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RESUMEN

La hemorragia subaracnoidea aneurismatica (HSAa) aguda es una enfermedad que afecta
a todas las edades, pero fundamentalmente a mujeres jovenes en torno a los 50 afios. Su
impacto individual, familiar y sanitario continGa siendo aun inaceptablemente elevado.
Esto se debe, en parte, al conocimiento parcial de los mecanismos injuriantes y
reparadores que se desencadenan una vez que el aneurisma se rompe y la sangre arterial
se vuelca al espacio subaracnoideo y/o ventricular. La respuesta inmune locorregional y
sistémica tiene, potencialmente, un rol protagénico como uno de los principales
mecanismos en juego desde los primeros minutos (injuria precoz). Su posible rol como
puente o enlace hacia la injuria diferida (vasoespasmo-isquemia) también ha sido
postulado. La respuesta innata ha recibido mayor atencién (investigacion) a la fecha. Sin
embargo, la respuesta inmune adquirida también ha captado el interés neurocientifico en
los Gltimos afios. No menos importante es la interaccion neuro-sistémica que caracteriza
a esta enfermedad como una entidad clinica con un impacto multiorganico precoz. En la
presente tesis exploramos tanto la respuesta inmune innata como adquirida. Hicimos
énfasis en aquellos efectores celulares mas importantes y lo complementamos con el
analisis de las citoquinas relacionadas y aquellas variables clinicas de interés tales como
severidad del sangrado, vasoespasmo, mortalidad y con la técnica seleccionada para el
tratamiento del saco aneurismatico. Los resultados encontrados son originales, en algunos
casos, mientras que otros corroboran hechos ya conocidos, tipicos de la enfermedad. Entre
los mismos destacamos que la muestra de pacientes enrolados padecié una HSAa aguda
grave tanto desde el punto de vista clinico (pobre grado clinico) como tomografico
(abundante sangre volcada al espacio subaracnoideo). En estas condiciones, observamos
una hiperleucocitosis con un aumento de los neutréfilos con un mayor estado de
activacion, particularmente a nivel del LCR. Concomitantemente aumentaron los
monocitos totales y sus subpoblaciones a nivel de la sangre periférica. Por otra parte, tanto
las células dendriticas como Natural Killers disminuyeron a nivel de la sangre periférica.
Particularmente interesante e intrigante resulto ser la objetivacion del predominio en LCR
de la subpoblacion NK CD56brigth CD16-. Con respecto al analisis de los linfocitos y
subpoblaciones, observamos un descenso relativo de los mismos a nivel de la sangre
periférica, pero no a nivel del LCR. Sin duda alguna, entre los hallazgos originales méas

atractivos desde un punto de vista patogénico, se encuentran los referentes a las
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variaciones de las subpoblaciones de células T CD4+ y CD8+ y su mayor estado de
activacion tanto a nivel de la sangre periférica como del LCR. Pero, ademas, detectamos
un disbalance proinflamatorio del eje Th17/Treg (aumento del cociente) tanto a nivel de
la sangre periférica como del LCR. Concomitantemente, la IL-17A aumentd en ambos
compartimentos y su incremento a nivel de la sangre periférica en la etapa precoz se
asocio al desarrollo ulterior de vasoespasmo y mayor mortalidad. Las restantes citoquinas
analizadas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, INFy) también se incrementaron
significativamente tanto a nivel de la sangre periférica como del LCR, pero su incremento
no se asocid estadisticamente con ninguna de las variables clinicas de interés
mencionadas. Con respecto al posible impacto de la estrategia terapéutica seleccionada
para el tratamiento del saco aneurismatico sobre la respuesta inmune precoz y diferida,
encontramos resultados potencialmente opuestos en las subpoblaciones Th1/Th2 a nivel
del LCR, pero sin una asociacion estadisticamente significativa con el perfil de citoquinas

secretadas a dicho nivel.

En suma, hemos demostrado, al igual que diversos investigadores alrededor del
mundo, que la respuesta inmune innata tiene un papel protagdnico en esta patologia.
Ademas, con el estudio del estado de activacién hemos jerarquizado el rol de la respuesta
inmune adaptativa CD4+ y CD8+. Postulamos al disbalance proinflamatorio del eje
Th17/Treg como un potencial jugador patogénico clave y proponemos a la IL-17A como
un prometedor biomarcador precoz de mayor morbimortalidad. Sin duda alguna, nuevas
estrategias de investigacion, experimental y clinica, podran eventualmente, confirmar

nuestros alentadores resultados preliminares comentados.

12



CAPITULO 1. Introduccién

1. Generalidades sobre HSA aneurismatica aguda

1.1 Definicion y epidemiologia

La hemorragia subaracnoidea (HSA) o hemorragia meningea se define por el volcado de
sangre en el espacio subaracnoideo o leptomeningeo. La incidencia anual se encuentra
entre 4-15 casos/100.000 habs./afio y representa alrededor del 5 % de los ataques
cerebrovasculares (ACV)L. A pesar de una incidencia inferior respecto a la patologia
cerebrovascular isquémica, dado que afecta predominantemente a individuos jovenes en
torno a los 55 afios, su impacto en términos econdémicos y sociales es abrumador y mayor
que el ACV isquémico?.

Se trata de una patologia cerebrovascular aguda, grave y devastadora, dado que un
alto porcentaje de pacientes (10-15 %) fallecen antes de recibir asistencia médica, y de
los que logran acceder al sistema de salud, aproximadamente un 25 % fallece en las
primeras 24 horas. La mortalidad dentro de los primeros 30 dias es aproximadamente del
40 %. El impacto en la morbilidad es también elevado, ya que solo el 15-20 % pueden
retornar a una vida normal sin secuelas fisicas o neurocognitivas®. No encontramos datos
epidemioldgicos de nuestro pais de morbimortalidad, a corto y largo plazo, publicados en
revistas arbitradas nacionales o internacionales en los Gltimos 20 afios. El Gnico reporte
que describe datos de complicaciones y mortalidad al alta de la unidad de cuidados
intensivos del Hospital Maciel fue realizado por Grille P. y colaboradores y publicado en
la Revista Médica del Uruguay en 20014,

1.2 Etiologia

La etiologia mas frecuente de una HSA es el traumatismo encefalocraneano (HSA
traumatica). Nosotros haremos referencia a la HSA espontanea no traumatica. La misma,
en un 85 % de los casos es consecuencia de la ruptura de un aneurisma intracraneano
(HSA aneurismatica - HSAa)°.
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Los aneurismas cerebrales se desarrollan en zonas debilitadas y/o sometidas a estrés
hemodinamico de la pared de una arteria cerebral®®. Su méas temida complicacion
constituye su ruptura y HSA resultante. En funcion de su morfologia, hay distintos tipos
de aneurismas intracraneanos: 1) saculares (tema de nuestro proyecto): forma globular,
cuello y domo definidos y 2) fusiformes, menos comunes, que adoptan una forma circular
y carecen de cuello y domo. La localizacion mas comun es la circulacion cerebral anterior
o carotidea (80-90 %), en las bifurcaciones (zonas de mayor estrés hemodinamico). Las
localizaciones mas frecuentes son en la union de la arteria carotida interna (ACI) - arteria
comunicante posterior (ACoP) (38 %) y en la arteria comunicante anterior (ACoA) (36
%). El restante 20 % se localiza en la bifurcacion o trifurcacion de la arteria cerebral
media (ACM). Finalmente, un 10-20 % tiene su origen en la circulacion posterior, con
mayor frecuencia en la bifurcacion de la arteria basilar (AB) y la arteria cerebelosa
posteroinferior (ACPI)".

La HSA espontanea puede tener su origen etioldgico (no aneurismatico) en otras
patologias (10-20 %): malformaciones arteriovenosas (MAVS), extension de un
hematoma intraparenquimatoso, hemorragia de origen tumoral, diseccion arterial,
aneurismas micéticos, abuso de drogas (usualmente cocaina), trastornos de la
coagulacion, trombosis venosa cerebral y vasculitis del sistema nervioso central.
Finalmente, en aproximadamente 15-20 % no se encuentra la causa del sangrado,
constituyendo este grupo la HSA peri-mesencefalica; su origen es desconocido, pero se
plantea un sangrado venoso. Su diagndstico se apoya en una o dos arteriografias negativas

para aneurismas®?®.

1.3 Factores de riesgo

La patogenia de los aneurismas saculares es compleja y multifactorial. Se producen por
una debilidad de la pared arterial. Esa debilidad puede deberse a defectos congénitos
estructurales, hereditarios, con trastorno de los tejidos conjuntivos, a variedades
anatomicas que hacen que exista un flujo anormalmente alto en un punto determinado
(habitualmente se producen en las bifurcaciones o en los origenes de las divisiones de un
tronco principal) y a factores ambientales o tdxicos (tabaco, cocaina). El estrés
hemodindmico sobre la pared arterial genera desgaste de la lamina elastica interna, razén

por la que los aneurismas son mas frecuentes en los vasos intracraneanos que en los
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extracraneanos, dado que, en los primeros, la tinica media se encuentra adelgazada y no
existe la lamina elastica externa®®19,

En patologias especificas como el sindrome de Ehlers-Danlos y la poliquistosis renal,
entre otros, el rol de los factores genéticos es preponderante. EI mecanismo por el cual
las enfermedades del tejido conectivo predisponen a la formacion y crecimiento de los
aneurismas esta en relacion con una debilidad de la pared vascular. En la poliquistosis
renal, la hipertension puede contribuir con la formacién y crecimiento de los aneurismas
(en general maltiples)23,

Adicionalmente, es conocida la mayor predisposicion familiar (de primer grado
especialmente) aun en ausencia de un sindrome hereditario. La existencia de dos 0 més
familiares de primer grado portadores de aneurismas intracraneanos obliga al screening
de todos los miembros de la familia (OR50). En caso de un solo miembro portador de
aneurismas (OR 2), el screening es controvertido y no es practica habitual realizarlo*.

Otros factores de riesgo importantes incluyen: tabaquismo, hipertension arterial,

consumo de drogas, deficiencia de estrogenos®>*’.

1.4. Manifestaciones clinicas

1.4.1 Breve resefia de la fisiopatologia clinica

Cuando se produce la ruptura aneurismatica, irrumpe sangre arterializada a alta presion
en el espacio subaracnoideo, lo que provoca un aumento brusco del volumen intracraneal.
La velocidad de instalacion de esta entidad es tan répida que no permite una
compensacion eficaz, por lo que rapidamente sobreviene una elevacion brusca de la
presion intracraneana (PIC). La hipertension intracraneana (HIC) puede acercarse o
igualar a los valores de presion arterial media (PAM) con la consiguiente caida de la
presion de perfusion cerebral (PPC) hasta valores cercanos a cero; esta caida de la PPC
equivale a una «detencion circulatoria cerebral» (isquemia global — similar al paro
cardiorrespiratorio), la cual puede deparar efectos deletéreos sobre el encéfalo
(secundarios a la isquemia global) pero puede, a la vez, facilitar la detencion del sangrado
(debido a la anulacién de la presion transaneurismatica). Esta, seguida por una respuesta

de los mecanismos compensadores cerebrales con hipertension arterial, puede restablecer
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la hemodindmica cerebral, mecanismo por el que el paciente logra sobrevivir al

sangrado?®.

1.4.2 Sintomatologia

Los signos y sintomas aparecen de forma brusca en un individuo sin alteraciones
neuroldgicas previas. La cefalea se describe como una sensacion de estallido (si aun
mantiene lucidez, el paciente cuenta que algo se rompié o raj6 dentro de su cabeza, y no
tiene duda de que ha sufrido la peor cefalea de su vida). Posteriormente, con frecuencia
refiere nucalgia y fotofobia-acusofobia. Frecuentemente se acompafia de nauseas y
vomitos. Esta cefalea puede ir acompafiada de alteraciones de la vigilia-conciencia, desde
un cuadro confusional agudo hasta el coma profundo. Aproximadamente en la mitad de
los casos existe una pérdida transitoria de la conciencia al inicio del cuadro (sincope).
Puede asociar alteraciones de los nervios craneales u otra focalidad neurolégica sensitivo-
motora (cuando el sangrado se extiende al parénquima cerebral). En ocasiones, el paciente
o familiar recuerda en los dias previos una cefalea inusual, no presente previamente, leve
a moderada, que se denomina «cefalea centinela» y marca el sufrimiento aneurismatico
(epistaxis cerebral). En el sector meningeo la rigidez de nuca reafirma el planteo clinico;
sin embargo, en pacientes en coma profundo, la rigidez puede faltar. Las crisis epilépticas
no son infrecuentes y se reportan frecuencias variables de presentacion que van desde 4
a 30 %3,19,20.

Para la valoracion de la gravedad clinica, hoy dia las escalas mas ampliamente
difundidas son la de Hunt y Hess (H&H) y la propuesta por la Federacion Mundial de

Neurocirujanos (WFNS), basadas en la escala de coma de Glasgow (GCS)>?! (Anexo 1).

1.5 Diagnostico del sangrado subaracnoideo y del saco

aneurismatico

El diagndstico de HSA se establece sobre la base de un cuadro clinico compatible, junto
a la demostracion de la presencia de sangre en el espacio subaracnoideo.
El estudio de eleccion es la tomografia computada (TC) simple de craneo, cuya

sensibilidad se encuentra entre el 98 y el 100 % en las primeras 24 horas, disminuyendo
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paulatinamente en los dias subsiguientes a medida que la sangre se va lisando y se vuelve
isodensa con el parénquima cerebral. A los tres dias, la sensibilidad baja a 80 %, a los
cinco diasa 70 %, a la semana a 50 % y a las dos semanas a 30 %. Teniendo en cuenta la
distribucion y la cantidad de sangre volcada al espacio subaracnoideo y sistema
ventricular en la TC, se puede clasificar la HSA segun la escala de Fisher??. La puncion
lumbar se reserva para pacientes cuya presentacion clinica evoque una HSA y cuya TC
craneal sea negativa, dudosa o técnicamente inadecuada 32324,

El segundo aspecto a tener en cuenta, cuando se ha diagnosticado una HSA, es el
origen de misma. Para la deteccion de un aneurisma intracraneano, el estudio de eleccion
es la angiografia con sustraccién digital (Digital Subtraction Angiography- DSA) que
tiene una sensibilidad y especificidad cercanas al 100 %. Sin embargo, ultimamente, la
angio-tomografia (angioTC) ha ganado terreno en este d&mbito diagndstico, dada su
amplia disponibilidad. La misma cuenta con una sensibilidad diagndstica global de 70 %,

siendo su punto débil los aneurismas menores a 5 mm (sensibilidad 57 %)>2°,

1.6 Manejo actual

A continuacion, describimos en forma resumida los principales lineamientos terapéuticos

actuales recomendados por las principales sociedades cientificas del mundo®2627,

1.6.1 Obijetivos terapéuticos y medidas generales

Los objetivos terapéuticos en un paciente que presenta una HSA son: estabilizacion y
medidas generales, tratamiento precoz (quirurgico o endovascular) del saco
aneurismatico con la finalidad de prevenir el resangrado, prevencién de las
complicaciones e inicio precoz de la rehabilitacion neurocognitiva y motora.
Estabilizacion del paciente: La HSAa es una emergencia y el manejo se rige por los
principios basicos del A-B-C-D. A: asegurar una via aérea permeable y considerar la
necesidad de intubacién orotraqueal. B: Asegurar una adecuada ventilacion pulmonar
simétrica. C: Asegurar una adecuada hemodinamia sistémica: D: abordaje y resolucién

del compromiso neuroldgico-neurodeterioro.
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Medidas generales: Estas incluyen reposo fisico y psiquico, analgesia, hidrataciéon y
fluidoterapia (euvolémica), control de la glicemia, control térmico, asegurar
disponibilidad de oxigeno optimizando el nivel de hemoglobina (Hb) en torno a 10gr/dL
y una Presién arterial de oxigeno (PaO2) entrono a 150 mmHg.

En centros donde se monitoriza la presién tisular de O cerebral (PbtO.) y/o emplean
microdialisis cerebral (MDC), que permite monitorear lactato (L), piruvato (P), cociente
L/Py glucosa a nivel del parénquima cerebral (entre otras sustancias), los niveles de Hb
(restringir las transfusiones de glébulos rojos) y PaO2 pueden ajustarse a este monitoreo

e individualizarse paciente a paciente?-:%,

Profilaxis de las complicaciones mas frecuentes

Se realiza prevencion de la enfermedad tromboembdlica venosa mediante compresion
neumatica intermitente de miembros inferiores y, luego de la exclusion del aneurisma
eventual, con el uso de heparina de bajo peso molecular.

Se realiza profilaxis de isquemia diferida con Nimodipina enteral a 60 mg cada 4
horas hasta completar 21 dias (desde el sangrado). Este ha sido el Unico farmaco que ha
demostrado utilidad, dado que mejora los resultados clinicos. La Nimodipina disminuye
de forma estadisticamente significativa la isquemia diferida. Su eficacia, cuando se
administra por via intravenosa, no esta bien establecida y puede producir hipotension
arterial. Si bien su mecanismo de accién no ha sido aun completamente dilucidado,
sabemos que con la dosis enteral mencionada no es capaz de revertir el vasoespasmo. Por
lo tanto, se especula con otras hipoétesis, planteandose un posible efecto neuroprotector
sobre las células isquémicas, mediado por la disminucion del influjo de calcio al espacio
intracelular.

En pacientes graves, en nuestro centro, en el cual no contamos con
electroencefalograma (EEG) continuo (mas alla de 24 horas), se realiza profilaxis de las
crisis epilépticas precoces. Se indica levetiracetam por 5 a 7 dias.

Finalmente, se indica profilaxis de las Ulceras de estrés en base al uso de nutricion
enteral precoz e inhibidores de la bomba de protones (ej. omeprazol) o antagonistas de

los receptores Ho de la histamina (gj. ranitidina).
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1.6.2 Farmacos que han sido estudiados con la finalidad de modular las

cascadas injuriantes

Entre las principales vias injuriantes planteadas en este escenario destacamos:

1.
2.

o g~ w

8.
9.

Modelo de isquemia global e injuria por reperfusion;

Rol del grupo hemo eritrocitario. Haptoglobina, Hemopexina, Hemo-oxigenasal.
Rol de los productos oxidados de la bilirrubina;

Oxido nitrico;

Estrés oxidativo-Radicales Libres;

Endotelina-1;

Disfuncion microcirculatoria y microtrombosis distal: rol de las arteriolas y la
microcirculacion;

Glutamato-Excitotoxicidad;

Hipomagnesemia;

Despolarizacién cortical propagada;

10. Edema cerebral;

11. Apoptosis;

12. Respuesta inmune locorregional y sistémica.

En las dltimas décadas, se ha hecho un gran esfuerzo para tratar de modular la/s via/s

mencionadas. Y aun cuando los resultados clinicos no han mejorado todo lo que se

esperaba, nuevos lineamientos de investigacion han surgido. Entre estos se destaca,

enmarcado dentro del concepto de Injuria Encefalica Precoz (que analizaremos en

profundidad mas adelante), la respuesta inmune locorregional/neuroinflamacion.

En la Tabla 1 mencionamos algunos farmacos que, apoyados en resultados

alentadores en investigacion experimental, se ensayaron en proyectos de investigacion

clinica y, lamentablemente, no lograron reproducir los resultados favorables.
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Farmaco

Estatinas

Sulfato

Magnesio

Clazosentan

Fasudil

Tirilazad

Nicaraven

de

y

Mecanismo de accion buscado
Anti-inflamatorio, antiagregante,
antioxidante y vasomotor

Vasodilatador y neuroprotector

Antagonistas del receptor de la
endotelina (inhibidor selectivo del
receptor de endotelina — 1).

vasodilatador cerebral anti-

inflamatorio

Antioxidantes, anti-radicales libres

End-points evaluados
isquemia — infarto diferido,
morbimortalidad, seguridad y
complicaciones de las drogas

Isquemia-infarto diferido,
morbimortalidad, seguridad y

complicaciones de las drogas

Vasoespasmo angiografico y clinico,
seguridad y complicaciones de las

drogas

Vasoespasmo, déficit motor,
hidrocefalia, convulsiones, seguridad

y complicaciones de las drogas

Muerte, déficits neuroldgicos,
isquemia diferida (vasoespasmo),
infarto, seguridad y complicaciones

de las drogas

20

Resultado

Sin mejorias

Sin mejorias

Sin mejorias

Mejora déficit motor

Sin mejorias

Observaciones
Existen estudios clinicos entre los
cuales ha participado el CTI del
Hospital de Clinicas y varios

metaanalisis.

Estudio fase Il Intravenous
Magnesium sulphate for
Aneurysmal Subarachnoid

Hemorrhage (IMASH) y varios
metaanalisis
Estudios CONSCIOUS-1,
CONSCIOUS-2 y CONSCIOUS-3

y varios metaanalisis

Sugerido por las guias clinicas en
Jap6n. Hay estudios en curso para

confirmar estos resultados.

Referencias
29-32

33,34

35-39

40-43

44-46



Eritropoyetina Efectos neuroprotectores-

reparadores, antiinflamatorios
Cilostazol Antiagregante y vasodilatador.
Inhibicién selectiva de la
fosfodiesterasa I11, elevando los
niveles de monofosfato de adenosina
ciclico.

Enoxaparina Antiinflamatorio

Metilprednisolona Esteroide con efecto predominante
mineralocorticoide. Anti-

inflamatorio.

