mean+-SE)
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MM P-9 levels according to temporal HT patterns. A, mean MM P-9 levels (p=0.33)
and B, baseline MM P-9 levels (p=0.05). Broken line indicates reference interval for

healthy controls (MM P-9 = < 97 ng/ml).
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Figure3.

MM P-9 levels according to all different subtypesof HT. A, mean MM P-9 levels (p=0.06)
and B, baseline MM P-9 levels (p=0.04). Broken lineindicatesreferenceinterval for
healthy controls (MM P-9 = < 97 ng/ml).
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Figure4.

MMP-9 ng/ml (mean+-SE)
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MM P-9 and MM P-2temporal profilefor HT subtypes. Patientswith an early-PH
showed a peak value preceding these symptomatic hemorrhages at 24h timepoint
(MM P-9 = 250.6 ng/ml).
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Table 1. Main baseline characteristics of patients according to the presence and subtype of HT.

Early HI Early PH Late HI
n=7 n=4 n=>5 p
Male 3(42.8) 3(75.0) 2 (40) 0.511
Age y 77.0 72.0 83.0 0.288
Hypertension 2(28.5) 4 (100) 5 (100) 0.009 *
Hyperlipidemia 0(0) 0(0) 2 (40) 0.081
Diabetes 0(0) 2 (50) 2 (40) 0.118
Previous Stroke 1(14.2) 0(0) 2 (40) 0.287
Temperature, °C 36.6 36.3 36.0 0.918
NIHSS score 20 20 20 0.986
Early recanalization 6 (85.7) 1(25.0) 0(0) 0.014 *
Infarct Volume, cc  60.6 1331 22.0 0.417
SBP, mmHg 135.0 170.0 180.0 0.173
DBP, mmHg 70.0 87.5 100.0 0.026 *
Glucose, mg/dL 116.0 360.0 159.0 0.026 *
Platelets, 178000 179000 188000 0.685
Leukocytex10E9/L 9700 9700 7600 0.331
PTT 32.0 32.6 321 0.018*
Fibrinogen, g/L 3.8 4.0 4.2 0.847
MMP-2, ng/ml 647.6 636.2 825.1 0.587
MMP-9, ng/ml 70.7 81.0 223.8 0.047 *

Vaues are median or n (%), as appropriate. Baseline data are shown, except for early
recanalization, assessed within 12 hours from symptom onset and infarct volume measured
at the 48 hour CT-scan. * Factors with a value of p<0.05.



Table 2. Relation between hemorrhagic transformation (HT) and M CA status.
HT subtypes showed a different distribution (p=0.036) mainly due
to the opposite recanalization pattern between early-HI and late-HI.

HT subtype Early recanalization (<12 hours)
Yes No
Non HT 11 (50%) 11 (50%)
Early HI 6 (85.7%) 1(14.3%)
Early PH 1 (25%) 3 (75%)
Late HI 0 (0%) 4 (100%)

In the fith case of late-HI only a TCD recording was available until 12 hours,
so recanalization could not be assessed.
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Table 3.

Factor s associated with late hemorrhagic infar ctions on univariate analysis

and multiple logistic regression model.

Late HI Univariate Analysis Logistic Regression logLR
OR (95% ClI) OR (95% ClI) p

Baseline MMP-9 15.2 (1.37, 167.98) 9 (1.46,55.24) 0.010

Absence of early 0.06 (0.003, 1.36)

recanalization

Hypertension 13.6 (0.68, 271.03)

MM P-9 cut-point level (144.81 ng/ml) was obtained from the ROC curve.
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4.3 Correlacion entre la expresion de citocinas proinflamatorias y
metal oprotei nasas de matriz en la fase aguda del ictus isquémico.
(Rev Neurol 2001)
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Resumen. Las citocinas proinflamatorias son las principales responsables de la
puesta en marcha de la cascada inflamatoria postisqguémica. Recientemente se ha
demostrado €l papel deletéreo de las metal oproteinasas de matriz (MMPs) en la fase
aguda del ictus. En modelos animales se ha sugerido la existencia de una conexion
entre la activacion de ambas familias.

Objetivo- Valorar si existe relacion entre la expresion de MMPs y la de citocinas
proinflamatorias en lafase aguda del ictus isquémico en humanos.

Material y métodos- De todos |os i ctus atendidos de forma consecutiva en un periodo de
10 meses, seleccionamos aguellos de etiologia cardioembdlica y que afectaban el
territorio de la ACM. Se determinaron de forma seriada MMP-9, MMP-2 e IL-6
mediante técnicas de ELISA alallegada del paciente a urgenciasy alas 12, 24y 48
horas del inicio de los sintomas.

