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INTRODUCCION

Biomarcadores en el Diagnostico, Tratamiento y Prondstico del Ictus

—



* El manejo del paciente con ictus en la fase aguda presenta
numerosos obstaculos que limitan los beneficios del tratamiento
fibrinolitico con rt-PA. En primer lugar, ante la ausencia de un test
diagnostico de la enfermedad cerebrovascular, el ictus se puede
confundir con entidades simuladoras, tambiéen l[lamadas mimics.

 En segundo lugar, el riesgo de las posibles complicaciones
hemorragicas asociadas al tratamiento con rt-PA limita su
administracion a un numero reducido de pacientes durante las 4
horas y media tras el comienzo de los sintomas.

Ictus Isquémico 87% Ictus Hemorragico 13%




* Por otro lado, no siempre se consigue la recanalizacion de la arteria a
pesar de un tratamiento correcto. Por ultimo, carecemos de
herramientas que nos ayuden a establecer el prondstico de los
pacientes con ictus en la fase aguda, informacion que resultaria muy
util, tanto para los pacientes y familiares, como para tomar decisiones
de manejo del paciente en relacion a los recursos sanitarios
disponibles.

* Los biomarcadores plasmaticos (BMs) se han mostrado utiles en el
manejo urgente de otras entidades clinicas, como las enfermedades
cardiacas. A pesar de la extensa investigacion de BMs en el ictus,
todavia no se ha podido extender su uso a la practica clinica habitual.
Por tanto nuestro objetivo es profundizar en el estudio y encontrar BMs
plasmaticos que contribuyan decisivamente al manejo del ictus en la
fase aguda.



OBJETIVOS

Biomarcadores en el Diagnostico, Tratamiento y Prondstico del Ictus

—



Realizar una revision bibliografica sobre las
moléculas que han sido estudiadas como potenciales
biomarcadores en la isquemia cerebral y su utilidad
en el diagndstico, tratamiento y prondstico de los
pacientes con ictus.

Determinar si la utilizacion de un panel de
biomarcadores plasmaticos es una prueba util en el
diagnodstico de la enfermedad cerebrovascular y su
diferenciacion de otras entidades que simulan un
ictus.



Determinar si la utilizacion de un panel de
biomarcadores plasmaticos es una prueba util en la
diferenciacion de la naturaleza isquémica o
hemorragica del ictus.

Determinar biomarcadores plasmaticos que ayuden
a predecir la eficacia del tratamiento fibrinolitico.

Determinar biomarcadores plasmaticos que ayuden
a predecir la seguridad del tratamiento fibrinolitico.

Determinar biomarcadores plasmaticos relacionados
con el prondstico de la enfermedad cerebrovascular



ARTICULOS
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ARTICULO 1.

“Biomarcadores
plasmaticos
en la enfermedad
cerebraovascular
aguda”

Hipertens riesgo vasc. 2009.
doi:10.1016/j.hipert.2008.07.001
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Biomarcadores en el Ictus revision BIF
. La heterogeneidad del ictus y de las poblaciones
celulares (neu-glia-endotelio) y su diferente respuesta
a la isquemia dificulta el hallazgo de biomarcadores
(BM).

. También contribuyen la existencia de la barrera
hematoencefalica y la complejidad de los fenomenos

de la cascada isquémica y eventos subsiguientes

. Muchos BM no son especificos del ictus

. Aunque se describan relaciones estadisticas entre BM

e ictus su causalidad no esta probada



CULO 2.

ANEL OF BIOMARKERS
UDING CASPASE-3 AND D-
MER MAY DIFFERENTIATE
UTE STROKE FROM STROKE

EMERGENCY DEPARTMENT"”

ICKING CONDITIONS AT THE

Original Article ® Joumal of INTERNAL MEDICINE

dat: 1001111 /113652106 201002520 x

A panel of hiomarkers including caspase-3 and p-dimer may
differentiate acute stroke from stroke-mimicking conditions

in the emergency department

» | Moritaner'2 M Mend ooz M. Ribé?, P oupm' M. Ouintans’, A_Penalba’ P Chacon’, C. Mofing’,

I Fuﬂn‘n Cadenas’ A Roseil! & ). Alvarez-Sabin

3 fr—_

dgambnq.ﬁ‘ﬂldﬁwnﬁqm nakipaun

Ax¥ad Montaner.J, Mendioroz M, Fiba M, Delgada P,
Quintana M, Penalba A, Chacdn P, Malina C, Femin-
dez-Cadenas [, Rosell A, Aharez-Sabin.J (Universitat
Autinoma de Baroelona, Vall dHebron Hospital,
Bamelmna, Spain). A panel of biomarkers inchiding
caspase-3 and p-dimer may differen tiate acutestrales
fmm stmle-mimic king conditions in the
department. Jintern Med201 1; 270: 166-1 4.