Isquemia-infarto diferido,
morbimortalidad, seguridad y
complicaciones de las drogas

Isquemia-infarto diferido,
morbimortalidad, seguridad y
complicaciones de las drogas

isquemia-infarto diferido,

morbimortalidad, seguridad

isquemia-infarto diferido,
morbimortalidad, seguridad y
complicaciones de las drogas

Sin mejorias

Reduccion de
vasoespasmo sintomatico
y mejoria de resultados
neurolégicos. No existio
aumento de sangrado
Menores tasas de
vasoespasmo e
hidrocefalia.
Escasa mejoria de
pronostico funcional no
atribuible a mejoria de

vasoespasmo

Es necesario contar con resultados
de estudios con mayor n de
pacientes y multicéntrico para

confirmar resultados preliminares.

Bajo n de pacientes; se requieren

mas estudios

Se requieren mas estudios para
corroborar este efecto.

Tabla 1. Principales farmacos testeados a la fecha en investigacion experimental y/o clinica cuyos resultados no tuvieron el impacto beneficioso buscad
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1.6.3 Farmacos por via cisternal

Con esta via directa al espacio subaracnoideo se accede al lugar donde ocurren gran parte
de las cascadas injuriantes que se gatillan inmediatamente posterior al sangrado, y desde
ese lugar promueven la injuria encefalica precoz y diferida. Por otra parte,
concomitantemente, se evitan los posibles efectos sistémicos deletéreos que pueden
ocurrir con la administracion intravenosa sistémica de los farmacos potencialmente
beneficiosos. Sin embargo, puede favorecer las complicaciones infecciosas locales, dado
que se debe manipular (infundir), a través de catéteres a dicho nivel (meningitis). A lo
largo de los afios, fundamentalmente drogas tromboliticas (alteplase o uroquinasa) o
vasodilatadoras (calcio-antagonistas, incluido el sulfato de magnesio, el nitroprusiato de
sodio, la milrrinona, entre otros), con diferentes objetivos, han sido testeadas. Los
primeros, con la finalidad de facilitar el clearence del LCR (sanguinolento) vy, los
segundos, para contrarrestar el componente reversible-espastico del estrechamiento de la
luz arterial (vasoespasmo) que ocurre, tipicamente, a nivel del poligono de Willis o sus
ramas proximales®’%,

Con este fundamento, por afios se ha implementado en Japon la terapia de lavado
cisternal (cisternal washing therapy). La misma implica la administracion de
tromboliticos locales (uroquinasa) y la aplicacion de movimientos alternantes de la
cabeza (head-shaking method), bajo estricto monitoreo de la presion intracraneana. Los
movimientos se ejercen a través de un dispositivo disefiado especificamente para ese fin
(Neuroshaker, disponible comercialmente). Se realizan movimientos lentos, suaves y
constantes (ej. 1 ciclo/segundo) de la cabeza, por periodos mas 0 menos prolongados que
alternan con periodos de quietud. Posteriormente, se «lava» (drena) el LCR
sanguinolento. Con este protocolo, Kawamoto y colaboradores reportaron interesantes
resultados que comprenden la disminucién del vasoespasmo, la isquemia diferida y
mejores resultados funcionales, especialmente en los pacientes con clinica de severidad
(H&H 1V) y abundante sangre subaracnoidea (Fisher 3). Sin embargo, existe riesgo
hemorragico por el trombolitico intracisternal (hasta 70 % en otras series con rTPA) vy,
por los movimientos de la cabeza, se reporté edema cerebral. De forma tal que la
seguridad de la terapia combinada mencionada aun no esta probada, hecho que ha

detenido su uso extendido®°,
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Ademas, otros farmacos han sido explorados, principalmente vasodilatadores
arteriales como los calcio-antagonistas: la nicardipina, la nimodipina y el verapamilo. La
nicardipina se teste6 en un estudio aleatorizado, doble ciego, fase Il. A un grupo de
pacientes con HSAa grave se les colocd implantes de liberacion prolongada de
nicardipina en la vecindad de las cisternas basales en el momento del clipado quirurgico.
El grupo con nicardipina presentd menor incidencia de vasoespasmo angiografico (7
frente a 73 % en controles) y de isquemia diferida en TC craneal (14 frente a 47 %). De
igual manera, se observéd una mejor evolucién funcional medida con la escala de Rankin
modificada, mejor situacion clinica en funcién de la escala NIHSS, y una menor
mortalidad (38 frente a 6 %). Sin embargo, a pesar de esta serie de beneficios referidos,
en un nuevo estudio realizado por los mismos autores en el que se analizé la calidad de
vida de los pacientes un afio después de la HSA, no se aprecio que esta fuera mejor en el
grupo tratado con nicardipina, estando mas relacionada con la gravedad de la propia
hemorragia. Mas estudios son necesarios para poder definir mejor el lugar de los
implantes cisternales liberadores de farmacos vasodilatadores en este escenario. Podra
ser, ademas, en combinacion con farmacos fibrinoliticos que aseguren una adecuada
circulacion del LCR51:62,

1.6.4 Medidas terapéuticas no farmacoldgicas. Drenaje lumbar continuo y

controlado

El objetivo primario es «lavar» el LCR sanguinolento, que contiene a los principales
mediadores humorales y celulares responsables de la injuria encefalica precoz y diferida
(que incluye al vasoespasmo)®.

Recientemente, basado en los resultados positivos de estudios realizados con drenaje
lumbar para la profilaxis del vasoespasmo e isquemia diferida (morbilidad), se opta por
la colocacion (tunelizada) sistematica en pacientes con HSAa con una escala de Fisher 3-
4 fundamentalmente. En el Hospital Universitario, el drenaje permanece abierto con la
finalidad de extraer LCR a un ritmo entre 5-10 mL/hora. Concomitantemente se realiza
un estricto monitoreo clinico-tomografico de la herniacion descendente. Entre el 3° y el
7° dia se lo retira. La complicacion infecciosa, claramente menor que para los catéteres
ventriculares, no resulta clinicamente relevante (estadisticamente no significativa). Los

resultados sobre la mortalidad son menos convincentes®-57.
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1.6.5 Tratamiento precoz del saco aneurismatico

El objetivo final del tratamiento del saco aneurismatico es lograr, con su oclusion,
excluirlo de la circulacion cerebral conservando la arteria que le dio origen y la
circulacién distal a la misma. Con esta medida se previene el resangrado que muchas
veces resulta mortal o agrega mayor morbilidad. Adicionalmente, se accede a una
situacion de mayor seguridad para afrontar la siguiente etapa de riesgo potencial de
desarrollo de vasoespasmo cerebral®2°,

La cirugia ha sido por afios el pilar del tratamiento. Sin embargo, las técnicas
endovasculares han tomado cada vez mayor importancia. La introduccién a principios de
los afios 90 de las técnicas endovasculares para tratamiento de los aneurismas con coils
(de platino), y su perfeccionamiento a lo largo de estos afios, ha significado un avance en
esta area. Hoy en dia, aunque el debate continda («coil vs clips»), es claro que existen
pacientes candidatos, de eleccién, a una técnica y a otra. Para algunos expertos, si el
aneurisma es pasible de tratamiento endovascular, esta deberia ser la técnica empleada.
Para otros, esto no se cumple. Y la evidencia no ha terminado de dilucidar esta
controversia®®®°,

En términos generales, el tratamiento endovascular no esta indicado o sus resultados
son inferiores en aneurismas con cuello ancho (se define cuello ancho aquel mayor de 4
mm o bien una relacion entre el cuello y el diametro del saco mayor a 2); concomitancia
lesional con hematomas intraparenquimatosos que requieran evacuacion quirdrgica
urgente; aneurismas gigantes (>25 mm) y grandes de facil acceso neuroquirdrgico en
circulacion anterior, aneurismas de la ACM y aneurismas menores de 2 mm 3,

Las indicaciones principales del tratamiento endovascular son, por lo tanto: dificultad
quirdrgica y aneurismas complejos con alto riesgo quirdrgico, pobre grado clinico
neurolégico (H&H 1V-V), labil estabilidad clinica general (sistémica), aneurismas de
circulacién posterior, vasoespasmo al momento del tratamiento del saco y rechazo de la
neurocirugia®®®°,

En cuanto al «timing» del tratamiento, el mejor momento es en las primeras 24-48
horas tras el sangrado, pero remarcamos que debe ser tan precoz como sea posible. La
controversia aparece en el caso de los pacientes que ingresan con pobre situacion
neurolégica (H&H 1V-V); hoy en dia se recomienda un manejo agresivo inicial, en contra

de las series antiguas (décadas atras, sin el conocimiento y la disponibilidad de las
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unidades de neuro-intensivismo actuales) que preconizaban el manejo conservador, ya
que se ha demostrado una mejor evolucion final, con una buena recuperacién o

discapacidad leve en un 20-40 % de los pacientes tratados de este modo?®7°.

Impacto de la estrateqgia terapéutica seleccionada para el tratamiento del

aneurisma cerebral sobre la respuesta inmune en HSAa

Por el momento, desconocemos si la estrategia terapéutica seleccionada para el
tratamiento del aneurisma impacta o no sobre la respuesta inmune gatillada por la
propia noxa encefalica. Por lo tanto, este punto no se tiene en cuenta al momento de
seleccionar una u otra opcion terapéutica. Sin embargo, indirectamente existen dos
situaciones en los cuales el equipo médico-quirdrgico, sin mencionar abiertamente a la
respuesta inmune locorregional (neuroinflamacion) y sistémica en la toma de las mejores
decisiones para un paciente individual, pone en consideracion aspectos claramente
relacionados con la misma:

e los pacientes méas graves e inestables desde el punto de vista neurolégico y
sistémico seran candidatos a la técnica menos invasiva. Se presume que la
neuroanestesia y la neurocirugia (abierta-clipado aneurismatico) configuran
un mayor estrés quirirgico?® 72,

e |os pacientes que se presentan con vasoespasmo al momento de la consulta
seran candidatos al tratamiento endovascular (coiling aneurismético). Una vez
mas, se asume que la neurocirugia (clips) conlleva mayor trauma quirdrgico
y, por lo tanto, conlleva mayor riesgo de infarto cerebral debido a la
agravacion del vasoespasmo?®/1:72,

De encontrarse diferencias, quiza una determinada opcion terapéutica futura

(inmunomoduladora) podria aplicar a un caso y no a otro.

1.7 Complicaciones

Luego de una HSAa, ocurren numerosas complicaciones que se pueden clasificar en
neurolodgicas y extraneuroldgicas. Dentro de las primeras se encuentran, clasicamente, el

vasoespasmo, el resangrado y la hidrocefalia. Entre las extraneuroldgicas se destacan la
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cardiopatia catocolaminérgica y las disnatremias. Dado que la complicacion estudiada en
la presente tesis en relacion con la respuesta inmune es el vasoespasmo, realizaremos

algunas precisiones con respecto al mismo.

1.7.1 Vasoespasmo e isquemia diferida

El vasoespasmo se define por el estrechamiento de la luz (mayor a 25 %) de las arterias
intracraneales. Por lo tanto, se diagnostica con una arteriografia con sustraccion digital
(DSA), angioTC o angioRM. También se acepta el diagndstico sonogréfico, y
recientemente el empleo de la TC de perfusion (P-CT)"* .

Ocurre a nivel de las principales ramas del poligono de Willis. Se relaciona con la
cantidad de sangre volcada al espacio subaracnoideo, por lo que numerosas escalas se han
disefiado para valorar su riesgo. Entre ellas destacamos la escala de Fisher, Fisher
modificada y la de Hijdra?>"8,

Se trata de un evento fisiopatologico «tardio, o0 mejor dicho diferido» que aparece
entre el 4° y el 14° dia (hasta el dia 21), con un pico de incidencia al 7° dia (injuria
encefélica diferida, para diferenciarla de la injuria encefélica precoz). Su frecuencia varia
segun el método diagnoéstico seleccionado para su estudio. El vasoespasmo angiografico
tiene una frecuencia de 60-70 %, el detectado mediante doppler transcraneano del 50-60
%, y el sintomatico de 20 a 30 %. En este ultimo caso, la isquemia-infarto cerebral ocurren
como consecuencia directa del vasoespasmo’376.7",

Como mencionamos previamente, la cantidad de sangre y su distribucién se
relacionan con la localizacién y la gravedad del vasoespasmo. Asi, y segun la
clasificacion de Fisher, el grado 3 es el que presenta con mayor frecuencia y gravedad
esta complicacién, con una mayor incidencia de déficits isquémicos. Para los grados 11 'y
IV la frecuencia es intermedia y, finalmente, baja para el grado I. Otros factores que
aumentan el riesgo son la edad (jovenes), la mala situacion neurolédgica (H&H IV - V),
la hiperglucemia y el tabaquismo y su abstinencia®>"%5L,

El desarrollo de un nuevo déficit focal (diferido, no presente previamente), no
explicable por la hidrocefalia o el re-sangrado, es el primer potencial sintoma objetivo de
vasoespasmo. Por otra parte, el vasoespasmo puede aparecer sin sintomas (focales)

evidentes en pacientes comatosos y ser causa de isquemia e infarto cerebral. Por ello, la
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sospecha debe ser mayor en pacientes con pobre grado clinico (H&H 1V-V); ademas,
estos pacientes tienen mas riesgo de presentar vasoespasmo®284,

Clinicamente su manifestacion depende del territorio encefalico comprometido
(nuevo sindrome focal neurolégico), pero también se sospecha su desarrollo ante
aumentos inexplicables de la presion arterial y/o la aparicion de trastornos
hidroelectroliticos, principalmente la instalacion de una poliuria inapropiada con o sin
hiponatremia acompafiante (al inicio), clasicamente un Cerebro Perdedor de Sal (CPS).
Con cierta frecuencia se acompafia de hipertermia/fiebre con biomarcadores infecciosos
bajos (ej. procalcitonina). Generalmente es de comienzo gradual y a veces fluctuante, y
suele durar algunos dias. Dentro de los estudios complementarios mencionados, el DTC
es util como método de screening, especialmente cuando se hace desde las primeras 48
horas con seguimiento posterior cada 24-48 horas. En pacientes con un doppler
compatible, es usual continuar con una TC con angiografia y perfusion. Esta ultima nos
permite evaluar el parénquima cerebral y mostrarnos un area con isquemia reversible (no
infartada), atin con una TC simple normal™>76%°,

En cuanto al tratamiento del vasoespasmo que genera isquemia y nuevo déficit
neurolégico y/o &rea de isquemia reversible en la tomografia/resonancia, radica en dos
posibles medidas principales: 1) hipertension arterial euvolémica inducida y 2) abordaje
endovascular del vaso culpable: infusion intra-arterial de vasodilatadores o terapia
mecanica mediante angioplastia con balon®86-8,

Aclaramos que el vasoespasmo radiolégico (la mayoria), que no genera isquemia
(evidenciable por la clinica y/o imagenologia y/o por el neuromonitoreo en pacientes en

coma) no requiere tratamiento especifico®.

1.8 Prondstico

La mortalidad de los pacientes con HSAa que llegan al hospital es de 20-40 % a los 6
meses y un porcentaje en torno al 15-25 % queda con secuelas neurocognitivas y
psicologicas graves>209L,

Existen diversos factores que influyen en el pronostico final, destacando la gravedad
del sangrado inicial y la edad avanzada. En torno al 20-40 % de los pacientes ingresan
con un pobre grado clinico definido por los subgrupos V-V en las escalas de H&H y la

escala de la WFNS. El manejo de este subgrupo de pacientes es controvertido, ya que el
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tratamiento quirdrgico se asocia con una elevada mortalidad situada en torno al 60 %,
pero también ha quedado claro que sin tratamiento el 90 % fallece. Por lo tanto, aun
cuando se recomienda evaluar caso a caso, el concepto general que hoy prima entre los
expertos, es ofrecer tratamiento completo inicial (2°-4° dia) y revalorar®,

Los factores relacionados con la localizacion y morfologia del aneurisma responsable
del sangrado y que influyen en el pronostico son: el tamarfio y morfologia del aneurisma,
asi como su localizacién, de tal forma que los aneurismas de circulacion posterior
conllevan un peor prondstico®.

Como hemos mencionado previamente, la introduccion de la neurorradiologia
intervencionista y su constante perfeccionamiento ha significado un gran avance en esta
area. Por lo tanto, otro factor que impacta en el pronostico es la disponibilidad y

accesibilidad a estas técnicas en tiempo y forma®.

2. Fisiopatologia de la HSAa aguda. Injuria encefélica

precoz e injuria encefalica diferida

A continuacion, haremos hincapié en los eventos fisiopatologicos y patogénicos que
ocurren una vez que el saco aneurismatico se rompe y la sangre arterializada se vuelca al
espacio subaracnoideo (HSA propiamente dicha). No profundizaremos en la patologia
del aneurisma sacular propiamente dicho (origen y crecimiento).

Desde hace décadas, la Hb liberada con la lisis de los globulos rojos (hemolisis),
fundamentalmente oxigenada, es aceptada como unos los agentes principales
responsables del inicio de algunas de las cascadas injuriantes post-sangrado®’. Ademas,
sabemos que el riesgo de vasoespasmo-isquemia diferida se relacionada
significativamente con la cantidad de sangre derramada al espacio subaracnoideo (medido

por varias escalas tomograficas: Fisher, Fisher modificada, Hijdra)"8%8°,

Durante afios, convencidos del rol mayor del vasoespasmo como causante de los pobres
resultados clinicos comentados previamente, mucho se investigd y aprendi6 alrededor del
mundo sobre el mismo. A tal punto, que otros procesos injuriantes fueron «olvidados o

descuidados»19%10%,
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Sin embargo, ese mejor entendimiento fisiopatoldgico, con una vision casi univoca
de la injuria postsangrado, no se acompafio de una mejoria significativa de los pacientes.
Incluso se descubrieron farmacos o medidas (mecéanicas) capaces de revertir o disminuir
la incidencia o severidad del vasoespasmo (ya mencionados), pero los resultados clinicos

no mejoraron de forma paralela.

Con este panorama, en la Gltima década, investigadores como Zhang y col., han planteado

la necesidad de redireccionar nuestra mira hacia eventos que ocurren antes del

vasoespasmo, es decir, en las primeras 72 horas®.

Actores celulares, humorales y genético-moleculares estan involucrados en este
proceso injuriante llamado «injuria encefalica precoz» (IEP) o early brain injury (EBI).
Del mismo participan no solo estructuras propias del SNC (neuronas, glia, BHE), sino
que existe una fuerte interaccion con actores sistémicos®31%4,

Seguidamente, analizaremos algunas de las principales vias injuriantes planteadas
y haremos énfasis en la respuesta inmune locorregional y sistémica como uno de los
principales mecanismos involucrados en la IEP y diferida o delayed brain injury
(DBI) (a partir del 4° dia de evolucién).

1. Modelo de isquemia global e injuria por reperfusion

2. Rol del grupo hemo eritrocitario. Haptoglobina, Hemopexina, Hemo-oxigenasal.
Rol de los productos oxidados de la bilirrubina
Oxido nitrico
Estrés oxidativo — Radicales Libres

Endotelina - 1

o 0 > w

Disfuncion microcirculatoria y microtrombosis distal: rol de las arteriolas y la
microcirculacion

7. Glutamato — Excitotoxicidad

8. Despolarizacion cortical propagada

9. Edema cerebral

10. La respuesta inmune locorregional y sistémica se analizaran en el proximo

capitulo
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Es valido aclarar que, si bien con fines practicos la division de los diferentes actores
y sus vias de sefializacion injuriantes («cuesta abajo y cuesta arriba») y/o reparadoras es
esclarecedora, la realidad dista radicalmente de este planteamiento. Nos referimos a que,
entre todas, se teje una marafia de redes, fuertemente relacionadas unas con otras (en
mayor o menor media), de la cual surge un balance bioldgico (microambiente) injuriante
o reparador preponderante. Es la pérdida del balance-equilibrio interno, en cada una de
las vias mencionadas (ej. estrés oxidativo vs antioxidantes, o proinflamatorio vs
antiinflamatorio, etcétera) que se transmite (interactia) hacia otra relacionada
funcionalmente, y asi el efecto se propaga o interrumpe segun el nuevo estado bioldgico

(microambiente) resultante de esta nueva interaccion.

2.1 Modelo de isquemia global e injuria por reperfusion

El prototipo de injuria encefélica aguda donde ocurre isquemia global con posterior
reperfusion es la injuria anoxo-isquémica post paro cardiorrespiratorio (PCR) reanimado
con éxito. Este modelo plantea que la lesion/injuria neuroglial/endotelial (BHE) ocurre
en ambas fases («a two-hit model»), es decir, durante la isquemia, cuando no existe
circulacion efectiva, pero también durante la reperfusion, una vez restablecido el
FSC%:106 Con diferencias, fendmenos similares pueden ocurrir, con una magnitud
variable, cuando el aneurisma cerebral se rompe. La rotura del aneurisma con el
consiguiente volcado de sangre a nivel del espacio subaracnoideo, con una presion similar
a la presion arterial, genera un aumento de la PI1C con caida de la PPC (no ocurre aumento
de la PIC post PCR), resultando en una isquemia global (similar al PCR),
Habitualmente, la traduccion clinica de estos hechos queda marcada cuando el paciente
sufre, junto a la cefalea o inmediatamente después o incluso sin percibirla, un sincope!®,
Si la hemodinamia intracraneana se restablece, el paciente recupera la vigilia y la
conciencia en mayor o menor grado (ej. puede recuperarse lucido o confuso u
obnubilado). Por el contrario, si persiste con PIC elevada, la recuperacion de la vigilia
puede no ocurrir y el paciente permanece estuporoso o en coma (de diferente
profundidad), evidenciandose en la TC de craneo edema cerebral difuso (o
swelling)!%®11% Finalmente, en caso de sangrados masivos, el resultado final es la muerte

(subita, prehospitalaria)*'t*2,
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La TC, pero particularmente la RM (mas sensible), puede poner en evidencia estos
hechos fisiopatoldgicos mencionados al marcar areas de hipoperfusion-isquemia-infartos
precoces (primeras 72 horas) en territorios limitrofes («watershed cerebral infarction»),
entre arterias cerebrales, de la circulacion encefalical!3114,

La reperfusion, muchas veces hiperoxica (frecuentemente con un componente
iatrogénico vinculado a la fraccion inspirada de oxigeno elevada seleccionada por el
intensvista), es gradual (diferente al post PCR, donde es instantanea) e implica estrés
oxidativo y reduccion del 6xido nitrico (NO) con la consiguiente preponderancia de la
vasoconstriccion y mayor riesgo de isquemia precoz y diferida'*>!é, Concomitantemente

se genera un microambiente proinflamatorio (que analizaremos)*’.