Resultados- Se estudiaron en total 39 pacientes. Se encontré una correlacion positiva
entre la expresion media de ambas MMPsy lade IL-6 (r = 0.33, p = 0.040 para MMP-2
y r =045, p = 0.004 para MMP-9). De los distintos tiempos estudiados, la mejor
correlacion fue lade MMP-9 con IL-6 alas 24 horas (r = 0.418, p = 0.010). A las 24h se
registré un pico de expresion de IL-6. Se evidencié una tendencia a que los valores
basales de MMP-2 y MMP-9 se correlacionaran con el pico de IL-6 (r = 0.329, p =
0.061 paraMMP-2y r = 0.325, p = 0.061 para MMP-9).

Conclusiones- Existe una relacion entre la expresion de MMPs y los fendmenos
inflamatorios que ocurren durante la fase aguda del ictus isquémico.

Palabras clave. Citocinas, ictus cardioembdlico, IL-6, metal oproteinasas, MMP.

Summary. Proinflammatory cytokines are the main responsible for the onset of
postischemic inflammatory cascade. Recently, the deleterious effect of matrix
metalloproteinases (MMPs) in the acute phase of stroke has been described. Animal
models suggest alink between both families.

Objective- We aimed to investigate possible relations between the MM P overproduction
and proinflammatory cytokine expression after human ischemic stroke.

Methods- From all consecutive stroke patients attended during a 10 months period, we
selected and prospectively studied those presenting as a cardioembolic stroke involving
the MCA territory. MMP-9, MMP-2 and IL-6 were serially measured by means of
ELISA at study entry and at 12, 24 and 48 hours after symptoms onset.

Results- A total of 39 patients were studied. A positive correlation was found between
mean expression of both MMPsand IL-6 (r = 0.33, p = 0.040 for MMP-2y r =0.45,p =
0.004 for MMP-9). From all measured timepoints, the best obtained correlation was that
of MMP-9 with IL-6 at 24 hours (r = 0.418, p = 0.010). At 24h a peak value of IL-6 was
observed. Baseline MMP-2 and MMP-9 levels showed a trend to correlate with that
peak of IL-6 (r = 0.329, p = 0.061 for MMP-2y r = 0.325, p = 0.061 for MMP-9).
Conclusions- MMP expression correlates with the inflammatory cascade activation after
acute cardioembolic stroke.

Key words. Cytokines, embolism, IL-6, metalloproteinases, MMP, stroke.
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INTRODUCCION

Cada vez hay mayor evidencia de que la respuesta inflamatoria juega un papel fundamental en la
isquemia cerebral y de que la invasion por leucocitos del tejido cerebral infartado provoca lesion
neuronal secundaria (1,2). Las citocinas proinflamatorias son las principal es responsables de la puesta
en marcha de la cascada inflamatoria postisquémica (3). La adhesion y migracion de neutrofilos estéa
dirigida por varias clases de glicoproteinas entre las que se encuentran las moléculas de adhesion, las

cuales son activadas por la produccién de dichas citocinas proinflamatorias (4).

Las metal oproteinasas de matriz (MMPs) son una familia de enzimas proteoliticas (Zn-dependientes)
gue intervienen de forma fisiologica en procesos de remodelado de la matriz extracelular como son la
angiogénesis, la ovulacion, la reabsorcion 6sea, € recambio endometrial... (5). La presencia de niveles
elevados de algunos miembros de la familia de las MMPs se ha asociado a destruccion tisular en
diversas patologias (6). En € campo de la neurologia se han implicado en esclerosis maltiple (7), en

formacion de aneurismas cerebrales (8,9) y en lainestabilizacidn de placas carotideas (10,11).

Entre las MMPs, lagelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9) son capaces de digerir lalamina
basal endotelial que rodea los vasos sanguineos cerebrales, ya que atacan de forma especifica €l
colageno tipo IV, lalamininay lafibronectina que son sus componentes basicos y que juegan un papel
fundamental en e mantenimiento de la barrera hematoencefdlica (12). En modelos animales de
isquemia cerebral se ha demostrado un rgpido incremento de la expresion de ambas MMPs (13-15) asi
como una reduccion del tamafio del infarto cerebral cuando se administraban farmacos para bloquear
la accion de las MMPs (14,16). Recientemente se ha descrito en humanos el perfil temporal de MMP-
2y MMP-9 tras € ictus y se ha demostrado que su expresion se relaciona con el volumen del infarto,

el deterioro neurol6gico y la extension y duracion de laoclusion arteria (17).

Parece ser que algunas citocinas (IL-1, IL-6 y TNFa) podrian tener un papel destacado en la
regulacién de las metal oproteinasas (18,19). En cultivos neuronales se ha demostrado que la expresion
de MMP-9 se incrementa tras la administracion de IL-1 (20). No obstante, todavia no sabemos si esta
relacion estd también presente en humanos, hemos disefiado un estudio en que de forma simulténea se
determinan MMPs (MMP-2 y MMP-9) y citocinas (IL-6) en la fase aguda del ictus isquémico. Su
objetivo esinvestigar si existe una conexién en la activacién y las vias de actuacion de ambas familias

0 si su expresion tras el ictus sigue mecanismos independientes.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes

De todos los enfermos atendidos en la Unidad Cerebrovascular de nuestro hospital, durante un periodo
de 10 meses, se han estudiado de forma prospectiva 39 pacientes consecutivos que presentaban un
ictus cardioembdlico en €l territorio de la arteria cerebral media (ACM). Todos los pacientes fueron

incluidos en €l estudio habiendo transcurrido menos de 12 horas desde € inicio de los sintomas.