Badigomd md ains At present, a rapid and widely
available dingrnostic test for stroke remains slusive.
The aim of this s tady was to cxamine the predictive
vahie ofa panel of blood-bome bische mical markers
far stralos diagnosis.

Design. Consecutive pafients with stmles ar stroke-

24 himmsymptom anset (915 strokes and %0 mim-
irs). Blood samples were analyssd by enmyme-linked
immunosorbent assay for Ce-reactive potein,
dimer, saluble moeptor for advanced gycation end
products (sRAGE], metalloprotsinase % [MMP-3),
S100B, brain natrhametic peptide, caspase-3, naura-
traphin-3, chimennand secretagogn.

Resikt The main independent predictors of stroke
versus mimics were caspase-3 = 1.96 ng mL ™ [odds

mtia [OR] = 3.32; 85% confidence interval (CT) 1.88-
558, F<00001], wdimer >027 g ml™ [OR =
257, 95% CT 1.72-5.16, P~ 0.0001), sRAGE =091
ngml™ DR - 2.19; 95% CI | 26-3.83, P~ 0.006),
chimerin <11l ngml™" (OR=0.4; 95% CI 0.1%-
0&l, P=0.001), secretagogin <0.24 ngml”™
(OR = 0.51; 95% CT0 27-0.97, P =0 04 1) and MMP-
9> 199 ngml™ [OR - 1.66; 9% CI 1.01-2.73,
P=004). The model's predictive probability of
stmke when the six biomarkers are above/below
these cut-off levels was 99.01%. The best cambina-
tion af biomarkers in the model was caspase-3 and
sdimer. Morsover, a mode] developed 1 samples
abtained within the first 3 hshowsd high sensitivity
8] and spacificity (Sp) {threshald at 25th percen:
tile: Se 087, Sp0.55; threshold at 75th pementile:
Sel) 26, 5p 0.99).

Cmdesims A combination of hiomarkers including
caspase-3 and nodimerap peams tobe the mostpmm-
ising to achieve 3 Tapid hiochemical dingnosis of
stroke. If replicated, thisappmach could be usedasa
o] far urgent mferml of stolke patisnts to hospitals
inwhichamutetreatmentsareavaiable.

ey b caspase -3, cerebml i
oedimer, strakee.

J Intern Med. 2011 Aug;270(2):166-74.




No disponemos de pruebas diagnosticas

para diferenciar ictus y mimics

PANEL
BIOMARCADORES
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RECOGIDA MUESTRAS Diagnostico
PROTOCOLO 1 Métodos

1005 Pacientes Consecutivos
SOSPECHA ICTUS
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ARTICULO 3

“"DIFFERENTIATING ISCHEMIC FROM
HEMORRHAGIC STROKE USING PLASMA
BIOMARKERS:

THE S100B/RAGE PATHWAY"

Articulo en revision



Diagnéstico
diferenciar ictus isquémicos y hemorragicos Métodos

No disponemos de pruebas diagndsticas para

PANEL
BIOMARCADORES
MMP-9
Metaloproteasas ©*Pase?
Apoptosis
Inflamacion Cardizor
CRP sne  Daino cerebral
SRAGE : NT-3
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Chimerin
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RECOGIDA MUESTRAS Diagnostico
PROTOCOLO 1 Métodos
915 Pacientes Consecutivos
ICTUS




, : Diagnésti
ISQUEMICO vs. HEMORRAGICO panestico

ALGORITMO CART <3 HORAS

Class Cases %
hemorrhagic 34 205
ischemic 132 795

M =166
9
L] l .
RAGE == 097 RAGE = 097
1 1
Class Cases % Class Cases 9%
hemorrhagic 27 29.7 hemorrhagic 7 93
ischemic 64 703 ischemic 68 90.7
N =91 MN=75
1 /1
Ll l .
S100B c:l= 102.60 S1008 >. 102.60
Class Cases % Class Cases %

hemorrhagic 12 194 || hemorrhagic 15 51.7

ischemic 50 806 ischemic 14 483
N =62 MN=29

1 A
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ARTICULO 4.

“LOWER CONCENTRATIONS OF
THROMBIN-ANTITHROMBIN
COMPLEX (TAT) CORRELATE TO
HIGHER RECANALISATION
RATES AMONG ISCHAEMIC
STROKE PATIENTS TREATED
WITH T-PA”