2.2 Rol del grupo hemo eritrocitario. Haptoglobina, Hemopexina,

Hemo-oxigenasal. Rol de los productos oxidados de la bilirrubina

En condiciones normales, la Hb confinada al globulo rojo (GR) se auto-oxida lentamente
y genera metaHb y especies reactivas de O2 (ERO), primariamente anién superoxido. Sin
embargo, el GR dispone de un sistema antioxidante capaz de reducir la Hb oxidada y
neutralizar las ERO8-1%0,

En pacientes con sangrado subaracnoideo, la cantidad de moléculas de Hb liberadas
con la lisis de los GR (250 millones de moléculas por GR, sabiendo que ademas cada uno
posee 4 grupos hemo), répidamente supera los mecanismos involucrados en su
metabolismo cerebral, por lo que numerosas cascadas potencialmente injuriantes son
gatilladas. Entre ellas destacamos: produccion de radicales libres (RL), disfuncion del
endotelio y la capa muscular vascular, reduccién de la disponibilidad de NO. Por otra
parte, el hierro también puede agregar dafio celular (incluso muerte neuronal) adicional.
El mismo puede ser mitigado por la ferritina (quelante de hierro)1&-120,

La haptoglobina (Hp) constituye una proteina (reactante de fase aguda) de unién a
la Hb a nivel plasmatico. EI complejo Hb-Hp formado es internalizado, a través del
receptor de membrana CD163, tanto en monocitos como macrofagos hepaticos y/o
esplénicos, asi como también a nivel de la microglia a nivel cerebral. Una vez
internalizado, el grupo hemo es degradado por la hemo-oxigenasa 1 (HO - 1) en hierro y
biliverdina. En ausencia de niveles suficientes de Hp, la Hb es oxidada y el complejo
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formado posee menor afinidad por el CD163. A diferencia de los niveles plasmaticos de
Hp, a nivel del LCR los mismos son bajos y rapidamente superados por la carga de
moléculas de Hb mencionada previamente. Asi, el estrés oxidativo (hemo-hierro),
encuentra un medio propicio para generar dafio. Simultdneamente, la actividad
proinflamatoria también se ve favorecida y contribuye con la expansién y propagacion

del dafio vascular y neuro-glial*81,

El hemo puede ser considerado una alarmina (o Damage-associated molecular patterns-
DAMPs), es decir que cuando es censado extracelularmente indica dafio celular y una

amenaza hacia la pérdida de la homeostasis.

Una vez libre en la circulacion, bajo su forma labil (muy reactiva), es reconocido por
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) expresados a nivel de las células de
inmunidad innata fundamentalmente, pero también es posible que sea reconocido por las
células T reguladoras (Treg)'?1%,

A continuacion, debemos mencionar un posible papel de los productos oxidados de
la bilirrubina (BOXes). Brevemente recordamos que la lisis de los GRs a nivel del LCR
libera la hemoglobina y esta dejara libre al hemo. A través de las hemo-oxigenasas (1 y
2) se obtendra biliverdina. Seguidamente, la enzima biliverdina reductasa producird a la
bilirrubina. Finalmente, en presencia de radicales libres de oxigeno, la bilirrubina
(biliverdina y hemo) sera oxidada, generando varios productos denominados BOXes. Los
mismos, en experimentacion animal, son capaces de inducir vasoconstriccion (lenta y
sostenida) y dafio celular mediado, en parte, por glutamato. Ademas, pueden activar una
respuesta proinflamatoria local actuando sobre la microglia, capaz de secretar IL-18 y
TNFa!2124 Figura 1.
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Figura 1. Metabolismo de la Hemoglobina (Hb), hemo y productos oxidados de la bilirrubina (BOXes).

En este sentido, el hemo se demostro ser capaz de activar al inflamasoma NLRP3 con
la consiguiente activacion de la via caspasa-1 y secrecion de citoquinas (CTQs)
proinflamatorias tales como la IL-1p (piroptdtica).

2.3 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es reconocido por su efecto vasodilatador y capacidad de regular el
flujo sanguineo a nivel tisular en condiciones fisiologicas. Ademas, inhibe la agregacién
plaquetaria, la adhesion leucocitaria (al endotelio vascular) y la proliferacion de las
células musculares lisas de la pared vascular. Sabiendo que la Hb tiene mil veces més
afinidad por el NO que por el O, varios grupos de investigadores comenzaron a
plantearse la posibilidad de que el NO juegue un rol patogénico clave en la HSAa aguda.
Sehba y Bederson han sintetizado la evidencia experimental animal y clinica en las
variaciones de los niveles del NO/NO-Sintetasas (NOS) en 3 fases que han consensuadas
por los expertos internacionales. Las mismas ocurren en las primeras 72 horas de ocurrido

el sangrado: a) Primera fase: 0-60 minutos. Disminucion de los niveles de NO que

33



determina vasoconstriccién, aumento de la adhesion plaquetaria y leucocitaria al
endotelio vascular y lesion de la BHE; b) Segunda Fase: 60 minutos-6 horas. Ocurre la
recuperacion de los niveles de NO a niveles basales, aunque el FSC permanece
disminuido, seguramente debido a otras vias bioldgicas constrictoras simultaneamente
alteradas (ej. la via de la endotelina-1, entre otros); c) Tercera Fase 3: 6-72 horas. Aqui
ocurre un incremento de los niveles de NO por encima de sus valores basales. En esta
etapa, usualmente los pacientes son enrolados en los proyectos de investigacion. La
evidencia indica que estos niveles aumentados son mas injuriantes que neuroprotectores.
ElI FSC se mantiene bajo e independiente de los niveles de NO mencionados,
especulandose que es una alteracion de la via GMPc el trastorno que puede explicar este
hecho. Otros mecanismos gatillados por el propio NO, tales como el estrés oxidativo con
la consiguiente peroxidacion lipidica de las membranas celulares, dafio mitocondrial y

del ADN nuclear, culminaran con la muerte celular por necrosis y apoptosis!#-127.

2.4 Estrés oxidativo-radicales libres

El estrés oxidativo es uno de los mecanismos injuriantes mas importantes en pacientes
con HSAa, formando parte de los mecanismos de la injuria encefalica precoz. Los RL
mas importantes son el anidn superdxido, radical hidroxilo, peroxinitrito, y finalmente, el
NO ya comentado!?81%,

Una vez que ocurre el sangrado, el balance redox se inclina claramente hacia el
predominio neto del estrés oxidativo. A la vez que aumentan los RL, los mecanismos de
proteccion o sistemas antioxidantes se ven superados ampliamente, sobre todo, cuanto
mas grave esté el paciente. Las fuentes de radicales libres son diversas; entre las méas
importantes se destacan: produccion mitocondrial, la autooxidacion de la oxiHb, estrés
del reticulo endoplasmatico, enzimatica (fosfolipasa A2, NADPH oxidasa, xantino oxido-
reductasa y la NO sintetasa). Fisiolégicamente existen varios sistemas enzimaticos
encargados de contrabalancear los efectos prooxidantes mencionados. Los 3 mas
importantes son el superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasas.
Tipicamente, en la HSAa existe un aumento de la actividad SOD (Cu y Zn) e incremento
resultante del cociente de actividad SOD/GPx que tiene como resultado final mayor
produccion de hidroxilo (anién hidroxido), que no puede ser reducido por la GPx,

generandose asi un balance neto prooxidante. El resultado de la afectacion de estos
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mecanismos es el dafio neuroglial, producto de la peroxidacion lipidica de membranas,
dafio del ADN y dafio proteico (enzimas y receptores). Esto resulta en disfuncion
endotelial y lesion de la BHE (edema cerebral por activacion MMP-9 ligada al aumento
de la IL-6), microtrombosis y alteraciones de la autorregulacion cerebral que conducen a
isquemia cerebral. Ademas, sobreviene la muerte celular por apoptosis (ej. activacion de

caspasas 3y 9, o de la via de sefializacion p53/MAPK) y necrosis?8131,

2.5 Endotelina-1

Desde hace ya varios afios se especuld con el rol de la endotelina-1 en el vasoespasmo
cerebral post HSAa. La evidencia experimental asi lo planteaba. La misma, producida por
el endotelio vascular y liberada en la pared arterial, asi como también por los astrocitos,
posee un efecto vasoconstrictor cuando actda sobre sus receptores tipo A localizados en
las células musculares lisas de la pared arterial (mediada por proteina G, fosfolipasa C y
aumento del calcio intracelular), y vasodilatacién cuando se une a los receptores tipo B
localizados en los astrocitos (mediada por NO y prostaciclinas)'®. Por otra parte, sus
niveles plasmaticos y en LCR se detectaron aumentados en este escenariol®,
Adicionalmente, debemos mencionar que su sintesis se incrementa por el estimulo
(proinflamatorio) de la IL 1B y TNFao, la hipoxia y el estrés parietal mecanico (shear
stress). Por otra parte, su produccion disminuye en presencia de NO y prostaciclinast3*135,

Seguidamente, fundamentados en la sélida evidencia experimental preclinica
mencionada, los estudios clinicos comenzaron en llegar. La droga seleccionada fue el

clazosentan, que ya mencionamos sus resultados clinicos®®*3¢

2.6 Disfuncion microcirculatoria y microtrombosis distal: rol de las

arteriolas y la microcirculacion

Como referimos anteriormente, la investigacion durante décadas se centrd
fundamentalmente sobre las arterias del poligono de Willis y sus ramas principales, dado
que desde 1951 sabemos que el vasoespasmo (angiografico en humanos) ocurre ahi y es
causa de isquemia diferida’’. Solo recientemente, con base en los datos que estamos

analizando, los investigadores han lentamente migrado su interées por los hechos
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fisiopatologicos que ocurren mas distalmente en el arbol vascular, es decir, en los
lechos arteriolar y/o la microcirculacion®® 1%,

Varios estudios han demostrado discrepancias entre la presencia de vasoespasmo
angiografico y/o sonografico (doppler transcraneano) y areas hipodensas de isquemia
cerebral en territorios no relacionados o la ausencia de sintomatologia clinica explicable
por el vasoespasmo proximal. Adicionalmente, se observan areas de isquemia en
pacientes sin vasoespasmo proximal. Mas importante ain es el hecho, conocido
actualmente, de la ausencia de impacto clinico significativo (morbimortalidad) cuando se
valorara en funcion de la presencia o no de vasoespasmo angiografico0%:113:140.141

Estudios necropsicos plantean desde hace afios la presencia de microtrombosis en
pacientes que presentaron isquemia-infartos cerebral y fallecieron, y esto no se replica en
pacientes que padecieron hidrocefalia o resangrado. Ademas, la microtrombosis ocurre
en areas cerebrales que determinan sintomatologia y se relaciona con la cantidad de
sangre subaracnoidea adyacente42-144,

Adicionalmente, existe una actividad procoagulante predominante y la actividad
fibrinolitica se encuentra disminuida. La injuria endotelial inicial estimula la
activacion-adhesion plaquetaria (exposicion del colageno, liberacién del factor de Von
Willebrand y la trombina) y estas células activadas liberan sus granulos con sustancias
que promueven la formacion del trombo fibrino-plaquetario. Se destaca que estos
procesos procoagulantes y antifibrinoliticos comienzan en los primeros dias (5 dias),
previo al periodo de mayor vasoespasmo clasicol#>148,

Otro hecho intrigante que se ha demostrado con el uso de doppler transcraneano es la
presencia de microémbolos en relacion con el estado procoagulante antes mencionado.
Su posible rol patogénico quedd planteado una vez que su deteccidn se asocid con areas
de isquemia/infarto tomograficas. Su incidencia variable llega hasta 70 %, sobre todo en
pacientes con vasoespasmo sintomatico. Sin embargo, ocurren con frecuencia en ausencia
de vasoespasmo. También ocurren en sectores del arbol vascular cerebral sin relacion con
la topografia del aneurisma (no es planteable la embolia distal desde el saco
aneurismatico). De esta forma, las microembolias/microtrombosis no deben verse como
una causa aislada de isquemia/infarto, sino que como un factor injuriante mas, que suma
a la hora de provocar/expandir el dafio neuro-glial y, por lo tanto, pasible de tratamiento.

Finalmente, otro hecho significativo que ocurre a nivel del arbol arteriolar es la
disfuncion de la autorregulacion cerebral. Esta ocurre antes y de forma independiente

al vasoespasmo proximal. Pero cuando ocurre en pacientes con vasoespasmo, el riesgo
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de isquemia diferida aumenta significativamente. Por otro lado, configura un marcador
prondstico independiente de mortalidad. Entre los mecanismos patogénicos que se han
detectado en modelos experimentales preclinicos y clinicos se destacan la
microtrombosis, estrés oxidativo, desregulacion de la homeostasis del NO,
excitotoxicidad glutamatérgica, depolarizacién cortical propagada y la respuesta inmune

locorregional/neuroinflamacion (que veremos mas adelante)49-1°1,

2.7 Glutamato-Excitotoxicidad

Es un aminoacido no esencial y el mas abundante neurotransmisor excitatorio en el
encéfalo, dando cuenta de aproximadamente el 60 % de la actividad neurotransmisora. Es
esencial para dos funciones claves como el aprendizaje y la memoria. Su neurotoxicidad
(hiperexcitacién) a concentraciones elevadas (a nivel del LEC cerebral) es conocida hace
ya afios y juega un rol importante como generador de lesion secundaria encefélica aguda
(edema celular, apoptosis y muerte celular) o cronica. Por lo tanto, sus niveles encefalicos
se mantienen controlados muy estrechamente, permitiendo un equilibrio entre las
funciones neurotdxicas versus neurotrdficas para las células (alta concentracién
intracelular (40-60 uM) versus extracelular muy baja (1-10pM), gracias a la existencia
de transportadores de glutamato Na+ dependientes- transportadores de aa excitatorios>?-
154.

Por tiempo, se dirigio la investigacion y pruebas terapéuticas hacia la neuroproteccién
por antagonismo de sus receptores NMDA (localizados en astrocitos, terminales
sinapticas, endotelio capilar cerebral). Sin embargo, los resultados no han cumplido con
las expectativas neuroprotectoras deseadas. El problema aqui es que también se
antagonizan funciones positivas sobre la integridad y reparacion celular. Mas
recientemente, el objetivo se ha redirigido a lograr descender sus niveles a nivel del LEC,
pero promoviendo su clearence cerebral facilitando su eflujo desde el encéfalo a la sangre
(favoreciendo un mecanismo homeostatico normal). Con tal fin se emplean moléculas
denominados «barrenderos del glutamato plasmatico» («blood glutamate scavengers»).
Numerosos trabajos en animales han sido publicados y otros continGan en curso (con
oxalacetato y piruvato), afortunadamente con resultados prometedores (incluidos
modelos en ratas con HSA en los cuales se demostro menor dafio a la BHE, menor edema

cerebral y mejora clinica)®>1°7,

37



2.8 Despolarizacion cortical propagada

Descripta por primera vez por el Profesor Aristides Leao (Universidad de Rio de Janeiro,
1944) en la corteza de conejos, inicialmente se la interpretd como un artefacto sin interés
clinico en animales o humanos. Mas recientemente, ha ganado gran interés alrededor del
mundo como uno de los mecanismos involucrados en la lesion cerebral en el contexto de
la patologia aguda, fundamentalmente en HSAa (pero también en otros ACVs, trauma de
craneo, etcétera)l45:158,

Configura una onda de despolarizacion neuro-glial que se propaga a una velocidad
de 2-5 mm/minuto y determina una depresion de la actividad espontanea registrada en el
EEG (cortical) y potenciales evocados. Se acompafia de un pronunciado flujo de iones y
neurotransmisores transmembrana.

Cuando ocurre en tejido sano, se acompafa de vasodilatacion e hiperemia y mayor
disponibilidad de oxigeno. En modelos animales con injuria encefélica, la hipoxia,
hipotension-isquemia, hipoglicemia, el aumento del potasio extracelular, la deplecion del
NO y la Hb libre son capaces de gatillarla. En estas condiciones, sobreviene una
disfuncion microcirculatoria con una isquemia propagada resultante.

En la HSAa aparece posterior al sangrado y genera una disfuncion microcirculatria
con caida de FSC e isquemia (vasoconstriccion e hipoperfusion cortical acoplada a la
onda despolarizante). Su expresion es maxima entre el 5-7 dia de evolucion. Sin embargo,

ocurre en forma independiente al vasoespasmo clasico de las arterias mas proximalest®®-
161

2.9 Edema cerebral celular y vasogénico

Se define al edema cerebral (o0 encefalico) como un aumento del volumen cerebral (o
encefalico) debido a la acumulacion, focal o difusa, de fluidos (contenido de agua) a nivel
del parénquima cerebral (o encefélico), tanto a nivel celular y/o extracelular. Desde un
punto de vista practico, podemos dividir a los mecanismos primarios generadores de
edema cerebral en dos: 1) edema idnico o celular por falla de las bombas de membrana,
2) vasogénico por disfuncion endotelial y/o lesion de las uniones estrechas de la
BHE162‘163.
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El desarrollo y dindmica del edema cerebral en la HSAa, por el momento, no ha sido
estudiado en profundidad. Sin embargo, los resultados a la fecha lo colocan en un lugar
fisiopatol6gicamente privilegiado en este escenario, por lo que hoy en dia acapara mucha
atencion alrededor del mundo. EI mismo puede ser resultado de numerosos procesos
patogénicos que hemos mencionado (neurotoxicidad por los productos de la sangre,
isquemia, estrés oxidativo, inflamacion, disfuncion autorreguladora). Ademas, también

puede por si mismo, contribuir con mayor injuria secundaria®-1,

3. Respuesta inmune

Como fue mencionado, uno de los mecanismos centrales en la fisiopatologia de la HSAa
es la respuesta inflamatoria/inmune. Para explicar los mecanismos inmunes que
participan de ella creemos que es necesario, primero, realizar a modo de repaso
fundamental una breve y esquematica resefia de la respuesta inmune normal y, en
particular en el SNC, para luego abordar los mecanismos inmunes que se desencadenan
luego de que la sangre es vertida en el espacio subaracnoideo.

Aclaramos que, para la medicina intensiva y neurointensivismo clinico (nacional,
regional e incluso global), el tema de la presente tesis es tan reciente e innovador como

poco estudiado y, por lo tanto, desconocido.

3.1 Conceptos generales de respuesta inmune innata y adquirida

El sistema inmune constituye una red interactiva de drganos linfoides, células que se
comunican a través de CTQs y otros factores humorales y por contacto directo para
orquestar tipos especificos de respuestas defensivas en el huésped67:168,

Aunque su funcion principal es la induccion de una respuesta inmune para proteger
al huésped, no todas las respuestas inmunes son protectoras. Hoy sabemos que la
respuesta inmune se encuentra en la base de muchas enfermedades agudas y cronicas no

infecciosas (inflamacion cronica)t®-172,
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La expansion de la inmunologia ha sido extraordinaria durante el siglo XX, y en la
presente tesis abordaremos un tema enmarcado dentro de la inmunologia no clésica:

«injuria encefalica aguda (IEA)».

Desde un punto de vista clasico y en términos muy generales, el sistema inmune
puede ser dividido en dos brazos que son responsables de la eliminacion de las sustancias
derivadas de los patdgenos y sustancias no patdgenas. Se trata de la inmunidad inmediata
o innata y la inmunidad a largo plazo, antigeno-especifica o inmunidad adaptativa. Esta
es una clésica clasificacion de la respuesta inmune, pero hoy en dia se conoce que la

respuesta inmunitaria innata y la adaptativa estan estrechamente relacionadas.

Actualmente, el concepto moderno plantea una visién mas fisioldgica del reconocimiento,
la regulacion y su ejecucion, considerandose la respuesta del sistema inmunitario-

inflamatorio como global y coordinada.