Desde e punto de vista etiol6gico se han considerado como ictus cardioembdlicos, aquellos que
satisfacian los criterios TOAST (21). La gran mayoria de los pacientes incluidos la cardiopatia

emboligena eraunafibrilacién auricular.

Se excluyeron los que estaban afectos de enfermedades de tipo inmunol 6gico o infecciones agudas o
cronicas activas en el momento del ictus, y aquellos que habian tomado en |os dias previos medicacion

antiinflamatoria 0 inmunosupresora.

A todos los pacientes se les realizé una tomografia computarizada (TC) craneal a su llegada a
urgencias y un control alas 48 horas del inicio de la clinica. Todos los pacientes recibieron heparinas
de bagjo peso molecular como profilaxis de trombosis venosa profunda. Eran anticoagulados a dosis
plenas (si era necesario) cuando € TC-C de control no mostraba transformacién hemorrégica. Los
pacientes anticoagulados desde las primeras horas del ictus o que recibieron fibrindlisis no se han

incluido en €l estudio.

Los pacientes 0, si €llo no era posible, sus familiares dieron su consentimiento para participar en €l
estudio.

Determinacion MMP-2, MMP-9elL-6

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de cada paciente a su llegada a urgencias (< 12 horas) a
las 12 horas, 24 horasy 48 horas del inicio de los sintomas. Las determinaciones de |L-6 se realizaron
ensueroy lasde MMP-2 y MMP-9 en plasma.

Tras 15 minutos a temperatura ambiente para pemitir la formacion del codgulo, se separ6 € suero
centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos. Se alicuotd el suero obtenido y se congel6 a—80° hasta
ser analizado. Los niveles de IL-6 se determinaron con un ELISA comerciaizado (Bender
MedSystems).
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El plasma se separé de forma inmediata recogiendo la sangre en tubos con EDTA y siguiendo €l
mismo proceso de centrifugado y almacengje descrito. Los niveles de MMP-2 y MMP-9 también se

determinaron mediante técnicas de ELISA (Biotrak Amersham Pharmacia, UK).

Andlisis estadistico

Se empled el paquete informético SPSS, versién 9.0. Para analizar las correlaciones entre los valores
de MMP e IL-6 se empled €l test de Spearman. Para analizar diferencias en los valores de IL-6 alo
largo del tiempo se empled la prueba de Friedman. Se consideraron como significativas los valores de
p <0.05.

RESULTADOS
En laTabla 1 se muestran todas las correlaciones halladas entre IL-6 y ambas MMPs en los diferentes

tiempos del estudio en que se realizaban las extracciones.

Para obtener una impresion globa de las relaciones entre ambas familias [levamos a cabo un andlisis
de las correlaciones entre MMP e IL-6 empleando las medias de los valores de cada molécula en los 4
tiempos (Figura 1). Se encontrd una correlacion positiva entre la expresion media de ambas MMPs 'y
ladeIL-6 (r =0.33, p =0.040 paraMMP-2y r = 0.45, p = 0.004 para MMP-9).

En laFigura 2 se muestra e perfil temporal de IL-6 y se observa la presencia de un pico de expresion
de IL-6 a las 24h del inicio de los sintomas. Los valores de IL-6 de 12h, 24h y 48h, son
significativamente mayores que los valores basales de IL-6 (p < 0.01). De los distintos tiempos
estudiados, lamejor correlacion fue lade MMP-9 con IL-6 alas 24 horas (r = 0.418, p = 0.010) como

se muestra en la Figura 3, coincidiendo con lamaxima expresion de IL-6.

También se evidencié una tendencia a que los valores basales de MMP-2 y MMP-9 se correlacionaran
con el picodelL-6 (r =0.329, p = 0.061 paraMMP-2y r = 0.325, p = 0.061 para MM P-9).

Otra correlacion significativa fue la que aparecio entre IL-6 alas 12h (r = 0.390, p = 0.027) y alas 24h
(r =0.363, p = 0.035) con los valores finales de MMP-2.

DISCUSION

Nuestro estudio confirma la existencia de relaciones estrechas entre la expresién de MMPs y citocinas
proinflamatorias. Este es el primer estudio que vaora de forma conjunta la expresién de MMPs y
citocinas en patologia cerebrovascular. Dichas relaciones se habian demostrado en diversos cultivos

celulares (18-20) y recientemente en patol ogias no neurol égicas (22,23).
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De forma indirecta se ha podido observar una relacion entre citocinas proinflamatorias y MMPs en
pacientes afectos de esclerosis multiple, a comprobar como el tratamiento con beta-interferén

disminuia de formasimilar y paralelatanto los niveles de IL-6 como los de MMP-9 (24).