&

82009 Schasmauer GmbH, Ehmprt

Cardiovascular Biology and Cell Signalling

Lower concentrations of thrombin-antithrombin complex (TAT)
correlate to higher recanalisation rates among ischaemic stroke

patients treated with t-PA

Israel Fernandaz-Cadenas; Maite Mendioroz; osep Munuers; José Alvaraz-Sabin; Alex Rovira; Adoracion Quirege;
Matalia Corbeto; Marta Rubiers; Pilar Delgada; Anna Rosell: Marc Ribé; Carlos A Malina: Joan Montaner
Meurovascular Research Laboratory, Meurovascular Unit. Meurology Service, Departamento de medicing, Yall f Hebron Hospial, Universiat

Autonoma de Barcelora, Barcelona, Spﬂin

Summary

An elevated concentration of the thrombin-antithrombin com-
plex (TAT) has been associated with high morelity rates and
poor outcome in ischaemic stroke patients treated with tissue
plieminogen activator (t-PA). Moreover, antithrombin drugs
have been tested in combination with t-PA in the acute phase of
ischaemic stroke to increase treatment efficacy. We aimed to
study whether poor outcome associated with TAT among ie-
chaemic stroke patients treated with t-PA could be due to the
effects of this complex on recanalisztion rates of the middle cer-
ebral artery (MCA) and on heemorhagic transformation. The
TAT lavele of 89 patients having a proximal MCA occlusion were
measured by ELISA, znd the patients were then treated with
t-PA. Complete recanalisation was diagnosed by transcranizl
Doppler (TCD) at 1.2 and 6 hours post-t-PA infusion and haem-

Keywords
+-PA, thrombolysis, thrombin, Argatrban, plasmin

orrhagic transformation was identified by computed to-
magraphy {CT). Lower levels of TAT were 2ssociated with better
recanalisation rates at all time-paints (| hour:OR =248 95% Cl
| 44348 p=00081 hour= OR=6395% C1 1 5-27p=0014;
b hours: OR = 6.4 95% CI | 5265, p = 0.011) after adjustment
for stroke ritk factore. However, no eorrelation was found be-
twaen TAT concentration and haemorrhagic trangformation.
The elevated mortality rates previously observed in patients
with high levels of TAT might have been dus to revascularisation
resistance. Low levels of TAT are not associated with an increase
in haemarrhagic complications after t-PA, indicating that the
combination of thrombin blockers and t-PA could be a safe and
effective treatment for ischaemic stroke in the future.

Thromb Haemost 2009; 102: 759-T84

Thromb Haemost. 2009;102:759-64.



RECOGIDA MUESTRAS Tratamiento
PROTOCOLO Metodos

89 Ictus isquémico con oclusion de la ACM y tto con rt-PA <3h

BASAL ({.pA 1H 2 H 12 H 24 H 3° mes
TAT
NIHSS NIHSS | | NIHSS | | mRs

N4

SEGURIDAD




Complejo Trombina-Antitrombina (TAT)

T0% — ] Rec-1 haur
O Rec-2 haurs
0% — B Rec-6 hours
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Thrombin concentrations (ug'L)
Rec Ih | OR (95% CI) p-Value | Rec Zh OR (95% Cl) | p-Value | Rec6h | OR(95%Cl) | p}Value
YES YES YES
TAT<2d pglLn (%) | 8(195%) | 248(1.44248) | <0.08 13(36.1%) | 63(15-27) | <0.0% 16 (50%) | 64(15-265) | <005
Logistic regression
TAT<d pglLn (%) | B(195%) | B(I-6LI) <005 13(361%) | 27(1.1-69) | <0.08 16 (50%) | 27(1.2-6.1) | <008
Univariate




GENOUS ACTIVATED

EIN C (APC) PREDICTS
HEMORRHAGIC
NSFORMATION AND

ORTALITY AFTER t-PA

REATMENT IN STROKE

PATIENTS”

Original Papar

w Camsbrorme D MOGTRIE- 1

Endogenous Actlvated Proteln C Predicts
Hemorrhaglc Transformation and Mortality
after Tissue Plasminogen Activator Treatment
In Stroke Patlents

Maits Mendioroz  Ismel Ferndndaz-Cadenas  Josd Alarez-Sabin Anna Rosell
Daorita Quiroga  Eloy Cuadrado  Filr Delgado  Marta Rublea  Morc Riba
Carlos Molica  Joan Montaner

gy £y T

Cerebrovasc Dis. 2009;28:143-50.