Tras la activacion de las células del sistema inmune innato, se producen y liberan
mediadores inflamatorios que mediaran en la activacion del sistema inmune adaptativo.
El funcionamiento del sistema inmune, en su conjunto, resulta en la inflamacion local y/o

sistémica, que en Gltima instancia tiene como objetivo restaurar la homeostasis!’>176,

Inmunidad Innata

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa del organismo contra
la invasion microbiana, asi como de otras amenazadas potenciales para el huésped. Es
una respuesta inmune rapida, no-especifica de antigenos y que no genera memoria
inmunoldgica. Sus funciones esenciales son: la deteccién de microorganismos y la
primera linea de defensa frente a la infeccidn; la regulacion de la inflamacion limitando
su extension y el dafio generado por esta; mantener la homeostasis inmunolégica y la
activacion e instruccion de la respuesta inmune adaptativa. Los principales grupos
celulares efectores de este tipo de respuesta son los granulocitos (eosinofilos, basdfilos,

neutrofilos), monocitos, macréfagos, células naturales Killer (NK), entre otros®8177,
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La inmunidad innata reconoce los antigenos o patdgenos a traves de una familia de
receptores, conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRRs; Pattern

Recognition Receptors).

Son un tipo de receptores que reconocen patrones moleculares especificos asociados
a patogenos (PAMPs) tales como virus, bacterias, hongos y parasitos. Ademas, este tipo
de receptores se encuentran involucrados también en la deteccion de sefiales peligrosas
enddgenas gracias al reconocimiento de patrones asociados a peligro (DAMPs). Las
principales familias de PPRs son: receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod
(NLRs), receptores tipo RIG-1 (RLRs), sensores de ADN citosélico (CDS) y receptores
lectina tipo C (CLRs). Cuando estos PAMPs o0 DAMPSs son reconocidos por los PRRs, se
desencadena una respuesta inmune innata en la que se segregan citoquinas/quimoquinas,
se liberan péptidos antimicrobianos y las células fagociticas son reclutadas!’’~1®, Entre
ellos destacamos, por su importancia en la HSAa, a la proteina nuclear (no histona)
HMGB1 (High Mobility Group Box-1). Se la invoca como una molécula precoz (DAMP)

capaz de gatillar la respuesta inflamatoria «estéril»*e,

Neutrdfilos
Son los leucocitos més abundantes en la circulacion, aproximadamente representan un 70
% del pool total. La produccién de neutrofilos es regulada por una red de citoquinas entre
las cuales se destacan la IL-23 liberada por los fagocitos y la IL-17 liberada por los
linfocitos T. Esta Gltima, a través del aumento (up-regulation) de G-CSF (granulocyte
colony - stimulating factor), estimula la granulopoyesis y la liberacion de neutrofilos.
Durante la respuesta inflamatoria, la IL-1 también puede estimular la produccion de
neutrofilos a través del eje IL-17 - G-CSF. Ademas, los neutréfilos por si mismos también
son capaces de estimular su propio reclutamiento. Son capaces de sintetizar y liberar IL-
17 y reclutar a las células Th17, quienes produciran mas IL-1781-186

Los neutréfilos son activados por citoquinas, DAMP, factores de crecimiento y otros
productos derivados del dafio tisular. Estos factores aumentan la vida media de los
neutrofilos y aseguran su migracion e infiltracion en el foco inflamatorio a través de un
gradiente de concentracion de estimulo quimiotactico.

Dentro de sus funciones principales se reconocen: a) quimiotaxis; b) fagocitosis y
degranulacion; b) formacién de NETs (neutrophil extracellular traps), donde existe

liberacion de material nuclear (mallas de ADN) en forma de trampas extracelulares que
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contienen histonas y proteinas antibacterianas; c¢) liberacion de especies reactivas de
oxigeno; d) sintesis y secrecion de CTQs y otros factores inflamatorios®®181.187 Dyrante
una infeccion, o cuando se produce dafio en un tejido, los neutréfilos se comunican e
interacttan con diferentes células del sistema inmune (macroéfagos, células Natural Killer,
células T y B, «orquestrando» la evolucién tanto de la respuesta inmune innata como
adaptativa

La existencia de diferentes fenotipos funcionales de neutréfilos es hoy motivo de
intensa investigacion, debate y controversia cientifica (concepto de plasticidad). Se ha
sugerido la presencia de un fenotipo 1 (clasico) caracterizado por la produccion de 1L-12
con capacidad de activar a los macréfagos y un fenotipo 2 productor de IL-10,

inmunoreguladort®:182,

Monocitos

Los monocitos son una poblacion de leucocitos que representan entre 2 a 10 % del total
de los leucocitos circulantes. Son células multifuncionales con un rol en la homeostasis,
defensa inmune y reparacion de los tejidos. Durante la inflamacidn, los monocitos pueden
diferenciarse a macréfagos o células dendriticas (DCs; dendritic cells). Los procesos de
diferenciacion y migracion probablemente se encuentran determinados por el medio
inflamatorio y los PRRs asociados al patdgeno que se encuentren activados. Los
monocitos, macréfagos y células dendriticas son células accesorias no-especificas que
expresan MHC clase 1l e interacttan con células-T colaboradoras durante la respuesta
inmune168'188'189.

Tradicionalmente los monocitos se han dividido en 2 poblaciones segun la expresion
de CD14 y CD16, con funciones claramente diferenciadas: monocitos tipo 1 o clasicos,
que corresponde a la poblacion mas numerosa, tienen un papel principalmente fagocitico,
y monocitos tipo 2 o no clasicos, que tienen una funcion proinflamatoria. Sin embargo,
en 2010, se establecid una nueva clasificacion con 3 subpoblaciones de monocitos:
clasicos (CD14brigth CD16-), intermedios (CD14 brigth CD16+) y no clasicos (CD14+
CD16 brigth) con claras diferencias tanto en fenotipo, funcién y expresién génica como
en respuestas a estimulos entre los grupos de monocitos CD16+. Los monocitos
intermedios se han propuesto como un monocito en transicion de monocito clasico a no
clasico. En base a sus antigenos de superficie y a su funcion celular, los monocitos
intermedios tienen tanto una funcién fagocitica y secretan altos niveles de IL-1p y factor

de necrosis tumoral (TNF)-a. Estudios recientes indican que los monocitos CD16+

42



(intermedios y no clasicos) que estan implicados en procesos inflamatorios e infecciosos,
tienen capacidad de secretar moléculas proinflamatorias como IL-6, MMP-9 y CCR2 y
presentan gran afinidad por el endotelio activado, siendo los monocitos no clésicos los
que tienen mayor actividad inflamatoria y produccién de CTQs en respuesta a ligandos

de los TLR y los primeros en llegar al lugar de la lesiont®-194,

Macroéfagos
Los macrofagos son células fagociticas residentes en tejidos linfoides y no-linfoides. Son
células cuya funcién se asocia con una labor de limpieza («barrenderos») ya que son
capaces de eliminar material extrafio. Los macrofagos estan involucrados en homeostasis
de tejido, por medio del despeje de células apoptéticas y la produccion de factores de
crecimiento. Ademas, estdn equipados con un amplio rango de PPRs que los hace
eficientes en fagocitosis e inducen la produccion de citoquinas pro-inflamatorias®+1%.
Se conoce que los macr6fagos humanos expresan altos niveles de receptores TLR2 y
TLRA4. Se sefiala que la activacion de macréfagos puede involucrar un complejo arreglo
de estimulos y programas de expresion, dependientes del microambiente que resulta en
un espectro de estados funcionales, produciendo fenotipos polarizados entre la activacion
clasica (M1) y la activacion alternativa (M2). En este sentido, los macr6fagos muestran
una alta heterogeneidad no solamente debido a sus propias vias de diferenciacion terminal
intrinseca, sino también en respuesta a estimulos del medio ambiente!®®1971% | g
activacion clasica o M1, corresponde a la estimulacién de macréfagos mediados por LPS,
IFN-y, TNF-0, GM-CSF, y otros ligandos TLR, conduciendo a un fenotipo pro-
inflamatorio, ya que ellos desarrollan una respuesta ante la activacion de PRRs y son
capaces de secretar grandes cantidades de CTQs pro-inflamatorias tales como TNFa, y
también NO. Los marcadores de activacion M1 son la expresion iNOS, altos niveles de
IL-12 y bajos niveles de produccion IL-10. Otras citoquinas secretadas por células M1
incluyen IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, e IL-23. Los macrofagos M1 expresan
altos niveles de MHC, moléculas co-estimuladoras y FcyR'®>1971% | 3 activacion
alternativa o0 M2 corresponde a una estimulacion de macréfagos dependientes de I1L-4 e
IL-13, que conduce a un fenotipo antinflamatorio. Estan implicados en respuestas ante
infeccion por paréasitos, remodelacion de tejido, angiogénesis y progresion tumoral.
Exhiben mayor expresion de CTQs tales como IL-10, pero deficiente produccion de NO
y TNF-195:197:1%8,
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Células NK

Las células NK (natural killer) son los principales linfocitos efectores de la inmunidad
innata. Se encuentran en todos los compartimentos inmunes primarios y secundarios, asi
como también en varias mucosas!®19°,

Su funcion efectora estd mediada por la produccion de citoquinas, especialmente altas
cantidades de IFN-y, y actividad citotoxica para eliminar células infectadas o
tumorales!®4200:201,

Las células NK poseen diferentes receptores que les permiten interactuar con las
diferentes subpoblaciones celulares, entre los cuales se incluyen: los receptores lectina
tipo C, que incluyen: a) el heterodimero NKG2D/CD94 encargado del reconocimiento de
la molécula no clasica del complejo mayor de histocompatibilidad, HLA-E5; b) los
receptores de citotoxicidad natural (natural citotoxicity receptors [NCRY]), incluyen los
receptores activadores NKp30, NKp44 y NKp46 c) los receptores de la familia de las
inmunoglobulinas, llamados receptores killer inhibitory receptor (KIR), los cuales pueden
ser activadores o inhibidores y reconocen la disminucion en la expresion de las moléculas
de HLA de clase I, y finalmente, d) el receptor CD16, un receptor Fc del tipo FcyRIIIA
de baja afinidad para la 1gG, para el reconocimiento de células opsonizadas con
anticuerpos 1gG*9%-201,

Bajo condiciones fisioldgicas, la actividad de células NK es inhibida a través de la
interaccidn de sus receptores inhibitorios con la molécula MHC clase | (que reconocen
como propia). Se asegura asi la tolerancia antigénica.

Las células NK pueden ademas ser activadas por: disminucion en la expresion de
HLA-I en la superficie de la célula diana, lo que reduce las sefiales inhibitorias recibidas
a través de los receptores KIR; moléculas expresadas en células anormales que son
reconocidas por los NCR; células con anticuerpos 1gG unidos a la membrana plasmatica
mediante un mecanismo denominado citotoxicidad celular mediada por anticuerpos;
interaccion con las DCs, la cual consiste en una comunicacion reciproca, debido a que las
DCs inducen en las células NK la produccion de IFN-y, IL-12 y TNF-a, las que a su vez
potencian la maduracion de las DCs. Esta interaccion también puede ser dependiente de
contacto, donde participan receptores como NKp30, TRAIL y CD94-NKG2A.
Recientemente, se ha postulado que las células NK requieren de al menos 2 sefiales que
induzcan su activacion, provenientes de los diferentes receptores que expresant®®-2%,

Una vez activadas, las células NK citotoxicas liberan perforinas y granzimas, e

inducen la lisis de la célula blanco. Otro de los mecanismos de accion de las células NK
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es la via FAS-FASL que conduce a la formacion de un complejo de sefializacién que
induce muerte, y activacion de caspasas que promueven el proceso apoptotico de células
objetivo que expresan FAS. Por otro lado, la activacion de las células NK productoras de
citoquinas resulta en la secrecion de IFN-y, TNF-q, IL-17, IL-12, proteina inflamatoria
de macrofagos (MIP-1)-o, MIP-1B ¢ IL-1B, las cuales amplifican la respuesta
inmunitarial®®-203,

El IFN-y es una de las citoquinas mas importantes producidas por las células NK, ya
que activa los macréfagos, potencia la fagocitosis e induce la actividad microbicida.
Ademas, las células NK potencian las respuestas tipo Thl de las células T CD4+, por la
induccion de la produccion de IL-12 por parte de los macréfagos y DCs. Sin embargo, la
activacion de las células NK también puede tener como consecuencia la produccion de
IL-10, regulando negativamente la respuesta del sistema inmunitaria. Aunque este topico
aun no ha sido bien estudiado, demuestra que las células NK tienen una gran influencia
sobre la especializacion de la respuesta del sistema inmunitario, tanto innata como
adaptatival®®2%,

Las células NK, afectadas por varios microambientes y sefiales, pueden ser divididas
en dos subgrupos funcionales segun la expresion de CD56 y CD16 en la superficie: 1)
CD56°"9"CD16" y con baja expresion de receptores KIR, capaces fundamentalmente de
producir citoquinas INF-y, TNF-B, IL-10, IL-13, entre otras; 2) CD569™CD16+ con
expresion de receptores KIR y especializadas en citotoxicidad (y capacidad negligible de

sintesis de citoquinas)!94199.201,

Células dendriticas

Las DCs (o dendritic cells) son un grupo diverso de células hematopoyéticas
especializadas en el reconocimiento de patégenos. Con excepcion de las DCs
ganglionares foliculares, que son de origen mesenquimal, las DCs se originan a partir de
progenitores hematopoyéticos medulares CD34+ ya sea mieloides o linfoides0427,

Las DCs son potentes células presentadoras de antigeno (APCs: antigen presenting
cells) profesionales, que juegan un rol fundamental en la induccién y regulacién de
respuestas inmunes innatas y adaptativas contra patégenos. Tienen un papel central en la
activacion de las células T y B y ademas interactdan directamente con células NK y
células NKT204-207,

Las DCs son un grupo celular muy heterogéneo, de diferente origen, que si bien todas

tienen como funcion primordial capturar el antigeno, procesarlo y presentarlo, cada
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subtipo de DCs presentan marcadores especificos y difieren en su localizacion en el
organismo, vias de migracion, funcion inmunologica y dependencia a infecciones o
estimulos inflamatorios para su generacion. Durante el desarrollo de una respuesta
inmunitaria adaptativa, el fenotipo y funcion de las DCs juega un papel muy importante
tanto en la iniciacion de tolerancia, memoria y polarizacion de la respuesta T 204207,

En sangre periférica circulan dos tipos de DCs fenotipica y funcionalmente diferentes
que se distinguen por la expresion de CD11c y CD123. Las DCs CD11¢*CD123"" se
denominan DCs mieloides, mientras que las DCs CD11¢"CD123"9" se han denominado
DCs plasmocitoides. Se diferencian a partir de progenitores hematopoyéticos mieloides
y linfoides, respectivamente. En seres humanos, las DCs mieloides pueden derivar de
precursores ya comprometidos hacia DCs o bien de precursores del linaje de granulocitos
y monocitos. Ambos tipos de DCs difieren en numerosos aspectos, incluyendo su
distribucion tisular, su produccion de citoquinas y los factores de crecimiento necesarios
para su diferenciacion?42%", Las DCs mieloides se pueden dividir en dos subpoblaciones
segun su expresion de BDCA1 (CD1c) y CD141. Las DC plasmocitoides son importantes
en las respuestas inmunes antivirales y en procesos autoinmunes. Constituyen la principal
fuente de INF I tras las infecciones. Se ha comprobado la existencia de dos subtipos de
DCs plasmocitoides seguin su expresion de CD2 y con diferencias funcionales?*2". Hoy
en dia, con la utilizacion de citometria policromatica, se pueden caracterizar mejor y mas

subpoblaciones de DCs en sangre periférica de pacientes y también a nivel tisular.

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa (también llamada adquirida o especifica) es la respuesta
inmune que tiene la habilidad de «aprender y exhibir memoria», ambos conceptos en
términos de definir un estado inmune con relacién a un antigeno, y frente a la posibilidad
de que el sistema inmune esté siendo especificamente tolerante frente al antigeno. La
respuesta inmune adaptativa incorpora mecanismos moleculares mas especificos que le
permiten controlar mejor la amenaza (enddgena/exogena). Tiene la caracteristica de ser
una respuesta inmune que tiene especificidad, diversidad, memoria, latencia, ser

autolimitada y exhibir autotolerancia®” 16817,

Se clasifican 2 tipos de respuesta inmune adaptativa: la humoral que protege de
microorganismos extracelulares y las toxinas y la respuesta inmune celular que defiende

contra microorganismos intracelulares. La respuesta inmune humoral esta mediada por
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células B que secretan anticuerpos (inmunoglobulinas) y la inmunidad celular es mediada

por células T167,168,173,208,209

3.1.1 Respuesta Inmune Humoral

Las células efectoras de la respuesta inmune humoral son las células o linfocitos B.
Son linfocitos que, si bien son reconocidas por su capacidad de producir anticuerpos,
también cumplen otras funciones que incluyen la presentacion de antigenos y produccién
de mmtiples CTQ8167’168’208’210’211.

Todas las respuestas inmunes adaptativas ocurren en diferentes pasos:
reconocimiento antigénico, activacion de linfocitos con la consecuente proliferacion y
diferenciacion en células efectoras y memoria, eliminacion del antigeno y defervescencia
de la respuesta inmune con produccion de células de memoria de larga
supervivencia'®”168:212,

Las células B reconocen el antigeno a traves de su receptor de membrana (BCR), lo
que conduce a la activacion de la célula B. Reconocen antigenos de diferente tipo
(sustancias quimicas, proteinas, lipidos y polisacaridos). Luego de la activacion, las
células B proliferan y se diferencian en células plasmaticas que secretan diferentes clases
y subclases de inmunoglobulinas. La respuesta humoral para la mayoria de los antigenos
proteicos requiere de la cooperacion T (cooperacion T-B). En estos casos, las células B
captan el antigeno proteico, lo procesan y lo presentan en MHC de clase Il a las células
T CD4+ cooperadoras. Estas se activan y expresan CD40L, entre otras moléculas co-
estimuladoras, y secretan citoquinas que trabajan en forma conjunta para estimular a las
células B. Los antigenos polisacaridos y lipidicos gatillan respuestas independientes de
células T208’211’213.

Los mecanismos efectores finales de eliminacion del antigeno ocurren de diferente
manera: neutralizacién, opsonizacion, activacion del complemento y citotoxicidad
dependiente del complemento. Cada subtipo de Ig secretada tiene predominio de algunas
de estas funciones (Figura 2)67:168:208

Por otro lado, las celulas B pueden funcionar como inmunorreguladoras. Las células-
B reguladoras son una subpoblacién de células B que contribuyen al mantenimiento de la
tolerancia y que limitan las respuestas inflamatorias controlando diferentes tipos de

células, tales como DCs, macrofagos y células T CD4+ a través de la produccion de IL-
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10. La IL-10 favorece la diferenciacion de las células T CD4 en células T reguladoras
(Treg), que también contribuyen al mantenimiento de la tolerancia y la inhibicion de
células Thly Th17211:214,

Cooperacién T-B —h[ Proliferacion de células B — Diferenciacion de células B
BCR se I
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Figura 2. Diferenciacion de las células B y funciones efectoras de los anticuerpos.

3.1.2 Respuesta Inmune Celular

Las células efectoras de la respuesta inmune celular son las células T.

Las células T presentan un receptor de membrana homélogo a las inmunoglobulinas (1g)
conocido como TCR (T-cell receptor). Mediante este receptor, las células T son capaces
de identificar una gran variedad de antigenos de forma especifica. Sin embargo, a
diferencia de las células B, las células T necesitan que el antigeno sea procesado en

péptidos cortos (8-30 aminoacidos) y presentados en moléculas del sistema principal de
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histocompatibidad (MHC o HLA), fendmeno conocido como restriccion del
reconocimiento antigénico67:168.209215.216217

Existen dos tipos de moléculas de histocompatibidad clésicas, denominadas
moléculas MHC de clase | (MHC-I) y moléculas MHC de clase Il (MHC-II), que
presentan a las células T péptidos de origen citosolico y extracelular, respectivamente.
Las células T CD8 detectan los péptidos presentados por MHC de clase I. Su funcion
efectora principal es lisar las células que presentan péptidos extrafios; por ejemplo,
péptidos de un virus presentado en MHC-I por una célula infectada. Las células T CD4+
reconocen péptidos presentados en MHC de clase Il. Su funcion es orquestar las
respuestas inmunes y ayudar o estimular que otras céelulas del sistema inmune como
células T CD8+, células B y fagocitos funcionen correctamente!68216:218,

El primer paso en la iniciacion de una respuesta inmune ante un antigeno debe
involucrar necesariamente la modificacién del antigeno, y las células especializadas en
esta actividad son denominadas células presentadoras de antigeno (APCs). Cuando, las
células T se encuentran con una APC que presente un péptido unido a MHC clase 1 o Il,
las células T CD8+ y CD4+ respectivamente comenzaran una serie de mecanismos
intracelulares que llevan a la activacion celular. La activacion de las células T es un
proceso dindmico caracterizado por la expresion de genes altamente regulados,
especificos de activacion, progresion y proliferacion del ciclo celular. EI reconocimiento
exitoso de antigenos desencadena ambas respuestas inmunes, efectoras y de memoria
tanto en células T CD4+ como CD8+. Una respuesta inmune efectora incluye células-T
CD8+ que eliminan células con antigenos extrafios y células T CD4+ que se diferencian
entre varias clases de células efectoras, incluyendo aquellas que pueden activar
macrofagos, células T CD8 citotOxicas!68209.216:219,

Durante el reconocimiento antigénico, el complejo TCR reconoce pequefios péptidos
que le han sido presentados en MHC. Debido a la baja afinidad de las reacciones, el
reconocimiento de antigenos no es suficiente para activar las células T y se requiere de
una segunda sefial que se realiza por la interaccion con moléculas co-estimuladoras CD80
(B7-1) y CD86 (B7.2) en las APCs, con los receptores CD28 en las células T. La molécula
CD28 en las células T es el principal receptor co-estimulador para el envio de segundas
sefiales para la activacion de las células T. Otras moléculas accesorias CD40L (expresado
en linfocitos activados)-CD40 (expresado en células B, macrofagos y células dendriticas)
determinan un aumento de las respuestas de las células T al activar las APC y en células

T cooperadoras las activa haciéndolas mas potentes, con mayor expresion de moléculas
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B7 y secrecion de citoquinas como la IL-12. El resultado final de la activacion de las
células T es un balance entre sefiales activadoras e inhibidoras. Los receptores inhibidores
de la familia del CD28 son el CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 0 CD152) y el
PD-1 (programmed death 1). CD28 y CTLA-4 reconocen los mismos ligandos, pero
presentan efectos funcionales opuestos. PD-1 es un miembro de la superfamilia del CD28
que ofrece sefiales negativas al interaccionar con sus dos ligandos, PD-L1y PD-L2. PD-
1 y sus ligandos se expresan ampliamente y tienen una gran gama de papeles
inmunorreguladores en la activacion de células T y en la tolerancia, comparado con otros

miembros de CD28216220.221.