Una de las claves de la relacion entre citocinas y MMPs pasa por conocer donde se producen ambas
familias de moléculas tras los fendbmenos inflamatorios que desencadena la isquemia. Por e momento
sabemos gue varias citocinas como TNF-o estimulan la produccion de MMPs en cultivos de astrocitos

y microglia (25) y otras como IL-1f3 lo hacen en cultivos neuronales (20).

Otra de las posibles conexiones entre ambas familias es la que se produce a través de los neutrdfilos.
Sabemos que IL-6 estimula la produccién de moléculas de adhesion como ICAM-1 que hace que un
gran nimero de células de la serie blanca acudan ala zona del infarto. Estos neutréfilos marginados en
el endotelio contribuyen a los fendmenos de “plugging” y de “no-reflow” (26-28), pero ademas los
leucocitos pueden producir MMPs. Los neutréfilos emplean la produccion de MMPs para migrar a
través del endotelio (29) y mediante este mecanismo podrian ampliar €l dafio en la zona,
desestructurando la barrera hematoencefdica, y contribuyendo asi a la produccién de edema y
facilitando la transformacién hemorrégica del infarto. En un modelo de isgquemia focal, la MMP-9
estaba presente en €l interior de las células endoteliales y los neutréfilos de la zona del infarto dentro

de las primeras 24 horas (16).

El hecho de que las correlaciones obtenidas sean mejores entre IL-6 y MMP-9 que entre IL-6 y MMP-
2 se pueden explicar por € hecho de que laMMP-2 no posee d sitio AP-1 que se encuentra en el gen

delaMMP-9, sobre & que actuarian |as citocinas inflamatorias (30).

Es posible que otras citocinas proinflamatorias, por eemplo IL-1, se correlacionen de forma mas
potente que la IL-6 con las diversas MMPs, ta como se ha demostrado en otros modelos (18); €
hecho de que dicha citocina sea dificil de detectar mediante técnicas de ELISA, nos hizo optar por IL-
6 cuya deteccion ha sido facilmente reproducible en varios trabajos de pacientes afectos de ictus. El
perfil temporal de IL-6 en nuestros pacientes es similar a descrito por otros autores (3). En un estudio
previo (17) los niveles de MMP-9 también eran méximos a las 24 horas y, de hecho, la mejor
correlacion encontrada en nuestro estudio es la que existe entre estas dos moléculas en ese tiempo. Los
niveles elevados de MM P-9 se asociaban a deterioro neurol 6gico de forma parecida alo que ocurriaa
medir I1L-6 (31).

Probablemente una de las vias finales por las que IL-6 gerce sus efectos deletéreos es a traves de la

activacion de laMMP-9. Sin embargo, Ilama la atencion el hecho de que los niveles basales de MMP-
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2y de MMP-9 muestren una tendencia a correlacionarse con el posterior pico de IL-6. Sabemos que
las MM Ps pueden activar las proformas de TNF-a (32), y dicha citocina amplificar laexpresion de IL-
6. Cabe por ultimo la posibilidad de que MMP-9 e IL-6 sean estimuladas de forma paralela por una
tercera citocina y que la correlacion implique simplemente una respuesta comin de dos productos
(33).

Si bien existe una correlacion entre la expresién de MMPs y los fendmenos inflamatorios que ocurren
en lafase aguda del ictus isquémico, ésta relacion es complejay no comprensible en su totalidad. Este
tipo de estudios correlativos no permiten aseverar s alguno de los dos fendmenos ocurre primero o
cud es la cadena de causalidad de los acontecimientos. Es necesario, por tanto, disefiar nuevos
estudios para definir con precision e orden con € que ocurren los acontecimientos; 1o que en un
futuro nos permitird aconsgjar el blogueo de una u otra via con €l objetivo de evitar la extension de la

lesion neuronal secundaria que se produce tras un infarto cerebral.
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Tabla 1. Correlacion entre los valores de MMPs e IL-6 en los distintos tiempos del
estudio. Los valores superiores de cada celdaindican la“r” y losinferioresla“p”. * La

correlacion es significativaal nivel 0.05 (bilateral).