RECOGIDA MUESTRAS Tragtamiento
PROTOCOLO 2 Métodos

Ictus isquémico con oclusion de la ACM y tto con rt-PA <3h

_/

2H 12 H 249 H 39 mes

APC || APC | | APC |

NIHSS NIHSS NIHSS mRS
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[ Activated Protein C (APC) ]

APC level %
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RECOGIDA MUESTRAS Prgméstico
PROTOCOLO 2 Métodos

Ictus isquémico con oclusion de la ACM y tto con rt-PA <3h

Lki 1
BASAL ({.pA 1H 2 H 12 H 24 H 3° mes

Pronodstico

NIHSS NIHSS mRS

CIURLTRETT R T U AR RO R PR RURITR N AT T T




Osteopontina (OPN) Pronostico

Resultados

OPN > 27.22-1 0

OPN< 27.22-

| | I I |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

mRS
*OR 5,01 IC95% 1,60-15,72, p=0,006

*OPN se encontro elevada en el caso de los ictus aterotromboticos
(19,31 vs. 14,86 ng/mL; p=0,061)



ARTICULO 7.

IN NATRIURETIC PEPTIDE (B
PREDICTS WORSENING
ND MORTALITY IN ACUTE STROK
PATIENTS"”

Articulo en revision




Caremos de pruebas para el pronostico

individual de un paciente tras el inicio del ictus

Brain Natriuretic Peptide (BNP)

Pronodstico

Introduccion

@

Vasodilatacion

MIOCITO -<Pre-proBN{ - < proBNP << <>
Natriuresis
Diuresis BNP




RECOGIDA MUESTRAS
PROTOCOLO 1

886 Pacientes Consecutivos
ICTUS

BASAL 24 horas

Pronodstico

Métodos

alta




BNP >65,35 ng/mL Mortalidad

Pronodstico

80%—

B0%—

40%

Mortality predicted probability

20% -

0%~

[ BNP<65.3
[ IBNP>65.3

01 2 3 4 56 7 8 921011121314 15161718192021 2223 24 2526 27 28 2930

Baseline NIHSS score

Resultados

BNP predice mortalidad (OR= 2,27; IC95% 1,19-4,35)
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DIAGNOSTICO ICTUS- MIMICS

Panel
biomarcadores
<24h: <6h: <3h

Caspase 3
D-Dimer

ICTUS Caspasa-3 >1,96 ng/mL

<24h OR 3,32 (IC95% 1,88-5,88)
p=0,001
DD>0,27 ug/ml
OR 2,97(1C95% 1,72-5,16)
p=0,0001

ICTUS

<6h

ICTUS

<3h

AUC 0,759
(IC95% 0,699-
0,820)

AUC 0,810
(1C95%0,757-
0,863)

AUC=0,797
(1C95%0,736-
0,857)




DIAGNOSTICO ICTUS ISQUEMICO-HEMORRAGICO

BIOMARCADOR ASOCIACION MEDIDA DE ASOCIACION MEDIDA DE PREDICCION
CANDIDATO (regresion logistica) (area bajo la curva)
Panel biomarcadores | ICTUS S100B > 96 pg/mL

<24h; <6h; <3h

S100B/RAGE

HEMORRAGICO
<3h

OR 5,02 (IC95% 1,88-13,42)
p< 0,001

RAGE < 0,97 ng/mL
OR 0,11 (1C95% 0,03-0,36)
p<0,001

AUC 0,807
(1C95% 0,725-0,881)

ICTUS
HEMORRAGICO
<6h

S100B > 96 pg/mL

OR 3,97 (IC95% 1,82-8,68)
p<0,001

RAGE < 0,97 ng/mL

OR 0,22 (1C95% 0,10-0,52)
p<0,001

AUC 0,839
(IC95% 0,781-0,896)

ICTUS
HEMORRAGICO
<24h

S100B > 96 pg/mL

OR 2,89 (IC95% 1,8-4,65)
p<0,001

RAGE < 0,97 ng/mL

OR 0,46 (1C95% 0,29-0,74)
p< 0,001

AUC 0,767
(IC95% 0,719-0,8)




SEGURIDAD TRATAMIENTO DEL ICTUS

BIOMARCADOR
CANDIDATO

ASOCIACION

MEDIDA DE ASOCIACION
(regresion logistica)

FACTORES
CLINICOS

APC basal; Transformacion

1h-2h-12h-24h Hemorragica
(PH) (11,1%)

Mortalidad
(16,2%)