Células T CD4+

Las células T CD4+ efectoras son funcionalmente heterogéneas y las CTQs que producen
son importantes en su funcién, de tal forma que pueden ser utilizadas para clasificarlos.
Mientras que las células T CD4+ cooperadoras naive producen sobre todo IL-2 al
activarse, las células T CD4+ efectoras son capaces de producir un gran namero y
variedad de citoquinas con diversas actividades bioldgicas. Esta variacién en el patron de
citoquinas y en la actividad bioldgica permite desencadenar una respuesta inmune
diferente y adaptada a cada situacion. El proceso de diferenciacion desde una célula T
CD4+ naive hasta una célula T CD4+ efectora se denomina polarizacion. Tras el
reconocimiento antigénico, la célula T CD4+ activada pasara por un estado intermedio
de diferenciacion denominado ThO. El desarrollo de los distintos tipos de respuesta
depende de las sefiales que reciba la célula ThO en el momento del reconocimiento del
antigeno; como, por ejemplo, las citoquinas presentes en el ambiente, la naturaleza del
antigeno, la célula polarizadora y la dosis del antigeno. Actualmente se reconocen
distintos tipos de células T CD4+ (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Thf y Tregs entre otras)

con funciones inmunes particulares (Figura 3)'68209.216.222,
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Figura 3. Caracteristicas generales de las principales subpoblaciones de células T CD4+. Se muestran las citoquinas
necesarias para su polarizacion/diferenciacion, los principales factores de transcripcion involucrados en su

diferenciacion, las citoquinas que producen y las principales funciones en las que participan.

Células T CD8+
Las células T CD8+ estan destinadas a la eliminacion de células del huésped infectadas
por patégenos intracelulares, mediante citotoxicidad celular directal®®2°,

Cuando las células T CD8+ reconocen antigenos en MHC de clase | en presencia de
interferones tipo | e IL-12, ellas se diferencian en células T CD8+ citotdxicas. Las células
T CD8+ citotdxicas eliminan células tumorales o los microorganismos intracelulares,
sobre todo al matar a las celulas infectadas mediante los mecanismos de
perforinas/granzimas o FAS/FASL (apoptosis por activacion de caspasas)20®218:223,

Las principales CTQs producidas durante estos procesos que estimulan la
proliferacion y sobrevida de las células T citotdxicas incluyen: IFN tipo I, IFN-y, IL-2,
IL-12, IL-27 e IL-33. Las citoquinas IFN-y y TNF-a, mejoran la presentacion de antigeno

y median efectos anti-patogeénicos, y las citoquinas IL-2 e IFN-y, son requeridas para la
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generacion de una efectiva inmunidad citotoxica ante la infeccion y céancer?8:224225
(Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién de células T CD8+. Se muestra el reconocimiento antigénico, activacion y principales

mecanismos efectores de las células T CD8+.

3.2 Citoquinas

Las CTQs, quimioquinas y factores de crecimiento son proteinas que median la
sefializacion entre células y orquestan procesos de crecimiento, proliferacion y
diferenciacion. Cada uno de estos grupos es capaz de promover estados de transicién entre
las diferentes etapas del ciclo celular, tales como el cambio entre una célula en reposo y
una célula que se esta dividiendo, pasar de ser una célula no secretora a una célula que
produce anticuerpos, o variar la produccion de anticuerpos de una clase de isotipo a
otr0226'227.

Las citoquinas son proteinas que juegan un importante rol tanto en la fase inductora
como efectora de todas las respuestas inmunes, incluyendo proliferacion celular,
comunicacion intercelular, y muerte celular. Las quimoquinas son pequefias citoquinas
que atraen y reclutan otras células en un area localizada para ejercer sus efectos
bioldgicos. También son conocidas como citoquinas que inician la quimiotaxis de
leucocitos. Los factores de crecimiento corresponden a ciertos tipos de citoquinas que

actuan sobre células-B y/o células-T, proporcionando sefiales que, junto con la sefial
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transmitida por medio del receptor especifico de un linfocito, le indica a la célula que se
divida, se diferencie o cambie a un nuevo estado?6%%’,

A continuacién, en la siguiente Tabla se describen las principales CTQs y sus
funciones, especialmente aquellas estudiadas, en mayor o menor profundidad, en HSAa

y en el presente proyecto de investigacion. Por lo tanto, no se incluyen otras innumerables

moléculas (Tabla 2).

Citoquina Fuente de Produccion Célula blanco Principales funciones
(principales) (principales)
IL-1p Macrofagos CélulasBy T Proinflamatoria
Monocitos Activacion macrofagica
Endotelio, Fibroblastos Activacion Th17
IL-2 Células Thl CélulasBy T Proliferacion de células B
Células NK Células NK yT
Proliferacion y activacion
de células NK
IL-4 Célula Th2 CélulasBy T Antinflamatoria
Mastocitos, Basofilos Monocitos Proliferacion y activacion
Macréfagos de células B
Estimula la
diferenciacion Th2 e
inhibe Thl
IL-6 Monocitos CélulasBy T Proinflamatoria
Macréfagos Monacitos Proliferacion y
Células T Macréfagos diferenciacion de celulas
Endotelio, Fibroblastos TyB
Diferenciacion Th17
IL-10 Células T reguladoras Células Ty B Antinflamatoria
Células Th2 Monaocitos Inhibicién macrofagica
Células B reguladoras Macréfagos Inhibicion de la
Células Th9 Células NK diferenciacion Thl
Monacitos, Macréfagos Activacion de células B
1L-17 Células Th17, Neutréfilos Proinflamatoria
neutrofilos, Celulas Tyd Reclutamiento de
Células Nk y NKT neutrofilos
Activacion de neutrofilos
TNFa. Macro6fagos Endotelio Proinflamatoria
Células NK Neutréfilos Acciobn sinérgica con la
Células T CD4+ Hepatocitos IL-17
Células dendriticas

53




Incremento de la

permeabilidad vascular

INFy Células NK y NKT Macro6fagos Proinflamatoria
Células Thi, células T Células NK Activacion macrofagica
CD8+ Células T Activacion de células NK

Inhibicion de la
diferenciacion Th2

TGFp Monaocitos Monaocitos Antinflamatoria
Macro6fagos Macro6fagos Inhibe la secrecion de
Células T Células Ty B CTQ proinflamatorias
Epitelio

Tabla 2. Caracteristicas generales de las principales citoquinas.

3.3 Sistema Neuroinmune

La activacién de la respuesta inmune frente a los estimulos mencionados previamente
(PAMPs o0 DAMPs) determina la aparicion de un proceso inflamatorio cuyo objetivo es
eliminar los factores enddgenos o exdgenos que la desencadenaron, para reestablecer la

homeostasia tisular (cicatrizacion o reparacion ad integrum).

El potencial destructivo de esta respuesta es de vital importancia para controlar el proceso
que la desencadend, pero puede determinar dafio secundario (colateral) a nivel tisular.

Como es previsible, debido a la alta vulnerabilidad conocida del tejido del SNC
neuroglial incluida la transmisién sinaptica, al microambiente que lo rodea, desde hace
afios, se sefiala que a nivel del parénquima la respuesta inmune debe ser «delicada y
eficiente», aplicando aqui también una frase de Hipdcrates, «primun non nocere». O
también se lo reconocia, desde el punto de vista inmune, como «la terra ignota» (del
latin, «tierra desconocida»); esto relacionado al dogma del inmunoprivilegio, que se

analizara a continuacion?2-231,
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3.3.1 Actualizacion del concepto de inmunoprivilegio del sistema nervioso

central

A la luz de la evidencia actual, la mayoria de los investigadores considera a este término

engafioso, pero a la vez, esta claro que la respuesta inmune del SNC es Unica (distinta).

El SNC tradicionalmente ha sido reconocido como un sitio «inmune privilegiado»,
concepto ligado al descubrimiento e investigaciones posteriores sobre la BHE?2232,
Trabajos de Medawar (1948) indicaban que los implantes de tejido alogénico en el SNC
(parénquima) no eran rechazados, o lo eran tardia y débilmente. Se mencionaba que esta
escasez de reaccion del sistema inmune estaba dada por la dificultad de los linfocitos en
acceder al SNC a través de la BHE intacta (rama eferente) y por una carencia de conexion
(«dialogo») entre el sistema linfatico periférico y el SNC (rama aferente)?28:232.233,

Més recientemente, en los Ultimos 10 afios aproximadamente, a partir de la
descripcién del sistema glinfatico (2012) y vascular linfatico cerebral (2015) estas
hipotesis han comenzado a ser revisadas en profundidad®°23+-2%  Hoy sabemos que el
SNC, desde un punto de vista inmune y su relacionamiento con el sistema inmune
periférico, se encuentra compartimentalizado. Asi reconocemos 3 compartimentos
diferentes pero relacionados entre si:

e parénquimay el liquido intersticial (LInt)
e sistema ventricular con los plexos coroideos (PCor) y el LCR
e espacio subaracnoideo (ESbA) y las meninges

Estos ultimos dos compartimentos poseen un comportamiento inmunoldgico
(respuesta innata, adaptativa y conexiones linfaticas) similar a los tejidos periféricos. Por
otra parte, el parénquima propiamente dicho se mantiene «privilegiado» (menos
«expuesto y reactivo» que los anteriores). No permite el pasaje de células inmunes a
través de las uniones gliales limitantes astrocitarias, no cuenta con una microglia con
capacidad migratoria destacada, capaz de alcanzar los nddulos linfaticos cervicales
(NLCs) para presentar antigenos del SNC, y limita su drenaje linfatico, principalmente, a

pequefias moléculas solubles?®-24,

55




3.3.2 Ceélulas residentes de la inmunidad innata cerebral

1. Células microgliales

2. Células astrogliales

3.3.2.1 Microglia

Como componente inmune del SNC, la microglia juega un rol fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis-funcion neuronal (sinapsis, plasticidad, funciones
neurocognitivas, aprendizaje y memoria). Se activa ante cualquier evento patologico o
pérdida de la homeostasis y tiene la capacidad de liberar una enorme cantidad de
moléculas que pueden impactar en los resultados finales del proceso biologico, tales como
citoquinas, quimoquinas y factores de crecimiento?2243,

Son fagocitos profesionales y pueden interactuar con células infiltrantes para
orquestar la respuesta inmune local?*224,

Destacamos algunos roles o funciones como es su participacion en el desarrollo de la

red y plasticidad neuronales en el cerebro adulto?#5-247:

Heterogeneidad o diversidad microglial

Diferentes subtipos de microglia han sido descriptos desde su conocimiento por Rio
Hortega. Una forma de diversidad detectada es la expresion de diferentes receptores para
distintos neurotransmisores. Dentro de ellos destacamos a los receptores para
neurotensina 2, dopamina, endotelina, vasopresina, nicotina, serotonina, GABA, entre
otros. Otro tipo de diversidad se refiere a la sefializacion interna (microglial) del TLRA4.
Solo algunos subgrupos de microglia liberan TNFa cuando este receptor es activado.
Finalmente, cuando se realiz6 un analisis genomico de microglia que reside en diferentes
regiones cerebrales, a diferentes edades, se observa que tiene distintos fenotipos region-

especificos?46:248.249,

Participacion de la microglia en neuroproteccidn-neurorregeneracion vy
neurotoxicidad-injuria
La activacion de la microglia ha sido tipicamente considerada un evento «negativo». Sin

embargo, mas recientemente se ha evidenciado un rol activo neuroprotector in situ?*>247,
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Existe evidencia creciente de un efecto antiinflamatorio. Aungue inicialmente liberan
moléculas proinflamatorias como la IL-6, seguidamente tiene la capacidad de producir
IL-10, promoviendo asi una retroalimentacion negativa (anti-inflamatoria). Otra
citoquina anti-inflamatoria que puede ser producida es el TGF-RB. Ademas, puede liberar
factores troficos neuronales, como por ej. EDF1250-252,

En modelos animales de ACV isquémico, la deplecién de la microglia se acompafia
de mayor extension del area de isquemia/infarto. Sin embargo, en modelos de Esclerosis
Multiple (EM), su menor actividad determina un retraso de la aparicion de sintomatologia
y mejoria clinica. De forma tal que, como ocurre con otros efectores inmunes, su rol
proinflamatorio-neuroinjuriante o antinflamatorio- neuroprotector/neurorreparador varia
de una enfermedad a otra, incluso, momento a momento en el curso de una misma

patologia250,253,254

3.3.2.2 Astrocitos

Clasicamente ha predominado el concepto casi dogmatico de que la inmunidad innata
cerebral depende de la microglia. Incluso, se postuld que para que los astrocitos se
activaran la microglia deberia ser facilitadora (microglial priming). Sin embargo, en las
Gltimas (2) décadas cada vez mas se insiste en un rol mas protagonico de los astrocitos,
la célula glial mas abundante del cerebro humano. Distribuida ampliamente, ha sido
subvalorada en sus funciones neuroinmunes y homeostaticas cerebrales>>27,

Los astrocitos poseen una variedad de receptores que participan de la inmunidad
innata, incluidos los TLRs (2 y 4), NODs, PKRs, receptores de manosa, receptores
scavenger («barrenderos o carrofieros») y componentes del sistema del complemento; y
una vez activados, tienen la capacidad de secretar moléculas solubles
inmunomoduladoras tales como: CXCL10, CCL2, IL-6, IL-17 y BAFF. Estas pueden
impactar sobre la respuesta inmune innata y adquirida8-261,

Especialmente destacamos el rol de los TLRs 2/4. Su activacion (ejemplo: LPS en
modelos animales) promueve el aumento de la sintesis (upregulation) de CCL2, inducida
por TNFa, que se relaciona con el reclutamiento de la microglia y monocitos hacia areas
con injuria cerebral (ej. infeccion u otras DAMPs). También aumenta la sintesis de
CXCL2, inducida por IL-1 y TNFa, que promueve el reclutamiento de

neutrofilos>7:260.261,
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Al igual que la microglia, los astrocitos pueden activarse en situaciones tales como
infecciones, injuria traumatica y enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson, ELA). Esta activacién conduce a un cambio de su morfologia (hipertrofia),
proliferacion y produccion de mediadores proinflamatorias (fenotipo «Al») tales como
IL-1B, TNFa, IL-6 y quimoquinas CXCL1 y CXCL2 (activas sobre neutrofilos). Sin
embargo, los mecanismos responsables de este cambio de estado (quiescente a reactivo-
astrogliosis reactiva) permanecen pobremente reconocidos. Recientemente, evidencia
preliminar (preclinica) senala al TNFo como uno de los implicados, actuando de forma
autdcrina/paracrina. En modelos de encefalomielitis autoinmune aguda, uno de los
factores de transcripcion (proinflamatorios) més protagonicos es el NFif256:257:260,

Aunque la activacion astrocitaria es independiente de la activacion de la microglia,
esta puede modular la astrocitosis secretando IL-1p, TNFa e INFy. En contrapartida, los
astrocitos activados pueden modular la activacion (fenotipos) de macrofagos y microglia
(ej. con la secrecion de INFy y TNFa estimulan el fenotipo proinflamatorio). Pero
también pueden secretar IL-10 y TGFp y asi derivar, la respuesta monocitaria, hacia un
estado menos inflamatorio. Ademas, también pueden modular de una forma similar a las
células T de la inmunidad adquirida, es decir, promover fenotipos pro o anti-inflamatorios
(injuriantes o protectores, respectivamente)?7259.262,

Aln mas desafiante es el hecho que, al igual que otras células efectoras, la activacion
astrocitaria comprendida dentro del concepto de astrocitosis también puede ser neuro-
protectora y neuro-reparadora (fenotipo «A2»). De modo tal que su manipulacion con
fines terapéuticos dependerd, entre otros factores, del timing y entorno (microambiente)
bioldgico predominante. Mas estudios son necesarios para poder delinear mejor el
verdadero rol de estas células en cerebros sanos y diversas patologias neuroldgicas

(astrogliosis) 255,257,262

4. Rol de la respuesta inmune sistémica en la HSAa

Desde hace varias décadas (desde los afios 70), la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
ha sido estudiada a nivel clinico en la HSAa, poniendo en evidencia la importancia de la
respuesta inmune en la fisiopatologia de la enfermedad.

Neil y colaboradores, en 1974, realizaron un interesante estudio que dejaba en

evidencia a la leucocitosis/neutrofilia en sangre periférica como un marcador de gravedad
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de la HSA. Seguidamente, numerosos estudios replicaron este hallazgo. Recientemente,
un metaanalisis (con heterogeneidad entre los 13 estudios incluidos) confirmé la
asociacion de un pronostico negativo (mayor morbimortalidad) con la hiperleucocitosis
precoz (al ingreso) en pacientes con HSAa. También se ha asociado a la hiperleucocitosis
(marcador independiente) con el desarrollo posterior de vasoespasmo e isquemia
diferida?3-2%,

Al-Mufti y colaboradores enrolaron 1.067 pacientes en forma prospectiva y
analizaron el valor del cociente neutrofilos/linfocitos (NLRatio) al ingreso como predictor
de isquemia diferida. Se consider6 alto un NLR > 5.9. El 72 % de los pacientes presento
un NLR elevado. En el andlisis multivariado, el NLR alto se asocid con pobre grado
clinico (H&H altos), aneurismas de la circulacion anterior, mayor acumulacién de sangre
en la tomografia (Fisher >3), pérdida de conciencia inicial y raza caucésica.
Adicionalmente, en el analisis multivariado el NLR resulté ser predictor de isquemia
diferida (mayor aporte del estudio en cuestion). El poder predictivo fue similar al de la
escala modificada de Fisher, y mejord cuando se realizé el analisis del modelo combinado
(NLR mas escala de Fisher: 63 % de sensibilidad y 53 % de especificidad). Sin embargo,
no se asocid significativamente con mayor morbimortalidad?".

En 2001, Yoshimoto y colaboradores evidenciaron en pacientes con HSAa que el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS, definido segun los criterios del
Consenso de 19922%) se asociaba con peor grado clinico (escala de Hunt y Hess), mayor
cantidad de sangre en la tomografia (escala de Fisher) e hiperglicemia al ingreso (mayor
a 200 mg/dL). El desarrollo de SIRS se asoci6 con un riesgo incrementado de presentar
complicaciones neurolégicas (vasoespasmo e hidrocefalia) y extraneurolégicos (o
sistémicas)?®’. En 2008, Dhar y Diringer realizaron un abordaje diferente con el SIRS y
estudiaron la carga diaria (SIRS burden) del mismo durante los primeros 4 dias. En 276
pacientes con HSAa y sin infeccion en curso analizaron la frecuencia y predictores del
SIRS. Detectaron que mas del 50 % lo presentan al ingreso y el 85 % en los primeros 4
dias (previo al periodo de vasoespasmo-isquemia diferida). Los factores que se asociaron
con el desarrollo de SIRS fueron la gravedad clinica inicial (escala de la WFNS), la
cantidad de sangre por tomografia, aneurismas grandes, mayores cifras de presion arterial
y el tratamiento del saco aneurismatico por via quirargica (colocacién de clips). Todos
los pacientes que instalaron vasoespasmo clinico-isquemia diferida habian presentado
SIRS. Cuanto mayor fue la carga de SIRS, mayor el riesgo de isquemia diferida. Los

resultados del analisis multivariado arrojaron como predictores independientes para el
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desarrollo de vasoespasmo clinico a la carga de SIRS, la cantidad de sangre volcada al
ESbA (Fisher 3) y el tratamiento quirargico del aneurisma. Ademas, la carga de SIRS
resulté ser el predictor independiente mas potente (junto a la necesidad de intubacion
orotraqueal) de malos resultados neuroldgicos (mayor discapacidad y dependencia) y
mortalidad. De hecho, los pacientes que no presentaron SIRS no desarrollaron
complicaciones neuroldgicas o extraneuroldgicos (subgrupo de pacientes uniformes con
buen prondstico)?®®. Posteriormente, en 2010, Tam y colaboradores encontraron
resultados similares. Mas del 60 % de los pacientes presentaron SIRS, sobre todo aquellos
mas graves (pobre grado clinico al ingreso por la escala WFNS). Por otra parte, cuanto
mayor la carga de SIRS diaria, peores fueron los resultados de morbimortalidad®®®. A
continuacion, Claassen y colaboradores (2014), sumaron informacion respecto al posible
papel de la respuesta inflamatoria como desencadenante de crisis epilépticas no
convulsivas (CENCs) y malos resultados clinicos. Los pacientes con CENC presentaron
una mayor respuesta proinflamatoria, tanto medida a través de indicadores clinicos (carga
de SIRS), como también empleando biomarcadores séricos (receptor 1 de TNFa y
proteina C reactiva). Vale aqui la pena mencionar que actualmente el control de la
respuesta inflamatoria es uno de los objetivos destacados, en intensa investigacion, para

intentar prevenir y/o mitigar y/o interrumpir la epileptogénesis?’%21,

5. Participacion de las células del sistema inmune innato en
la HSAa

En comparacion con la determinacion de mediadores solubles o moleculares
(especialmente de las citoquinas), la participacion de los efectores inmunes de la respuesta

innata y adaptativa ha sido sensiblemente menos estudiada a la fecha.