MMP-2 |MMP-2 [MMP-2 |MMP-2 |[MMP-9 [MMP-9 |[MMP-9 [MMP-9
Basal 12h 24 h 48 h Basal 12h 24 h 48 h
IL-6 0.324 0.224 0.283 0.323 0.155 0.181 0.078 -0.045
Basal | 0.066 0.195 0.105 0.082 0.388 0.298 0.660 0.815
IL-6 0.238 0.209 0.244 0.390* | 0.014 0.342 0.328 0.119
12h 0.189 0.215 0.152 0.027 0.940 0.038* [ 0.051 0.516
IL-6 0.329 0.236 0.166 0.363* | 0.325 0.280 0.418* | 0.215
24 h 0.061 0.159 0.319 0.035 0.061 0.089 0.010 0.230
IL-6 0.346 0.282 0.253 0.282 0.260 0.042 0.321 0.195
48 h 0.066 0.112 0.148 0.106 0.166 0.813 0.068 0.278

Figura 1. Correlaciones entre MMPs e IL-6 empleando las medias de los valores de cada
molécula en los 4 tiempos. Existe una correlacion positiva entre la expresion media de MM P-
2y delL-6 (r =0.33, p=0.040) y una correlacién positiva entre MMP-9 e IL-6 (r = 0.45, p =
0.004).
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Figura 2. Perfil temporal de laexpresion de IL-6 en lafase aguda del ictus.
Losvaloresde IL-6 se expresan en pg/ml.
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Figura 3. Correlaciones més relevantes entre MMP-9 e IL-6. Existe unatendenciaa que los
niveles de MMP-9 basal se correlacionen con el pico delL-6 alas 24 horas (r = 0.325, p =
0.061). Existe una correlacion positiva entre ambas moléculasalas 12 horas (r=0.342, p =
0.038) y alas 24 horas (r = 0.418, p = 0.010) del inicio de los sintomas.
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5. RESUMEN DE RESULTADOSY DISCUSION
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5.1 Expresion de metaloproteinasastras el ictusisquémico en humanos

En el primero de los estudios se demuestra la existencia de una sobreexpresion de la MMP-9
en lafase aguda del ictus isquémico. Los valores para esta MMP se encontraban, en todos los
tiempos en que fue determinada, muy por encima de los niveles de referencia obtenidos en
controles sanos. Por el contrario, los niveles plasméticos de la MMP-2 se hallaban dentro de

los valores de normalidad en los diferentes tiempos del estudio.

La expresion de las metal oproteinasas 2 y 9 no estaba rel acionada con la presencia de ninguno
de los factores de riesgo cardiovascular previos a ictus. Ello, convierte a estas moléculas en

buenos marcadores paralafase aguda del ictus.

Hemos encontrado unos niveles mayores de MMP-2 en aquellos pacientes que habian sufrido
un ictus previo. Este patron temporal de activacion distinto para MMP-9 y MMP-2, recuerda
al encontrado en estudios necrépsicos en los que la MMP-9 se hallaba sobreexpresada durante
la fase proinflamatoria precoz del ictus y la MMP-2 durante la fase reparativa tardia de

remodelado capilar (Clark et al., 1997).

Nuestro estudio no permite identificar la fuente de produccion de estas metal oproteinasas.
Cabe la posibilidad de que € origen de la sobreexpresiéon de MMP-9 sea enddgeno, por
produccion en los astrocitos y la microglia, o exdgeno al liberarse desde los neutréfilos y
macréfagos (Gottschal et al., 1996). Estudios inmunohistoquimicos localizan la produccion
de MMPs en los leucocitos y las células endoteliales (Romanic et al., 1998). También se ha
identificado MMP-9 en los neutréfilos del parénquima cerebral durante la primera semana

tras el ictusy en las semanas siguentes se han encontrado macrofagos que expresaban MM P-2
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y matrilisina (Anthony et al., 1997). También sabemos que los neutréfilos producen MMPs
para migrar a través de los tegjidos (Weiss et al., 1986) y que éstos se acumulan en el

parénquima isguémico a partir de las 12-24 horas del inicio del ictus (Garciaet al., 1994).

En nuestro estudio existia una correlacion entre la expresion de MMPs y el nimero de
leucocitos en sangre periférica. Esta correlacion no se ha demostrado en sujetos sanos
(Kjeldsen et al., 1992). En un estudio con primates, en €l que se hallé un pico plasmatico de
MM P-9 tampoco se atribuyd su produccion a células de la serie blanca de la sangre periférica
(Heo et al, 1999).

Es probable, que en un futuro proximo, empleando citometria de flujo u otras técnicas més
complejas como la microscopia confocal, podamos dar respuesta a estas cuestiones en €l

humano.
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5.2 Perfil temporal en la expresién de metaloproteinasastrasel ictus

Los niveles més elevados de MMP-9 se encontraron en la determinacién de 24 horas, sin que
se observase la presencia de un pico de produccion significativo entre las distintas
determinaciones. Al valorar e perfil de la MMP-2 se aprecio la existencia de un pico basal

seguido de un descenso significativo en las determinaciones posteriores.