APC-2h >176%

OR 25,19 (IC95% 4,76-
133,19)

p=0,01

APC-2h >157%
OR 13,8 (IC95% 2,58-73,63)
P=0,001

ASOCIADOS

Edad>77a

OR 1,13

(1C95% 1,02-1,26)
p=0,017




EFICACIA TRATAMIENTO DEL ICTUS

BIOMARCADOR . MEDIDA DE ASOCIACION FACETORES
CANDIDATO ASOCIACION (regresidn logistica) CLINICOS
ASOCIADOS
TAT basal |Recanalizacion | TAT <24 pg/L
completa 1h OR 24,8 (IC95% 1,4-434,8)
(11%) p=0,028
Recanalizacion | TAT <24 ug/L HTA
completa 2h OR 6,3 (IC95% 1,5-27,0) OR 0,19
(24,3%) p=0,014 (IC95% 0,044-0,84)
p=0,028

Sexo masculino
OR 7,9

(IC95% 1,54-40,3)
p=0,013

Recanalizacion
completa 6 h
(33,8%)

TAT <24 ug/L
OR 6,4

(1IC95% 1,5-26,5)
p=0,011




PRONOSTICO DEL ICTUS

. MEDIDA DE A IACION
BIOMARCADOR ASOCIACION SOCIACIO

CANDIDATO (regresion logistica)

FACTORES CLINICOS
ASOCIADOS

mRS>2 al tercer OPN >27,22 ng/mL
OPNbasal | = (55.3%) OR 5,01 (IC95% 1,60-
. 15,72) p=0,006

Ictus aterotrombotico
OR 4,68 (IC95% 1,25-17,54)
P=0,022

Edad
OR 1,04 (1C95% 1,00-1,08)
p=0,051

Oclusion proximal
OR 5,53 (IC95% 2,12-14,43)
p=0,0004




PRONOSTICO DEL ICTUS

. MEDIDA DE A IACION FACTORES CLINI
BIOMARCADOR ASOCIACION SOCIACIO CTORES C COS

CANDIDATO (regresion logistica) ASOCIADOS

Empeoramient BNP>56,7 ng/L OR: 1,81

BNP basal 0 neurologico (1IC95% 1,14-2,90)
(12,6%)
: BNP>65,35 ng/L OR: 2,28 | Ictus previo, NIHSS
Mortalidad . -
(IC95% 1,19-4,35) basal, ictus hemorragico,
(9,3%)

DM, ACFA




CONCLUSIONES

Biomarcadores en el Diagnostico, Tratamiento y Prondstico del Ictus

—



Diferentes moléculas implicadas en procesos que
subyacen a la isquemia cerebral, como las
relacionadas con la cascada de la coagulacion, la
inflamacion, la apoptosis o el estrés oxidativo, se
asocian con el diagnostico del ictus, la respuesta al
tratamiento fibrinolitico y el prondstico. Sin
embargo, todavia no se ha validado el uso de estas

moléculas en la practica clinica como biomarcadores
del ictus.



La utilizacion de un panel de biomarcadores que
incluya caspasa 3 y dimero D es una prueba util en
el diagnostico de la enfermedad cerebrovascular y
su diferenciacion de otras entidades que simulan un
ictus en las primeras 24 horas tras el inicio de los
sintomas.

La utilizacion de un panel de biomarcadores que
incluya S100B y sRAGE es una prueba util en la
diferenciacion de la naturaleza isquémica o
hemorragica del ictus en las primeras 24 horas v,
especialmente, en las primeras 6 horas tras el inicio
de los sintomas.



La determinacion plasmatica del complejo trombina-
antitrombina (TAT) es una prueba util para valorar la
eficacia del tratamiento fibrinolitico, puesto que el
nivel basal elevado de TAT se asocia de forma
independiente con un mayor grado de recanalizacion
arterial.

La determinacion plasmatica de la proteina C activada
(APC) es una prueba util para valorar la seguridad del
tratamiento fibrinolitico, puesto que el nivel elevado
de APC a las 2 horas tras el inicio del tratamiento se
asocia de forma independiente con la aparicion de
hematomas parenquimatosos y la mortalidad.



La determinacion plasmatica de la osteopontina
(OPN) y del péptido natriurético cerebral (BNP) es
util para valorar el pronostico del ictus. El nivel basal
elevado de OPN se asocia de forma independiente
con el mal pronostico, determinado por una
puntuacion en la escala mRS >2 y el nivel basal
elevado de BNP se asocia de forma independiente
con la mortalidad y el empeoramiento neurologico
del enfermo durante el ingreso.