El reconocimiento de las células (periféricas y residentes) como efectores claves de toda
respuesta inmune, ha promovido en los ultimos afios un incremento drastico del interés
cientifico por caracterizar mejor su rol (neuroinjuriante vs neuroprotector/
neurorrestaurador) en este complejo escenario clinico. El objetivo final es poder, a través
de su manipulacion, modular los mecanismos neuroinjuriantes y/o neuroprotectores-

neurorreparadores y, asi, lograr mejorar los resultados clinicos de los pacientes?’3274,
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La infiltracién parenquimatosa (cerebral) por parte de los efectores inmunes (celulares)
ubicadas (primariamente) en el espacio subaracnoideo y/o ventriculos cerebrales es un
punto de mucho interés actualmente. Recordamos que una vez que la BHE pierde su
integridad luego de ocurrida la hemorragia en el espacio subaracnoideo, la penetracion de

mediadores inmunes sobre el parénquima cerebral esta facilitado?*%27,

La activa participacion de la microglia (macrofagos residentes) y los
neutréfilos/monocitos infiltrantes (macréfagos periféricos) en la generacion y expansion
del dafio del tejido nervioso central es ya conocido hace décadas?’#27®. Sin embargo, se
desconoce el/los momentos/s en los cuales unos u otros tienen mayor protagonismo
injuriante o neuroprotector/neurorreparador. Recientemente, Xu y colaboradores con su
modelo de ratones aportaron algunos datos promisorios. Encontraron que la microglia se
activaba méas precozmente y poseia un papel mas temprano que los monocitos infiltrantes.
Mientras que la primera ya participaba dentro de las primeras 24 horas del sangrado, los
segundos entraban en juego a partir del dia 2-3 (similar a lo que ocurre en ACV isquémico
en ratones y humanos). Ademas, la microglia continuaba activandose, cada vez en mayor
namero, hasta el dia 3 (fundamentalmente, pero no exclusivamente, en la cercania de la
sangre acumulada). La explicacion para los hallazgos mencionados encuentra su
fundamento en modelos experimentales que determinaron la evolucién temporal del dafio
de la BHE?"4277,

Acerca del papel que desempefian los neutréfilos en este escenario, Provencio y
colaboradores han realizado interesantes aportes. En 2010, reportaron una asociacion
entre el porcentaje de neutréfilos a nivel de LCR de pacientes con HSAa (n=70) y el
desarrollo posterior de vasoespasmo angiografico. Particularmente, un recuento mayor a
62 % al dia 3 posterior al sangrado, resultd ser el mejor valor de corte predictor
independiente del desarrollo, a los dias, de vasoespasmo con una sensibilidad de 80 % y
una especificidad de 58 %. Dado que el incremento de neutréfilos ocurrid antes que el
vasoespasmo, los investigadores plantean que estas células tendrian un rol efector y no
reactivo. Seguidamente, en 2011, trabajando sobre un modelo murino con ensayos de
deplecion de granulocitos y monocitos previo al sangrado subaracnoideo, demostraron
que la deplecion de neutrofilos (60 %) se asociaba con una disminucion del desarrollo
posterior de vasoespasmo angiografico y mejoria de la morbilidad (neurocognitiva).

Ademas, evidenciaron una menor activacion de la microglia y menor infiltracion
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neutrofilica del parénquima cerebral. Finalmente, en 2016, trabajando con el modelo
murino con neutrofilos deplecionados reportaron la mejoria del vasoespasmo y del
impacto neurocognitivo (performance cognitiva y memoria espacial a largo plazo) cuando
la deplecion ocurri6 3 dias después del sangrado (no antes). Exploraron la participacién
de los receptores NMDA en el déficit neurocognitivo diferido estudiando la potenciacion
(tardia) a largo plazo (long term potentiation - LTP). Plantearon que los neutrdéfilos (grupo
con HSA) pueden a través de la secrecion de IL-18 e IL-6, interferir con la LTP.
Especificamente, la IL-6 puede modular la actividad del receptor NMDA hipocampal y
reducir la entrada de calcio al citoplasma (desde los depoésitos intracelulares) inhibiendo
la LTP. Respecto al funcionamiento del receptor NMDA, los investigadores encontraron
como potencial mecanismo implicado en la mejoria neurocognitiva, un cambio en la
composicion de las subunidades que conforman el receptor (tetramérico). En el grupo
deplecionado al dia 3 del sangrado, ocurri6 una disminucién de la subunidad NR2A y del
cociente NR2A/NR2B, hecho ya evaluado en modelos con trauma de craneo asociado a
mejoria de la memoria a largo plazo. Desarrollar farmacos capaces de modular la
activacion y bloquear la entrada precoz de neutrofilos al espacio subaracnoideo-espacio
perivascular-parénquima cerebral es una opcion, tedricamente, valida?’3274.278.279,

Friedrich y colaboradores (2011) agregaron mas informacién al plantear un posible
rol injuriante, por parte de los neutrofilos, a nivel de la microcirculacion cerebral (menor
a 100um de diametro, capilares y vénulas). En su modelo experimental de ratas con HSA,
observaron infiltracion neutrofilica ya a los 10 minutos post sangrado (las convierte en
las primeras células de sangre periférica reclutadas por la injuria cerebral), tanto a nivel
microvascular-endotelial como parenquimatoso (al inicio, mayor a nivel microvascular-
endotelial y con el pasar de las horas, invaden el parénquima). Testearon drogas capaces
de disminuir la activacion neutrofilica (PDTC: pyrrolidine dithiocarbamate) o de reducir
el numero de neutréfilos (vinblastina). En ambos casos, encontraron asociacién con
menor dafio endotelial o parenquimatoso y menor actividad colagenasa. Por lo que los
investigadores enfatizaron sobre la participacion de los neutrdfilos como generadores de
dafio microvascular precoz (degranulacion con liberacién de proteasas incluidas
colagenas y gelatinasa MMP-9, sintesis de mieloperoxidasa y consumo de NO)?,

Mas recientemente, Atangana y colaboradores (2017) evidenciaron, en su modelo
animal de HSA, la relevancia de los neutréfilos intravasculares y su interaccién con el
endotelio vascular, como gatillo inicial (previo) de la activacion de la microglia y
consiguiente dafio parenquimatoso. Empleando ratones knockout (KO) para los genes de
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las moléculas de adhesion ICAM-1 y P-selectina (cuya expresion se incrementa en los
primeros dias en modelos HSA), provocaron menor interaccion neutrofilo-endotelial
(vascular) durante la primera semana de evolucion, que resultd en los dias siguientes, en
una menor acumulacién de microglia y muerte neural (disminucion de la injuria
secundaria por la inflamacion cerebral propagada). Concomitantemente, no detectaron la

invasién parenquimatosa por linfocitos periféricos.

En resumen, podemos sefialar que el trafico de neutréfilos hacia el parénquima cerebral,
junto con la activacion de la microglia, forma parte de la iniciacion y propagacion de la

injuria cerebral?1282,

Con respecto al rol de los monocitos, Szypulka y colaboradores (2010), en su modelo
murino de HSA, mostraron un aumento de la infiltracion monocitaria a las 24 horas post-
sangrado®®, Ademas, Gris T y colaboradores (2019) encontraron que la infiltracion
continuaba hasta el dia 2, particularmente para la subpoblacién de monocitos clésicos
proinflamatorios?’®. Por su parte, Xu Z y colaboradores (2019) demostraron que la
activacion de la microglia es precoz (primeras 24 horas) y alcanza un maximo al tercer
dia y que la infiltracion del SNC por los monocitos ocurrié a partir del dia 3. Méas
interesante aun es el hecho observado de que la microglia activada secretaba CCL-2
(quimioguina de monocitos) y su sintesis se incremento a lo largo de los 3 primeros dias,
siendo méxima al dia 3, momento en el cual se detectd la infiltracion monocitaria.
Coincidentemente, la permeabilidad de la BHE también se incrementd (técnica de azul
de Evans) durante este periodo pre-infiltrativo periférico?”’. Estos resultados ponen en
evidencia el rol preponderante de la microglia en orquestar la respuesta inmune
encefalica?’4281.284,

Belge et al. encontraron que luego de la estimulacion in vitro con LPS, los monocitos
CD16+ (de la sangre periférica) produjeron niveles mas elevados de TNF-a (citoquina
proinflamatoria) y menores niveles de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria)?3>. Numerosos
estudios han mostrado que el TNF-a esta elevado a nivel del parénquima y LCR de
pacientes con HSAa, particularmente en pacientes con resultados clinicos

desfavorables?86:287,
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Los monocitos CD16+ podrian ser, luego de la microglia activada precozmente, una

fuente mas tardia de TNF-a a nivel del LCR/parénquima cerebral de pacientes con HSAa.

Ademas, los leucocitos mononucleares presentes en el LCR de los pacientes con
HSAa pueden sintetizar y secretar endotelina-1. La misma puede acceder facilmente
desde la capa adventicia a la capa muscular de las arterias del poligono de Willis y
contribuir, como fue mencionado previamente, con el desarrollo de dafio vascular y
vasoespasmo cerebral?8289,

Otro interesante hallazgo revelado por Ma y colaboradores (2015) sefiala al TLR 4
expresado precozmente en las células mononucleares sanguineas de pacientes con HSAa,
como otro factor implicado en el desarrollo de vasoespasmo, isquemia diferida y malos
resultados clinicos funcionales. La activacion de este receptor promueve la sintesis de
varias citoquinas proinflamatorias entre las cuales destacamos la IL-1B, TNFa e IL-6;
ademéas ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular 1) y MCP-1 (proteina quimotactica
de monocitos 1)*°. Esta Gltima quimoquina, MCP-1, fue estudiada por Kim y
colaboradores, en pacientes con HSAa. El incremento plasmatico, detectado solo en los
casos mas severos, se asocio a peores resultados clinicos (escala modificada de Rankin)
y no a vasoespasmo. Sin embargo, el aumento a nivel del LCR se asocio con el desarrollo

de vasoespasmo angiografico®®:.

Finalmente, Unda y colaboradores (2020), detectaron que el recuento plasmatico
monocitario total aumentado precozmente (al ingreso), en pacientes con HSAa, se asocio
con una mayor gravedad, isquemia cerebral y peores resultados clinicos a corto y largo

plazo (12 meses)?®2,

El papel de las DCs en la HSA ha sido menos estudiado. Hallazgos preliminares

dejan planteado su posible rol en la inmunopatogenia de la HSAa.

Roquilly y colaboradores, en 2013, encontraron una disminucién relativa y absoluta de

esta subpoblacion celular en la sangre periférica de pacientes con HSAa.

Ademas, la deplecidn celular se acompafi6 de una disfuncion secretoria (tipicamente

menor capacidad de secrecion) de ciertas citoquinas (TNFo, INFy e IL-12) cuando
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algunos los TLRs fueron estimulados (TLR 3, 4, 7/8, 9). Las DCs mieloides disminuyeron
su capacidad de secretar TNFo cuando el TLR-3 fue estimulado. Por otra parte, las DCs
plasmocitoides disminuyeron su capacidad de secretar TNFa e INFy cuando los TLRs 7/8
fueron estimulados?®,

En pacientes con stroke isquémico y hemorragico, Yilmaz y colaboradores
publicaron en 2010 interesantes resultados que pueden ayudarnos a comprender, al menos
en parte, la cinética de las DCs en este contexto clinico singular. Los investigadores
reportaron un descenso relativo y absoluto de estas células precozmente. Pero
ademas la deplecion fue mayor para los pacientes mas graves. Evidenciaron una
correlacion inversa con la gravedad clinica, medida a traves de la escala NIH (NIHSS), y
la extension radioldgica. Los pacientes con mayores puntajes (mas graves) tenian un
mayor descenso de la DCs. En los pacientes que fallecieron, pudieron demostrar en la
autopsia que la lesion aguda (infarto o hemorragia) estaba infiltrada por las DCs,
fundamentalmente mieloides, y en menor namero plasmocitoides. Por otra parte, se
distribuian particularmente de forma perivascular o, en menor medida, difusamente,

Finalmente, creemos que es valido mencionar aqui que, al igual que en otros pacientes
criticos, esta deplecion de DCs puede asociarse a inmunodepresion y mayor riesgo de
infecciones y mortalidad?®®.

Toda esta naciente informacion debe considerarse preliminar dado que, entre otras
limitaciones, el numero de pacientes enrolados ha sido bajo en todos los estudios
analizados.

Con respecto al rol de las células NK, en modelos animales con stroke isquémico
por oclusion (temporal) de la arteria cerebral media caracteristicamente se observa una
disminucion de las células NK de la sangre periférica y un aumento de la infiltracion

(precoz) del parénquima isquémico.

Como integrantes de la respuesta inmune innata, estas células son capaces de responder
rapidamente (precozmente y sin previa sensibilizacién) ante la aparicion de una noxa o
injuria cerebral en este caso, y atravesar la BHE lesionada, para infiltrar la zona de

penumbra e infarto.

Ya a la hora 3 de evolucién comienzan a detectarse las mismas infiltrando el
parénquima cerebral isquémico y la infiltracion es maxima al 3 dia. A continuacién, a

través de mecanismos citoliticos (NK CD56%™CD16+ mayoritariamente) o secretando
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citoquinas proinflamatorias (principalmente INFy, NK CD56"""CD16-), pueden
contribuir con la expansion del area lesionada (isquémica o infartada)?®"2%, Destacamos
que, en modelos isquémicos, de trauma e inflamatorios, una de las principales
quimoquinas para las células NKs es la CX3CL1 (fractalkine), derivada de las neuronas
(soluble o transmembrana). Estas, atraidas por esta quimoquina aumentada a nivel de la
lesion cerebral, a través de la secrecion de INFy, estimulan la sobreexpresion de
moléculas del MHC-11 en DCs que también han infiltrado la lesion, pudiendo estas activar
las células de la respuesta adaptativa. Adicionalmente, la CX3CL1 puede también atraer
a otras células de la inmunidad innata como por ej. monocitos-macréfagos, que también
seran activados por el INF-y liberado por las células NK CD56”9MCD16- 2°72%, Sin
embargo, el rol de la fractalkine es ain motivo de debate e intensa investigacion. Mas
recientemente, un rol neuroprotector de este eje CX3CL1/CX3R1 estrechamente
vinculado a la regulacion del estado de activacién de la microglia (inmunidad innata local)
ha surgido como una via de interaccion celular (NK-microglia-neuronal) a ser manipulada
con fines terapéuticos en diversas patologias neurologicas agudas 'y
neurodegenerativas?®®-302,

En pacientes con HSAa, Spitzer y colaboradores (2017) evidenciaron a nivel de LCR
un aumento de esta subpoblacion citotoxica de células NK activadas (CD569™CD16+,
CD107a+) en aquellos pacientes que desarrollaron vasoespasmo (DTC), isquemia
diferida y peores resultados clinicos funcionales medidos a traves de la GSC. Ademas,
caracteristicamente, el mayor recuento de células NK coincidié temporalmente con el
inicio del aumento de la velocidad media (DTC) a partir del dia 43%.

Sin duda, mas estudios son necesarios para poder dilucidar la participacién de esta

subpoblacién celular en este complejo escenario clinico.

Otras poblaciones celulares de la respuesta inmune innata con importancia en la HSAa

aguda son las células residentes locales.

En este sentido, la microglia como integrante de la inmunidad innata cumple con
diversas funciones (pleiotropismo funcional) que vya fueron mencionadas.
Particularmente, en la HSAa, la extravasacion de sangre en el espacio subaracnoideo
(grupo hemo, oxiHb, leucocitos, plaquetas, trombina) es responsable de una cascada de

reacciones inmunitarias que llevan a la produccién de varios factores vasoactivos y
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pro/antinflamatorio, tanto a nivel local como sistémico, los cuales se han asociado con el
desarrollo de lesiones inflamatorias a nivel de SNC17:274:303,

En un microambiente proinflamatorio, el fenotipo M1 predominard (activacion
clasica), por lo cual se liberard mayor cantidad de IL-1R, IL-6 y TNFa, RL y NO. Mas
células microgliales e inmunes seran reclutadas desde la sangre, por lo que la expansién
del dafio continuard. En contrapartida, el fenotipo M2 (comprende la activacion
alternativa y la inactivacion adquirida), tiene propiedades eminentemente neurotréficas
(IGF -1), neurorreparadoras y antiinflamatorias y ve favorecido su expresion en
ambientes con IL-4, IL-10, IL-13, TGF-R y fagocitosis de células apoptdticas?*¢3%*, Surge
aqui un interesante target terapéutico potencial que es la modulacion del fenotipo (switch
0 viraje M1 a M2), dado que sabemos que la simple deplecion de la microglia genera

mayor dafio y peores resultados clinicos?83%,

6. Participacion de las células del sistema inmune adquirido
en la HSAa

Sin duda alguna, ha sido francamente menos investigada a la fecha. Sin embargo, en los
ultimos afios han comenzado a publicarse resultados que la plantean como otra fuente de

células inmunes patogénicamente involucradas en este escenario clinico complejo

La infiltracion linfocitaria a nivel del espacio subaracnoideo es un hecho comprobado en
estudios preclinicos. Al igual que ocurre con otras células inmunes, su rol
neuroprotector/neurorreparador 0 neurotoxico/injuriante, depende al menos
parcialmente, del fenotipo predominante que se activa y expande®®3%, Asi, el fenotipo
Th1 es injuriante mientras que el fenotipo Th2 es antiinflamatorio, neurotréfico y
neurorreparador. Ademas, otras subpoblaciones celulares como las células Thl7 y
Treg, también se han explorado insuficientemente al momento actual 3°6-3%, De modo tal
que, aun cuando los avances han sido sustanciales, la inmunopatogenia en stroke, incluida
la HSAa, es alin motivo de intensa investigacion?’,

Especificamente en HSA, Kubota y colaboradores (1993) fueron los primeros en
analizar el timing y cuantificar las subpoblaciones linfocitarias (por citometria de flujo)

que infiltraron el espacio subaracnoideo en un modelo animal (ratas) de HSA®,
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El pico de aparicion de células T (supresoras y citotdxicas) a nivel del espacio
subaracnoideo ocurrié al dia 2 luego del sangrado inicial (simultineamente con la
aparicion de macrofagos?’43%°,

Becker y colaboradores, en su modelo animal (ratas) con isquemia cerebral aguda por
oclusion arterial, encontraron que la subpoblacion Thl determinaba una mayor extension
del éarea de isquemia/infarto, mientras que la subpoblacion Th2 realizaba lo
contrario31031L,

Conocido lo anterior, Ayer y colaboradores (2013) disefiaron un modelo
experimental en ratas con HSA a los efectos de testear la simvastatina (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors), cuyo efecto conocido,
entre varios muy atractivos desde un punto de vista neuroprotector (pleiotropismo), es su
capacidad de inducir una respuesta inmune Th2. Los investigadores encontraron, con
dosis altas, efectivamente un viraje de la subpoblacién de linfocitos T (en el espacio
subaranoideo y parénquima cerebral tanto a nivel cortical como del tronco encefalico)
hacia fenotipo Th2, que se acompafié de un aumento concomitante de la expresion del
factor antinflamatorio/neurotréfico TGF-R1 y disminucidon de la expresion de la citoquina
proinflamatoria/proapoptética - piroptotca IL-1R3312,

Respecto a la investigacion clinica, pocos trabajos a la fecha han estudiado
profundamente la participacion de la respuesta inmune adaptativa, subpoblaciones

celulares y estados de activacion de estas®’.