Estos resultados estdn en consonancia con los hallazgos obtenidos en modelos de isquemia
focal permanente en ratas, en los que se evidencid un gran incremento de MMP-9 entre las 12
y 24 horas posteriores a la oclusion arterial (Rosenberg et al., 1996). También Romanic et al.
encontraron expresion de MMP-9 en €l tgjido isquémico dentro de las 24 primeras horas, con
un incremento que se hacia méximo a quinto dia (Romanic et al., 1998); la expresion de

MMP-2 predominaba a partir del quinto dia.

Aunque nuestro estudio muestra un pico basal de MMP-2, que se mantiene dentro del rango
de normalidad para controles sanos, no podemos descartar que si la determinacion basal se
hubiera realizado antes (¢< de 3 horas?) los valores de MMP-2 hubiesen podido estar por
encima de los normales. De hecho, en un modelo de isquemia cerebral en primates existia una
expresion significativa de MMP-2 a cabo de una hora de ocluir la ACM (Heo et al., 1999).
Por otro lado, |a Ultima determinacion del estudio tenialugar alas 48 horas, o que no descarta

la posibilidad de una sobreexpresién posterior a dicha determinacion.

Debemos destacar, que incluso entre los modelos animales existen discrepancias en e perfil

tempora de expresion de las MMPs. Los trabgjos de Fujimura y Gasche, son los que han

encontrado un incremento mas rapido en la produccion de MMP-9 tras la isquemia focal
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transitoria (Fujimura et al., 1999) y permanente (Gasche et al., 1999), situdndose este
alrededor de las 2-3 horas tras la oclusion. Es posible que estas discrepancias obedezcan al
empleo de técnicas de zimografia diferentes y a las diversas especies animales en que estos
experimentos se realizaron. Estas diferencias deberan tenerse en cuenta cuando en el futuro
los diferentes grupos que investigamos en el campo de las MMPs en humanos comparemos

resultados procedentes de técnicas de ELISA distintas.
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5.3 Reacién entrelas metaloproteinasasy el déficit neuroldgico

Existe una estrecha relacion entre la expresion de la MMP-9 y |a situacion neurologica del
paciente valorada mediante la escala NIHSS. Esta correlacion se hace mas intensa con las
sucesivas determinaciones, obteniéndose la mejor correlacion cuando se comparan los valores

de MMP-9 alas 48 horas con la situacion neurol 6gica en ese mismo tiempo.

Sin embargo, y ello puede ser mas importante para e manejo del enfermo, la determinacion
basal de MMP-9 permite discriminar de forma significativa a los pacientes con un déficit
neurolégico ligero de los que van a quedar con un déficit neurolégico moderado o grave al

final del estudio.

Para estudiar el peso real dela MMP-9 en la situacion neurologicafinal del paciente teniendo
en cuenta otros factores que también influyen en la misma, se incluy6 el valor ponderado de
MMP-9 a lo largo del estudio en un modelo de regresion logistica. De esta forma
demostramos que dicha MMP era el Unico factor independientemente asociado a la situacion
neuroldgica final del paciente. Un punto de corte de MMP-9 =142 ng/ml tenia un valor
predictivo positivo del 94% para determinar si € paciente quedaria con una puntuacion por

encima o por debajo de 8 en laNIHSS.

No hemos encontrado correlaciones significativas entre la puntuacion de la NIHSS y los

valores de MMP-2.
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5.4 Reacién entrelas metaloproteinasasy la evolucién neuroldgica

Como conociamos la situacion neurologica del paciente en cada momento del estudio

pudimos agruparlos seguin la evolucion del déficit neurol 6gico, en:

los pacientes que mejoraban,
los que permanecian estables, y

los que empeoraban durante |a fase aguda del ictus.

Existen diferencias significativas entre los pacientes con atos niveles de MMP-9
correspondientes al grupo de empeoramiento clinico y los pacientes con bajos niveles de

MMP-9 en el grupo de mejoriaclinica.
Aungue los valores de la MMP-9 son e factor predictivo mas importante de evolucion
favorable en el andlisis de regresion multiple, los niveles de la MMP-2 también influyen de

forma estadisticamente significativa en el prondstico del paciente.

En proximos estudios seré necesario valorar si lainfluencia sobre la evolucion se mantiene al

considerar € prondstico funcional del paciente amedio y largo plazo.
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5.5 Relacion entrelas metaloproteinasasy el estado dela ACM

La situacion de la ACM valorada por DTC en los distintos tiempos del estudio, nos permitio
obtener informacién acerca de la extension y duracion de la oclusion arterial, asi como de la
posible aparicion de una recanalizacion espontanea de la misma.

Hemos encontrado relaciones estrechas entre la expresion de MMPsy la duracién y extension
de la oclusion arterial. Asi, los niveles més atos de MMP-9 y de MMP-2 se observan en
aquellos pacientes con una oclusion proximal del tronco de la ACM que persiste ocluida
durante todo el periodo del estudio. Asi mismo, los niveles de MM Ps son mas bgjos cuando la
oclusion de la ACM es distal y todavia menores cuando la situaciéon de la arteria se ha
normalizado, desapareciendo la oclusion.

En un experimento animal también se evidenciaron relaciones tiempo-oclusion dependientes
(Fujimuraet al., 1999).

Los enfermos que presentan una recanalizacion arteria esponténea tienen unos niveles
significativamente menores de ambas MMPs que |os que no se recanalizan durante el periodo
del estudio. Ello cuestiona el concepto clasico de "lesién por reperfusion” ya que a diferencia
de lo que ocurre en la isguemia-reperfusion en animales, no aparecen elevaciones de estas
mol éculas que puedan ser responsables de dicha lesion en nuestro modelo en humanos.
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5.6 Reacién entrelas metaloproteinasasy el volumen del infarto cerebral

Existe una correlacion positiva entre los valores medios de MMP-9 y el volumen del infarto
cerebral medido en la TC craneal realizada a las 48 horas del inicio de la clinica. Aunque
encontramos una tendencia a que los valores basales de MMP-9 se correlacionen con el
volumen final del infarto, la mejor correlacidn es la obtenida con la determinacion de MMP-9
de las 48 horas que es la que corresponde a momento en que se mide el tamafio del infarto
cerebral.

El hecho de que la expresién de MM Ps dependa del tiempo que la arteria permanece ocluida,
permite lanzar la hip6tesis de que: a mayor duracion de la oclusiéon de la ACM se produce un

mayor infarto cerebral mediado, al menos en parte, por la accion proteoliticade lasMMPs.

Diversos estudios experimentales demuestran de forma elegante esta hipotesis, ya que se
consiguen reducciones importantes del tamafio del infarto tras la administracién de
inhibidores de MMPs (Rosenberg et al., 1998), tras e tratamiento con anticuerpos
monoclonales contra la MMP-9 (Romanic et al., 1998) y en ratones Knock-Out de MMP-9
(Asahi et al., 2001).
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5.7 Relacion entrelas metaloproteinasasy la transformacion hemorragica

El segundo estudio demuestra la existencia de relacién entre la expresion de MMPsy la TH.
Esta afirmacién requiere ser matizada ya que, en sentido estricto, nuestro estudio encuentra
relaciones significativas con la TH tardia. Son los valores basales de MMP-9 |os que parecen
tener una influencia méas importante en € desarrollo de infartos hemorragicos tardios (5°-7°
diatras € ictus). Ademas, dichos valores son € unico predictor independiente de TH tardiaen

el modelo de regresion logistica

De interés, también, es la aparicion de un pico de MMP-9 en la determinacion de las 24 horas
en aquellos pacientes que horas después desarrollan un hematoma parenquimatoso

sintométi co.

Poco conocemos acerca de los mecanismos implicados en la TH que ocurre tras un ictus
cardioembalico. El conocimiento de la situacion de la arteria es capital tal como se sugiere en
la hipétesis de Fisher y Adams de 1951, segun €ella, la TH obedeceria ala migracion distal del
émbolo, tal como se ha demostrado més recientemente (Molina et a, 2001). Pero la TH
también ocurre en casos de ausencia de repermeabilizacion, Ilegando la sangre, posiblemente,
a través de arterias colateraes leptomeningeas (Ogata et al,1989). No obstante, no sabiamos
clales eran los mecanismos gue alteraban la pared de los vasos facilitando que los hematies

Ilegasen a parénguima encefdlico.

Este trabajo demuestra como a mayor expresion de MMPs mayor probabilidad de presentar
una TH. Para poder dar una explicaciéon a este resultado es importante recordar uno de los
hallazgos del estudio previo: cuanto mayor es el tiempo que permanece el vaso ocluido mayor

es laexpresion de MMPs.
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En aquellos casos en los que € tiempo de oclusion es relativamente corto, porque se produce
una recanalizacion muy rgpida, las MM Ps tendrian poco tiempo para actuar y en consecuencia
se destruiria poco tejido, la ruptura de la BHE seria menor y todo ello haria improbable la
extravasacion de sangre a parénquima encefaico. Sin embargo, si las MMPs actian mayor
tiempo, porque la ACM persiste ocluida, la gran destrucccién producida por laMMP hace que
s ese tgjido se reperfunde (via anterdgrada por recanalizacion o retrograda por colaterales)
tenga lugar con mayor probabilidad una extravasacion de material hemético. También se
puede sugerir, que en aguellas situaciones de produccion muy elevada de MMPs, éstas
podrian llegar a provocar larotura de una arteriola o una arteria perforante con la consiguiente

hemorragia intraparenquimatosa.