Los pioneros fueron Mathiesen y Lefvert (1996) quienes en su proyecto estudiaron
en pacientes con HSAa (n=10) las subpoblaciones linfocitarias a nivel del LCR
ventricular y sangre periférica (células T CD4+, CD8+, NK, y células B). Entre los
hallazgos mas interesantes destacaron la diferente composicion celular de ambos
compartimentos (LCR y sangre periférica), hecho que refleja que las células
encontradas a nivel del LCR no son la mera expresion del vertido de la sangre al
espacio subaracnoideo-ventricular, sino que los investigadores plantearon una
proliferacién/reclutamiento celular intratecal regulada localmente. Ademas,
reportaron que los 3 pacientes que presentaron déficit isquémico diferido tuvieron un
incremento relativo significativo de células CD8 a nivel del LCR (hecho que no ocurri6

en los restantes 7 que no desarrollaron isquemia diferida). Basados en este resultado,
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postularon una posible participacion de las células T CD8+ en la base etiopatogénica de
la isquemia diferida®?,

Mas recientemente, Jiang y colaboradores (2017), analizaron en 27 pacientes con
HSAa las subpoblaciones de leucocitos y linfocitos, y el perfil de citoquinas en sangre
periférica. El tratamiento del aneurisma se realizd Gnicamente por via quirdrgica y dentro
de las 24 horas del sangrado. La primera muestra se obtuvo en el preoperatorio y
posteriormente hasta el dia 6 del postoperatorio. Detectaron que el porcentaje de células
CD3, CD8, CD4, NKT, Treg estaba significativamente disminuido y los niveles de IL-2,
IL-4 e INFy significativamente aumentado un dia después de la cirugia respecto al
preoperatorio. Por el contrario, las células NK, NKG2D y B se incrementaron, mientras
que los niveles de IL-10 descendieron. Al evaluar sus resultados en funcion del
pronostico, los investigadores encontraron que, excepto por las células B, los pacientes
que tuvieron mejor evolucion clinica, tenian las demés subpoblaciones celulares (CD3,
CD4, CD8, NK, NKT, NKG2D y Treg) relativamente mas elevadas con respecto al grupo
con resultados desfavorables (porcentaje previo contra sexto dia de postoperatorio). De
manera que los investigadores plantearon la posibilidad de la existencia de un deterioro
profundo de la funcién inmune post HSAa en pacientes candidatos a neurocirugia precoz,
y la misma fue significativamente diferente segun la evolucidn clinica posterior. Respecto
a las citoquinas, sefialaron 2 fases, una precoz pro-inflamatoria caracterizada por el
aumento mencionado, y otra tardia, que se inicia alrededor del sexto dia cuando la IL-10

recupera su nivel®,

7. Citoquinas y otras moléculas biologicamente activas

estrechamente relacionadas en HSAa

Entre las moléculas mas estudiadas que participan en la respuesta inmune locorregional
(neuroinflamacion) y sistémica (respuesta inflamatoria sistémica) en modelos preclinicos
y pacientes con HSAa aguda, se destacan las CTQs. A continuacion, mostraremos la
evidencia cientifica en este punto y, otras moléculas involucradas, seran destacadas

fundamentalmente, por su relacién con las primeras.
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De acuerdo con la evidencia actual, basada en estudios preclinicos y clinicos, numerosas
CTQs estan implicadas en la patogenia del dafio tisular y expansion de la lesion

secundaria tanto en la IEP como en la IED.

Pero también son varias las CTQs que estan involucradas, en mayor o menor medida,
en la reparacion y plasticidad neuronal. De forma tal que, en un sentido o en otro
(proinflamatorio o antinflamatorio), las mismas influyen en Gltima instancia sobre los
resultados clinicos finales de nuestros pacientes. De ahi que numerosos grupos de
investigadores trabajan hoy en dia procurando encontrar «la molécula» (o la via de
sefializacion) a ser modulada (estimulada o inhibida) en un determinado momento (y no
en otro) post sangrado.

Su concentracion ha sido medida en tres compartimentos®®:

1) Suero o plasma

2) LCR: ventricular, cisternal o lumbar. Aporta informacidon global.

3) Parénquima cerebral: a través de de la utilizacion de microdiélsis cerebral
(MDC) (para moléculas con PM<100 kDa; CTQs 20-30 kDa): aporta informacion
regional, circundante al catéter (puede colocarse en un area normal o patologica).

Los niveles de CTQs a nivel clinico se han relacionan fundamentalmente con tres
variables clinicas de particular interés: a) isquemia/infarto diferida/o, b) morbilidad
motora funcional e independencia, morbilidad mnésica-neurocognitiva y disejecutiva, c)
mortalidad. Otros puntos de interés son: d) el vasoespasmo propiamente dicho
(estrechamiento arterial, no implica necesariamente repercusion sobre el parénquima
cerebral) y, e) la hidrocefalia sin resolucion espontanea con necesidad de implantacion de
shunt ventriculo - peritoneal.

Los estudios publicados se realizaron en su amplia mayoria en los pacientes mas
graves (H&H 1V-V) dado que son los pacientes en los cuales se les coloca catéteres
intraparenquimatosos para monitoreo de PIC, presién tisular de oxigeno y/o MDC y
emplazamiento de catéteres intraventriculares y/o lumbares para la extraccion controlada
de LCR 286,315.
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7.1 Evidencia disponible para las citoquinas
Proinflamatorias/Th1/Th2/Th17/Treg en HSAa

Dos hechos relevantes, varias veces reportados a la fecha, analizados en el metaanalisis
de Wu y colaboradores (2016), son la asociacién de niveles de TNF-o e IL-6
significativamente elevados en el LCR de los pacientes en comparacion con los controles

y, en pacientes que desarrollan vasoespasmo (DTC), contra los que no lo padecen?®.

Ademas, en el mismo metaandlisis se evidencié una correlacion directa entre la severidad
clinica (H&H) vy la concentracion en LCR para ambas CTQs?%. Con menor evidencia,
pero también reportado, es la asociacion con pobres resultados de morbimortalidad®.

Schiefecker y colaboradores detectaron peores resultados clinicos (a los 3 meses del
ictus) en pacientes con mayor concentracion parenquimatosa de IL-6 (MDC)%®. Graetz y
colaboradores evidenciaron mayores niveles sistémicos y cerebrales (MDC y LCR) de
IL-6 en pacientes que tuvieron HIC!'°, Hecho que también se observo en el metaanalisis
de Zeiler y colaboradores®!®,

En cuanto a la asociacion con vasoespasmo (definido por la reduccion del didmetro
arterial o aumento de las velocidades en el DTC), tanto la IL-6 como el TNF-a medidos
por MDC se asociaron significativamente con su aparicion. Sin embargo, los resultados
son indefinidos respecto a la isquemia diferida2®31°317,

Cuando se emplea MDC, la concentracion de CTQs es mayor en zonas circundantes
al sangrado y menor en zonas distantes (aunque siempre mayor a la concentracion de los
controles (sanos)®%,

Por otra parte, la determinacion de TNFR-1 (receptor de TNF), IL-1Ra e IL-6 en
suero y no a nivel del LCR, se asocié con el desarrollo de SIRS y disfuncién organica
multiple. Ademas de la produccion sistémica, también se plante6 como posible el pasaje
desde el intersticio cerebral y/o el LCR hacia la sangre y posterior circulacién
sistémica de mediadores inflamatorios generados a nivel intracraneano.

Por otra parte, el rol de la IL-1p y el antagonista del receptor IL-1 (IL-1Ra) han
sido mejor caracterizados, particularmente en HSAa3%2383384 Se han descrito algunos
efectos deletéreos de la IL-1 en este escenario tales como lesion de la BHE, aumento de
la secrecion de endotelina-1, vasoespasmo, aumento del edema cerebral, hipertension

intracraneana e isquemia cerebral precoz y diferida. Muchos de los cuales son potenciados
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por el aumento de la IL-6 estimulado por la IL-1. Vale la pena aqui destacar los ensayos
clinicos realizados con IL-1Ra administrado por via parenteral (subcutanea). Ya
culminada con éxito la fase Il (farmacocinética y seguridad) hace poco, actualmente se
encuentra en marcha la fase 11l que estara reclutando 1000 pacientes hasta octubre de
2022 (https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03249207). Por el momento sabemos
que la administracion del antagonista es capaz de reducir significativamente los niveles
sanguineos de IL-6, proteina C reactiva y fibrin6geno. Pero, ademas, su farmacocinética
con las dosis administradas determind una concentracién plasmatica predecible, segura 'y
bien tolerada®®

La informacién disponible para otras citoquinas (IL-2, IL-4, 1L-10, IL-17A) es
aun mas escasa en cantidad y calidad. Especialmente en lo que refiere a sus niveles en
el parénquima cerebral, seguramente debido al alto costo y baja disponibilidad de los
equipos de MDC (comparado con su medicion en sangre o LCR). También es aun
insuficiente la informacion acerca del impacto de sus niveles (en cualquier
compartimento) con otros resultados primarios de significativo interés clinico a saber:
pronostico funcional y neurocognitivo, hidrocefalia cronica y dependencia de derivacion

ventriculo-peritoneal, evolucion del tejido y atrofia cerebral, entre otros mencionados®®°.

La IL-17 ha captado atencion en modelos animales y pacientes con stroke (isquémico y

hemorrégico) més recientemente.

Secretada fundamentalmente, pero no exclusivamente por las células Th17 (no
reportado en HSAa), se le reconoce un efecto proinflamatorio. Una de sus funciones
principales es el reclutamiento de neutrofilos hacia el sitio de la injuria. Pero, ademas,
actla sobre un amplio panel de células, y las estimula a secretar potentes mediadores de
la inflamacion como IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 y quimoquinas. Coulibaly y colaboradores
(2020) publicaron interesantes resultados sobre el rol antes mencionado. Estudiaron el
LCR de 10 pacientes y de animales (ratones) con HSA. En ambos casos observaron un
aumento de la concentracion de la IL-17. A continuacidn, inhibieron (usando el agonista
inverso GSK805) el factor maestro de transcripcion de la IL-17 —RAR-Related Orphan
Receptor Gamma T— logrando asi suprimir el reclutamiento meningeo de los neutrofilos.
Ademas, detectaron a las células mieloides (en particular los propios neutréfilos) ubicadas
a nivel del espacio subaracnoideo como una fuente comdn de IL-17, hecho que sugiere

un estimulo quimiotactico autdcrino de dicha citoquina®*
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Chaudhry y colaboradores (2017) investigaron por primera vez el rol del eje IL-
23/IL-17 en 80 pacientes con HSAa. Ambas citoquinas estaban aumentadas
significativamente a nivel plasmatico (primera semana post sangrado) en comparacion
con un grupo control. La IL-23, secretada por monocitos y DCs, tiene un papel distinguido
en la maduracion del fenotipo Th17 y amplificacion de la secrecién de IL-17. De forma
intrigante, el grupo de pacientes que recibio tratamiento endovascular (coils) del
aneurisma presentd menores niveles de 1L-23 que los operados (clips). Por otra parte, la
IL-17 se elevo mas en los pacientes mas graves (H&H IV-V) y descendid en los pacientes
con infartos cerebrales diferidos. Ninguna de las dos citoquinas se asocié con los
resultados clinicos medidos de forma dicotomizada (bueno o malo) con las escalas GOS

extendida o Rankin modificada3**

La IL-10, es otra citoquina insuficientemente estudiada en este escenario clinico

particular®>*

En modelos animales, la administracion sistémica de IL-10 mejora la recuperacion
neurolégica y atenda significativamente la respuesta proinflamatoria®® Pero en
contrapartida, evidencia preliminar indica que sus niveles elevados pueden favorecer el

desarrollo ulterior de infecciones®®’.

Otras citoquinas como la IL-2 y el INFy (Th1) e IL-4 (Th2) no han recibido atencién hasta
la fecha®®®.

En un estudio pequefio conformado por pacientes con hemorragia intracerebral
espontanea y HSAa, los niveles elevados de IL-4 a nivel del LCR (precoz) se asociaron a

menor mortalidad®?°,
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2.1

2.2

CAPITULO 2. Objetivos y preguntas de

Investigacion

Objetivos Generales

1. Profundizar en el estudio de las vias etiopatogénicas involucradas en la
injuria encefalica precoz y diferida en HSAa aguda. Especialmente, profundizar

en el conocimiento del rol de la respuesta inmune locorregional y sistémica.

2. Posicionar a la Citometria de Flujo en Medicina Intensiva en Uruguay como
una técnica para la valoraciéon clinica de la respuesta inmune en diversos
escenarios clinicos donde se presume la participacion del sistema inmune y la

inflamacion.
Objetivos especificos

Evaluar la respuesta inmune en la fase aguda de la HSAa a través del estudio de
poblaciones celulares de la respuesta inmune innata y adaptativa y determinacion

de citoquinas tanto a nivel de la sangre periférica como del LCR.

Conocer los cambios en la respuesta inmune innata y adaptativa segun la técnica

seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico: «coils o clips».

Estudiar la respuesta inmune innata y adaptativa en funcién de variables clinico-

imagenoldgicas de severidad de la HSAa:

e Gravedad clinica al ingreso a la unidad de cuidados intensivos valorada a
través de la escala de Hunt y Hess.
e Cantidad de sangre a nivel intracraneano valorada a través de la escala

tomogréfica de Fisher.
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e Desarrollo o no de vasoespasmo evaluado a través del doppler transcraneano
seriado.

e Mortalidad en la Unidad de Cuidados Intensivos.

4. Profundizar en el conocimiento de la interaccion (crosstalk) de la respuesta
inmune neuro-sistémica. Analizar y comparar de forma seriada las poblaciones y
subpoblaciones celulares, su estado de activacion y niveles de citoquinas a nivel

del LCR respecto a la sangre periférica.

2.3 Preguntas de investigacion

A pesar de los grandes avances en neurociencia, la HSAa continda presentado
actualmente elevada morbi-mortalidad. Esto se atribuye en parte al conocimiento parcial
de los mecanismos fisiopatol6gicos y etiopatogénicos desencadenados por el vertido
brusco de sangre en el espacio subaracnoideo. Como detallamos, la respuesta inmune es
uno de los posibles mecanismos etiopatogénicos cuyo rol es intensamente investigado en
la actualidad y es objeto de estudio para el desarrollo de estrategias terapéuticas con el
objetivo de modularla. Asimismo, es importante conocer el impacto de la neurocirugia y
del tratamiento endovascular (embolizacion aneurismatica) sobre la respuesta inmune de
forma que sea un elemento mas a considerar, a futuro, en el momento de decidir la mejor

estrategia terapéutica multimodal (farmacoldgica y no farmacoldgica) para cada paciente.

Teniendo presente la informacién previa, en la presente tesis se pretendio dar

respuesta a las siguientes preguntas:

a. ¢Cudles son los principales efectores inmunes que se ponen en marcha en la
fase aguda de la HSAa? ;Se modifican los mismos en la fase precoz y tardia
de la HSAa?

b. ¢Cdmo se modifican dichos efectores en funcion de la gravedad de la HSAa
medida a través de variables clinicas-imagenoldgicas?

c. ¢Como influye la estrategia terapéutica de sellado aneurismatico sobre dichos

efectores inmunes?
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d. ¢Esposible identificar algiin biomarcador que tenga rol pronostico tanto como
predictor de vasoespasmo o de muerte?

e. ¢Se reconoce algun efector inmune que amerite profundizar su estudio y el
desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas al mismo tanto en modelos

animales como en estudios clinicos?
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CAPITULO 3. Materiales y métodos

3.1 Pacientes y controles

Enrolamos prospectivamente una muestra de 39 pacientes que padecieron una HSAa (32
de sexo femenino y 7 de sexo masculino) con una mediana de edad de 51 afios (IQR 43-
64) desde 2014 a 2018. Todos cursaban las primeras 72 horas del sangrado (dia 0) y el
tratamiento del saco aneurismatico ocurrié en las primeras 24-36 horas del ingreso a la
emergencia hospitalaria.

Los criterios de exclusiéon fueron los siguientes: edad menor a 18 afios, trauma
encefalocraneano asociado a la HSAa, encefalopatia hipdxico-isquémica asociada a la
HSAa, ausencia de un aneurisma sacular como responsable del sangrado, otra etiologia
vascular diferente a un aneurisma sacular como fuente del sagrado meningeo, neoplasia
intracraneana, ventriculitis y/o meningitis durante el periodo del estudio (primeros 10 dias
de evolucion), neumonia asociada a la ventilacion mecéanica y/o bacteriemia durante el
periodo del estudio (primeros 10 dias de evolucién), embarazo, enfermedades previas
conocidas con base inflamatoria o autoinmune (incluidos las neoplasias malignas),
aquellos pacientes cuyos familiares directos no firmaron el consentimiento informado.

La severidad clinica de la HSAa se evalud a través de la escala de Hunt & Hess
(Anexo 1). Se defini6 que un paciente tenia buen grado clinico si su escala fue de I, 1l o
I11. En cambio, tenia pobre grado clinico, si su escala fue de 1V o V. La magnitud del
sangrado se evalué con el uso de la escala tomografica de Fisher (Anexo 1). Se definio
como de bajo riesgo de VVasoespasmo a los valores 1y 2; por el contrario, se definié como
de alto riesgo de Vasoespasmo a los valores 3y 4. El diagndstico del saco aneurismatico
se realiz6 mediante una Angio - Tomografia o una Angiografia por Sustraccion Digital
(DSA).

Los pacientes se trataron siguiendo el protocolo clinico-terapéutico de la Catedra de
Medicina Intensiva que incluyd el sellado precoz del saco aneurismatico por via
quirdrgica (clips) o endovascular (coils). A todos los pacientes se les realizé monitoreo
no invasivo con Doppler Transcraneano (DTC) como método de screening del desarrollo
de vasoespasmo cerebral (cada 24-48horas) desde el ingreso a la Unidad de Cuidados

intensivos (UCI) y hasta el dia 14 de evolucién. El vasoespasmo de la Arteria Cerebral

77



Media (ACM) y la Arteria Cerebral Anterior (ACA) se diagnosticé cuando la velocidad
media (VM) del flujo sanguineo cerebral (FSC) superd los 120 cm/s y resultd ser 3 veces
superior a la VM del FSC a nivel de la Arteria Cardtida Interna (extracraneana) ipsilateral
(indice de Lindegaard > 3)8%2L. A nivel del Tronco Basilar el vasoespasmo se diagnostico
cuando la VM del FSC en la arteria basilar aument6 por encima de 90 cm/s y resulto ser
2 veces superior a la VM del FSC a nivel de las arterias Vertebrales (extracraneanas)
(indice de Soustiel > 2)22,

La nimodipina por via enteral (60 mg cada 4 horas), como profilaxis de la isquemia
diferida, se indico siguiendo las recomendaciones internacionales, a todos los pacientes
desde el ingreso y hasta completar 21 dias de evolucion.

Se incluyeron 56 controles sanos (45 de sexo femenino y 11 de sexo masculino) sin
factores de riesgo vascular mayores o enfermedades previas conocidas con base
inflamatoria o autoinmune o neoplésica fueron incluidos. A 41 de ellos se les extrajo una
muestra de sangre de control. 15 sujetos con diversas patologias benignas que tenian
indicacion quirlrgica curativa programada (coordinada) y se les realizd anestesia
raquidea (mayoritariamente patologias benignas de ovario y hernias inguinales y
miscelaneas), previo consentimiento informado, se les extrajo muestras de liquido

cefalorraquideo (LCR) con la finalidad de medir la concentracion de las citoquinas.

3.2 Extraccion de las muestras de sangre periféricay liquido

cefalorraquideo

Las muestras de sangre periférica (SP) y LCR de pacientes se extrajeron en forma
simultanea (2 mL y 1 mL, respectivamente) en los primeros 6 dias de evolucion de la
HSAa, respetando en todo momento los protocolos confeccionados por la Catedra de
Medicina Intensiva en cuanto a la manipulacién de catéteres intraarteriales (para
monitoreo invasivo de la presion arterial a nivel radial y/o extraccion seriada de sangre)
y/o intracraneanos o lumbares. Las muestras de LCR se tomaron desde un catéter
intraventricular (ventriculos laterales) o cisternal (espacio subaracnoideo encefélico) o
lumbar (espacio subaracnoideo medular) que se emplazé con fines de manejo clinico
individual siguiendo el protocolo de tratamiento de la Catedra de Medicina intensiva y

Neurocirugia (para tratamiento de una hidrocefalia aguda, monitoreo de la PIC o
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profilaxis del vasoespasmo cerebral). Obtuvimos muestras de SP de todos los pacientes
enrolados en el estudio y muestras de LCR de 31 pacientes. En aquellos pacientes que no
tenian indicacién de colocacion de un dispositivo intracraneano o lumbar, se obtuvo
Unicamente muestras seriadas de SP. En ningun caso se dejé el catéter emplazado por
razones de investigacion Unicamente. La decision clinica de retirar o no un catéter la
realizo el equipo médico-quirdrgico actuante.

Las muestran de SP y LCR se extrajeron por parte del personal de la UCI, entrenado
y autorizado por la Catedra de Medicina Intensiva, Piso 14, Hospital de Clinicas.

Las muestras obtenidas en los primeros 3 dias (desde el dia 0 o dia del sangrado) se
definieron como muestras representativas de la fase precoz de la HSAa (IEP o early brain
injury). En cambio, las muestras obtenidas a partir del dia 4 en delante, se definieron
como representativas de la fase tardia de la enfermedad (IET o diferida).

El LCR de los controles se obtuvo al momento que el anestesista emplazo el catéter
para la anestesia raquidea indicada por el equipo anestésico-quirurgico actuante.

Las muestras de SP y LCR que se emplearon para el estudio de las concentraciones
de citoquinas se colectaron en tubos sin anticoagulante (tubo seco). La SP y el LCR se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos para obtener el suero y LCR libre de
eritrocitos. Estos fueron inmediatamente criopreservado a -80° C hasta el momento del
analisis. Para el analisis de las diferentes poblaciones celulares por Citometria de Flujo la
SP se extrajo y coloco en tubos con el anticoagulante EDTA y el LCR se colocé en tubos
con la solucion estabilizante Transfix y anticoagulante EDTA (Cytomark, UK). El
recuento absoluto de leucocitos en SP y LCR se realiz6 de forma automatica con el uso
de ABX micros 60 (Horiba, Montpellier, France). Las muestras para citometria de flujo
se procesaron y adquirieron dentro de las 12 horas de su extraccion.

Cinco muestras de LCR fueron conservadas en Transfix y en tubo seco (la misma
muestra) y se marcaron y adquirieron en el citometro con el panel utilizado. Se confirmé
que la preservacion en Transfix no afectaba la intensidad de fluorescencia de los
marcadores utilizados.