Hemos de recordar que la TH es e gran enemigo de la fibrindlisis, por lo que s
administrando inhibidores de las MMPs redujeramos € numero o la cuantia de la TH
originada por € tPA beneficiariamos en gran medida a paciente. Dicha hipétesis se ha
corroborado recientemente en un modelo de isquemia focal embdlica en conejos que recibian
tPA, ya que la administracion concomitante de un inhibidor de MMPs (BB-94) redujo en gran
medida la produccion de hemorragias inducidas por tPA (Lapchak et al., 2000). Ademas se
debe recordar que laplasminay el tPA intervienen en la cascada que estimula la activacion de
MMP-9 (Nagase et al., 1997), lo cua explicaria @ menos en parte el aumento de TH que

produce la terapia trombolitica
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5.8 Correlacion entre metaloproteinasasy citocinas proinflamatorias

Nuestro tercer estudio confirma la existencia de relaciones significativas entre la expresion de
MMPs y citocinas proinflamatorias, a valorar ambas familias en muestras obtenidas en los
mismos tiempos. Este es €l primer estudio que valora de forma conjunta la expresion de
MMPs y citocinas en patologia cerebrovascular. Dichas relaciones se habian sugerido

recientemente en patol ogias no neuroldgicas (Pajulo et al., 1999 y Kossakowska et al., 1999).

El hecho de que las correlaciones obtenidas sean mejores entre IL-6 y MMP-9 que entre IL-6
y MMP-2 se podria explicar, si tenemos en cuenta que la MMP-2 no posee €l sitio AP-1 que
se encuentra en el gen de laMMP-9, sobre el que actuarian |as citocinas inflamatorias (Frisch

et al., 1990).

Una de las claves de larelacion entre citocinas y MM Ps pasa por conocer donde se producen
ambas familias de moléculas tras los fendmenos inflamatorios que desencadena la isquemia.
Por el momento sabemos que varias citocinas, como TNF-a, estimulan la produccion de
MMPs en cultivos de astrocitos y microglia (Gottschall et al., 1995) y otras como IL-1p lo
hacen en cultivos neuronales (Vecil et al., 2000).

Otra de las posibles conexiones entre ambas familias es la que se produce a través de los
neutrofilos. La IL-6 estimula la produccion de moléculas de adhesién como ICAM-1 lo que
hace que un gran nimero de células de la serie blanca acudan a la zona del infarto. Los
neutrofilos emplean la produccion de MMPs para migrar a través del endotelio (Weiss et al.,
1986) y mediante este mecanismo pueden ampliar el dafio en lazona al desestructurar la BHE
lo que contribuye a la produccion de edema y facilita la transformacion hemorragica del

infarto.

107



5.9 Implicacionesdelosresultados

En el conocimiento de la isquemia cerebral.
Se trata del primer estudio realizado en humanos in vivo que valora €l papel de las MMPs en
la fase aguda del ictus isquémico. Esta serie de trabajos corroboran los resultados del modelo

animal en & ser humano. Ademéas, situan ala MMP-9 dentro de la cascada inflamatoria.

Como herramienta de investigacion.
El simple hecho de poder medir variaciones plasméticas de las MMPs permitird disefiar
estudios poco invasivos para valorar € papel de éstas moléculas en diversos campos de la

patol ogia cerebrovascular.

En e tratamiento del ictusisquémicoy sus complicaciones
Diversos estudios han demostrado una reduccion del tamario del infarto inhibiendo la MMP-
9, la importancia de conocer que sus valores son tan elevados tras €l ictus en e hombre la

convierten en una diana potencial en el tratamiento neuroprotector del ictus.

También se trata del primer estudio que lanza en humanos nuevas hipotesis acerca de la
transformacién hemorrégica. Es muy posible que en un futuro préximo la determinacién de
estas moléculas nos pueda ayudar en la toma de decisiones terapéuticas durante la fase aguda

del ictus, meorando la eficiencia de tratamientos como la fibrindlisis y |a anticoagul acion.
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6. CONCLUSIONES
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1.- Existe una sobreexpresion de MMP-9 en la fase aguda del ictus isquémico en

humanos.

2.- Los niveles de MMP-2 son maximos en e momento basal y los de MMP-9

alcanzan su pico alas 24 horas.

3.- Existe una correlacion estrecha entre la expresion de MMP-9 y la situacion
neuroldgica del paciente en la fase aguda. Cuanto mayores son los niveles de

MMP-9y MMP-2 la evolucién del paciente es mas desfavorable.

4.- La duracion de la oclusion arterial y su localizaciéon influyen en la expresion de
MMPs. Los pacientes con oclusiones proximales de la ACM durante todo el
periodo del estudio son los que tienen niveles mas elevados de MM Ps.

5.- La expresion de MMP-9 se correlaciona con € tamafio del infarto cerebral
medido en la Tomografia Computarizada craneal.

6.- Los niveles basales de MM P-9 influyen en la aparicion de un infarto hemorragico
en fase tardia. Su pico a las 24 horas se asocia con la presencia de un hematoma
par enquimatoso.

7.- Existen una relacion estrecha entre la expresion de MMPs y la de citocinas
proinflamatoriascomo lalL-6, traslaisquemia cerebral.
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