En todos los casos las muestras de SP y LCR se obtuvieron en la Unidad de Cuidados
Intensivos, posterior al tratamiento del saco aneurismatico. No se obtuvieron muestras
antes del tratamiento o durante los procedimientos correspondientes (endovascular o
neurocirugia).

El llenado de la base de datos con las variables clinicas y los resultados de la
citometria de flujo (concentraciones de citoquinas y recuentos celulares) se realizé de
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forma independiente. Una vez que se completaron ambas bases de datos, se conformo la
base de datos final y el andlisis con el cruzamiento de los datos clinicos (escala de H&H,
vasoespasmo y mortalidad) y los datos de la respuesta inmune (citoquinas y

subpoblaciones celulares).

3.3 Andlisis por Citometria de Flujo de las subpoblaciones

celulares

El estudio de las diferentes poblaciones celulares fue realizado en 2 etapas. Al inicio del
proyecto (primeros 12 pacientes) se utilizd un panel de anticuerpos de 4 colores (Figura
5) y se utiliz6 un citdmetro FACS Calibur (BD, Oxford, UK) equipado con dos laseres
(uno de argdn, 488nm (azul) y el segundo de diodo rojo, 635nm) que permite analizar 4
fluorescencias de forma simultanea y 2 parametros de dispersion de la luz (SSC y FSC)
y se encuentra disponible en el laboratorio de Biologia Molecular y Citometria de Flujo
(LCBM) en el Departamento Bésico de Medicina. Para la adquisicion de los datos, se
utilizé el software CellQuest (BD). Posteriormente, gracias a la adquisicion de un nuevo
citometro en el LCBM se estandarizé un panel de 8 colores (Figura 6) que permitio
evaluar con mayor precision las poblaciones celulares y determinar un mayor nimero de
poblaciones celulares y de variables. En este caso se utiliz6 un Citdmetro FACS Canto 11
(Becton—Dickinson, Oxford, UK) equipado con 3 laseres (uno de argon, 488nm (azul) y
el segundo de diodo rojo, 635nm vy el tercero laser violeta, 405nm) que permite analizar
8 fluorescencias de forma simultanea y 2 parametros de dispersién de la luz (SSCy FSC).
El software de adquisicion fue el FACSDiva, que incorpora el médulo de control de
calidad CST del instrumento, que permite optimizar los voltajes y realizar un control y
seguimiento de los parametros de funcionamiento del instrumento. Para el analisis de los

datos se utilizé en todos los casos el software Infinicyt™ (Cytognos, Espafia).
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Figura 5. Panel de anticuerpos de 4 colores

Tubos Laser azul Léser rojo
(poblaciones a determinar) FITC PE PerCP/ PE-Cy5.5- APC
Neutréfilos/Monocitos CD16 CD69 CD14 CD64
Células NKy B CD56 CD16 CD19 CD3
Células T y activacion CD8 CD69 CD3 CD4
Células T (CD28) cD4 CD28 CcD3

Nota: Los anticuerpos son BD Pharmingen, San Diego, USA

Figura 6. Panel de anticuerpos de 8 colores

Tubos
(poblaciones a Lé&ser violeta Léaser azul Laser rojo
determinar)
PE-
V450/BV421 V500 | FITC | PE PerCPCy5.5 oy APC APC-H7
y
Neutrofilos/
. CD3/CD20/CD19 | CD45 | CD16 | CD56 HLA-DR CD1llc | CD123 | CD14
Monocitos/DC/NK
Células T
HLA- CD196
TH1/TH2/TH17/ CD3 CD45 | CD183(CXCR3) | CD4 CD38 | CD8
L DR (CCR®)
activacion
Células T HLA- CD194
CD3 CD45 | CD25 CD4 CD127 | CD45RO
reguladoras DR (CCR4)

Nota: Los anticuerpos son BD Pharmingen, San Diego, USA

Las muestras de SP y LCR fueron lavadas y suspendidas en una solucion buffer
fosfato (PBS: phosphate-buffered saline) e inmunomarcadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente con los paneles de anticuerpos monoclonales mostrados en las
figuras 5 y 6. La concentracidon optima de los anticuerpos fue previamente determinada
por titulacion. Después de la incubacidn, los eritrocitos fueron lisados con la solucion
litica FACS (Becton-Dickinson, San Diego, CA). Posteriormente, se realiza un nuevo
lavado y se procede a adquirir los datos en el citometro.

Estrategia de gating

Inicialmente se definid la estrategia de gating mas apropiada y se guardo dicha estrategia
(funcion del software infinicyt) de forma de que todos los pacientes fueron analizados
con la misma estrategia de gating. Previo al analisis de todas las poblaciones celulares se
eliminaron los dobletes por FSC-area/FSC-altura y los debris por FSC/SSC (Figura 7).
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Figura 7. Eliminacion de dobletes y debris. A modo de ejemplo se muestra la sangre periférica de un paciente
representativo. En Ay en B se muestra en verde los eventos eliminados para el andlisis que corresponden a dobletes

y debris. En C y D los eventos a analizar (gris)

Neutroéfilos
Los neutréfilos fueron seleccionados por SSC/FSC/CDA45. La activacion fue determinada

por CD69 al utilizar el panel de 4 colores y por HLA-DR en el panel de 8 colores.
Monocitos

Segun lo reportado por Maecker y colaboradores (Maecker et al., 2012), los monocitos
se definieron por SSC, la ausencia de expresion de CD3-y CD19-y la expresion de CD14.
Como se muestra en las figuras 8 y 9 seguin expresion de CD16 e intensidad de expresion
de CD14 se determinaron las 3 poblaciones de monocitos clasicos (CD14°9"CD16),
intermedios (CD14®"9"CD16%), y no clésico (CD14*CD16°9),
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Figura 8. Definicién de poblaciones de monocitos, células NK 'y DCs segun la expresion de marcadores de superficie.
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Figura 9. Estrategia de gating de monocitos y subpoblaciones monocitarias. A modo de ejemplo se muestra la sangre

periférica de un paciente representativo. A y B se muestra eventos a analizar sin dobletes ni debris. C se eliminan de

andlisis las células CD3+ y células B a través del gate SSC CD3/CD19/CD20. D y E se seleccionan los monocitos por

CD14 y CD45. F. Segun intensidad de expresion de CD14 y CD16 se definen las 3 subpoblaciones monocitarias

(clasicos, intermedios y no clasicos).
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Células Natural Killer

Se definieron por SSC, la ausencia de expresion de CD3, CD19 y CD20.y la positividad
de CD56 (Figura 10). Como se muestra en la Figura 10 D segin expresion de CD16 se
determinaron 2 poblaciones de células NK CD56%™ CD16+ y CD56 9" CD16-.

T
150000 200000 250000

¢ S soome i L ~ ~ re =
FSC-Altura CcDh45-V500
D
- Células NK
CD16+
(3]
=
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:!' " Células NK
e . (D16-
n "
o Ll e | T A 3 b T
Lihiel bt ¥ T T T o 1E3 1E4 1ES
1E3 1E4 1E8 c DSG-P E

CD56-PE

Figura 10. Estrategia de gating de células NK. A modo de ejemplo se muestra la sangre periférica de un paciente
representativo. Previo a seleccionar las células CD56 negativas se eliminaron los eventos CD3+, CD19+ CD20+
como se muestra en figura anterior. A y B se muestra FSC/SSC y SSC/CD45. C se muestran células NK CD56+. D. Se
muestran las 2 poblaciones de células NK (NK CD56%™ CD16+ y CD56 Prigth CD16-)

Células Dendriticas

Las DCs se definieron segun lo reportado por Maecker y colaboradores identificando
células HLA-DR"" que son negativas para varios marcadores de linaje como CD3
(células T), CD14 (monocitos), CD19 y CD20 (células B) y CD56 (células NK)3%, Las
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DCs se dividieron en las 2 clasicas poblaciones; DCs mieloides basado en la expresion

de CD11c y plasmocitoides basado en la expresion de CD123 (Figura 11).
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Figura 11. Estrategia de gating de DCs. A modo de ejemplo se muestra la sangre periférica de un paciente
representativo. A y B se muestra las células a analizar segiin FSC/SSC y CD45/SSC. C. Se eliminan del andlisis los
eventos CD3+, CD20+, CD19+. D. Se eliminan del andlisis los eventos CD14+. E- Se realiza gate en base a expresion
de HLA-DR+. F. Segln expresion de CD123 y CD11c se definen las 2poblaciones de DCs: plasmocitoides (violeta) y

mieloide (rosadas).

Células T

Las células T fueron definidas segin SSC, CD3+ y CD45+ vy, subsecuentemente,
clasificadas segun la presencia de CD8 o CD4 en células T CD4+ y CD8+- La activacién
tanto de células T CD4+ como de CD8+ fue evaluada cuando utilizamos un panel de 4
colores mediante la expresion de CD69 y con el panel de 8 colores mediante la expresion
de HLA-DR y CD38.

Segun lo reportado por Maecker y colaboradores se definieron subpoblaciones de
células T CD43%3, Las células Th17 se definieron por un SSC bajo, CD45+, CD3+, CD4+,
CXCR3-y CCR6+; las células Th1 se definieron por un SSC bajo, CD45+, CD3+, CD4+,
CXCR3+y CCR6-; las células Th2 se definieron por un SSC bajo, CD45+, CD3+, CD4+,
CXCR3- y CCR6-; las células Tregs se definieron por un SSC bajo, CD45+, CD3+,
CD4+, CCR4+, CD25+ y bajo CD127. Asimismo, se definieron subpoblaciones de
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células Treg de memoria y naive segun expresion de CD45R0. A su vez se determind la

activacion de estas segun la expresion de HLA-DR (Figuras 12, 13, 14).
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Figura 13. Estrategia de gating de subpoblaciones de células T. A modo de ejemplo se muestra la sangre periférica
de un paciente representativo. A y B se muestran segiin FSC/SSC y CD45/SSC. C. Se realiza gate de células T segun
CD3+. D. se muestran poblaciones de células T CD4+ y CD8+. E. En gate de células T CD4+ se definen las

poblaciones de células T Thl, Th2 y Th17.
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Figura 14. Estrategia de gating de células T reg. A modo de ejemplo se muestra la sangre periférica de un paciente
representativo. A y B se muestran segiin FSC/SSC y CD45/SSC. C. Se realiza gate de células T segin CD3+. D. se
muestran poblaciones de células T CD4+y CD8+. E y F. En gate de células T CD4+ se definen las células Treg segin
expresion de CD194+, CD25+ y CD127-. G se muestran 2 poblaciones de Treg naive y memoria segln expresion de
CD45R0. H se muestran células Treg activadas mediante expresion de HLA-DR.

Células o linfocitos B
Las células B se estudiaron unicamente con el panel de 4 colores. Se definieron segun
SSCy la expresion de CD19+ y CD3-.

3.4 Analisis por Citometria de Flujo de la concentracion de

citoquinas

La concentracién de citoquinas proinflamatorias, Thl, Th2, Treg y Th17 fueron
determinadas utilizando el kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit permite determinar y cuantificar
en una unica muestra de escaso volumen (25-50 pL de LCR o plasma simultdneamente)
un amplio panel de citoquinas. Se determinaron las siguientes citoquinas: IL-1p, IL-6,
TNFo, IL-10, IFNy, 1L-12p10, IL-4, IL-17A. Los datos fueron adquiridos en el citometro
FACS Canto-II utilizando el software FACS-DIVA y la planilla de adquisicion de datos
de CBA-BD. Los datos fueron analizados utilizando el software FCAP Array Software

v3.0 (BD). La concentracién de cada muestra se calcula en forma automatica utilizando
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el software contrastando la fluorescencia para cada citoquina en relacion a una curva
estandar realizada en cada ensayo (Figura 15). El limite de deteccion del kit mencionado
para las citoquinas Thl, Th2, Th17 esta entre 10 — 5000 pg/mL. Para la IL-10 la linealidad
de la curva standard comienza a 4,5 pg/mL y para la IL-17A a 18,9 pg/mL
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Figura 15. Determinacién de citoquinas por CBA. A. Se muestra ejemplo de gate de beads que se realiza por FSC/SSC.
B. Se muestra las diferenetes intensidades de fluorescencia de las beads de cada citoquina en APC. C. A modo de
ejemplo una muestra donde se observa la intensidad de fluorescencia en PE que se correlaciona con la concentracion.

D. Curva standard para cada citoquina.

3.5 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizo Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 21
(Chicago, IL, USA). La estadistica descriptiva de las variables cualitativas se expreso en
porcentajes (frecuencia relativa) y las variables cuantitativas se expresaron como mediana
y rango intercuartilico (IQR: interquartile range). La significacion estadistica de las
diferencias encontradas entre las distintas variables se determind mediante el uso de tests
no paramétricos (Chi-cuadrado para variables cualitativas, Mann-Whitney para muestras
independientes y Wilcoxon para muestras pareadas). En todos los casos consideraremos

significativo un valor de p < 0,05.
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3.6 Consideraciones éticas

Se obtuvo consentimiento informado de todos los pacientes o familiares y de los pacientes
control o controles sanos. Se explico los cuidados que se realizaron para la toma de las
muestras. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas de

Montevideo, Uruguay, de acuerdo con la declaracién de Helsinki.
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CAPITULO 4. Resultados

4.1 Caracteristicas demograficas y clinicas generales

Las principales caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con HSAa (n=39)
y los controles (n total 56, n=41 SP y n=15 LCR) se muestran en la Tabla 3. Del total de
pacientes incluidos, se obtuvieron muestras de SP en la etapa precoz en 23 pacientes y en
la etapa tardia en 29 pacientes. Por otra parte, las muestras de LCR se recolectaron en la
etapa precoz en 15 pacientes y en la etapa tardia en 22 pacientes.

No se evidenciaron diferencias significativas entre pacientes y controles en la
distribucidon por edad y sexo. La franca mayoria de los pacientes enrolados padecian una
HSAa severa marcada por los siguientes parametros: mediana de GCS al ingreso a la
unidad de medicina intensiva (UCI) de 8, mediana de H&H de 1V y mediana de la Escala
de Fisher de 3.

Vasoespasmo sonografico (doppler transcraneano) se detectd en un 61 % de los
pacientes (n=24) y la mortalidad global fue de 35.9 % (n=14). No hubo diferencia
significativa en la escala de Glasgow (GCS) o la escala de Fisher entre aquellos pacientes
que desarrollaron o no vasoespasmo en la evolucion.

En el 69 % de los pacientes, el aneurisma se traté mediante clipado quirargico (n=27).
No hubo diferencia significativa respecto a la seleccion de la via de tratamiento del

aneurismay el desarrollo posterior de vasoespasmo.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas generales

Pacientes Controles
Valor p

(n=39) (n=56)
Edad: mediana (IQR) 51 (43 - 64) 48 (35 -63) 0.62
Sexo (fem:masc) 45:1 4:1 0.51
GCS ingreso UCI: mediana

8(6-14)
(IQR)
H&H: mediana (IQR) 4(3-5)
Fisher: mediana (IQR) 3(3-4)
DTC - VSP: n (%)

24 (61.5 %)
Tratamiento del Aneurisma:
n coils/clips 12/27
Mortalidad global UCI: n (%0) 14 (35.9)

IQR: rango intercuartilico; GCS: escala de coma de Glasgow; H&: Hunt y Hess; DTC: doppler transcraneano;

VSP: vasoespasmo.

4.2 Estudio de la respuesta inmune

4.2.1 Leucocitos totales

Como se observa en la Tabla 4 observamos un aumento significativo del recuento

absoluto de leucocitos en la SP de los pacientes, tanto en la fase precoz como la tardia,

respecto a la SP de los controles (p=0.0001 y p=0.0001, respectivamente). La variacion

del recuento absoluto de leucocitos a nivel del LCR de los pacientes entre la fase precoz

y la tardia result6 no significativa.
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Tabla 4. Distribucion de células de la inmunidad innata en SP y LCR en pacientes con HSA 'y en SP de controles

HSA — fase precoz HSA- fase tardia Controles Valor

(mediana (IQR)) (mediana (IQR)) (mediana (IQR)) dep
Leucocitos (/pL)
SP 13002 (8725-15321) 9832 (7632-14021) 5668 (4712-7852)  0.001
LCR 288 (200-1009) 134 (104-800) NS
Neutrofilos (/pL)
SP 9581 (775-11210) 6795 (6243-7897) 3143 (2652-3389)  0.001
LCR 180.0 (72.6-372) 95.8 (30.7-172.0 NS
Neutroéfilos (%0)*
SP 67.9 (55.0-79.50) 69.1 (63.5-80.3) 60.4 (51.0-65.18)  0.002
LCR 45 (23.7-61) 26.1 (11.7-59.7) NS
Monocitos (/pL)
SP 674 (426-1012) 536 (374-826) 322 (113-345) 0.013
LCR 24.7 (4.8-57.2) 11.0 (1.7-77.2) NS
Monocitos (%)*
SP 5.4 (3.02-7.18) 6.3 (3.8-8.4) 5.12 (2.2-6.5) NS
LCR 49 (1.7-7.9) 3.1(0.8-11.2) NS
Células Dendriticas
(fuL)
SP 20.6 (19.7-36.7) 12.4 (13.8-78.3) 18.3 (12.3-40.4) NS
LCR 1.7 (0.7-5.0) 2.6 (1.1-6.1) NS
Células Dendriticas (%)*
SP 0.1(0.1-0.2) 0.2 (0.1-1.4) 0.6 (0.3-0.7) 0.001
LCR 0.1 (0.1-0.56) 0.3 (0.14-1.34) NS

* Corresponde al % del total de leucocitos.

4.2.2 Neutrofilos

Existe aumento de neutréfilos en ambas fases evolutivas de la HSAa aguda grave, con un

perfil de activacion mayor a nivel del LCR.

A través de la CF evaluamos el recuento de neutr6filos en SP y LCR en los pacientes y
en SP de los controles. Como podemos ver en la Figura 16 y Tabla 4, los neutrofilos estan

significativamente aumentados en los pacientes respecto a los controles, tanto en la fase
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precoz como en la tardia (p=0.0001 y p=0.001, respectivamente). Ademas, destacamos
que se detecté un importante namero de neutrofilos a nivel del LCR de los pacientes,
mayor que lo reportado en forma normal. La diferencia entre ambas fases de la HSA
(precoz y tardia) no resulté significativa, tanto a nivel de SP como de LCR aunque con

una tendencia a presentar mayor recuento de neutrofilos en la fase precoz.
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Figura 16. Izquierda: Recuento absoluto de Neutrdfilos en SP de pacientes con HSAa y controles. Derecha: Recuento
absoluto de Neutréfilos en LCR de pacientes con HSAa. Se grafican medianas + error standard. Se muestra el valor
de p de las diferencias significativas.

A continuacion, estudiamos la activacion de neutrofilos. Analizamos el porcentaje de
neutrofilos en SP que expresaban el antigeno CD69. Se compard con la SP de los
controles. Como se observa en la Figura 17 el porcentaje de neutrofilos CD69+
impresiona ser mayor en la fase aguda de la HSA, aunque esta diferencia no alcanza la

significacion estadistica.
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Figura 17. Activacion de neutrofilos en SP. Porcentaje de neutréfilos con expresion del antigeno CD69 (del total
de neutrdfilos) en SP de pacientes con HSAa respecto a los controles. Se muestra un diagrama de cajas evidenciando

mediana, percentil 25y 75 (ranqo intercuartil) y minimo y méaximo. No se encontraron diferencias estadisticamente.
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Ademas, se realiz6 un analisis pareado del porcentaje de neutrofilos en SPy en LCR
de los pacientes en muestras tomadas en el mismo momento tanto en fase precoz como
tardia (Figura 18). El porcentaje de neutrofilos sobre el total de WBC resultd
significativamente menor a nivel de LCR (p=0.003). Sin embargo, el estado de activacién
de los neutrofilos determinado a través de la intensidad media de fluorescencia (MFI)
para HLA-DR fue significativamente mayor a nivel del LCR (p=0.023). EI mismo

analisis, pero para CD69, no mostrd resultados estadisticamente significativos.
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Figura 18. Frecuencia y activacion de neutréfilos en SP y LCR. lzquierda: Porcentaje de neutrofilos en SP vs
LCR en los pacientes en un mismo momento evolutivo. Se incluyen pacientes tanto de fase precoz como tardia. Se
observa un porcentaje significativamente menor de neutréfilos a nivel del LCR (p=0.003). Derecha: estado de
activacion de los neutréfilos a nivel de la SP vs LCR en un mismo momento evolutivo. La MFI para HLA-DR esta
significativamente aumentada a nivel del LCR (p=0.023). Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

4.2.3 Monocitos

Existe un incremento de las diferentes subpoblaciones monocitarias en SP en ambas fases

evolutivas de la HSAa aguda grave.

A través de CF evaluamos el recuento de monocitos en SP y LCR en los pacientes y en
SP de los controles. Como podemos observar en la Figura 19A el recuento de los
monocitos totales se detectd significativamente aumentado a nivel de la SP de los
pacientes respecto a la SP de los controles. Si bien existe un aumento tanto en la fase
precoz como tardia, este es solo estadisticamente significativo en la fase precoz
(p=0.013). Sin embargo, cuando analizamos las diferentes subpoblaciones monocitarias,
se encontrd que el recuento absoluto estaba aumentado para todas las subpoblaciones en
ambas fases, en los pacientes respecto a los controles (Figura 19B). Ademas, destacamos

que se detectd un importante nimero de monocitos a nivel del LCR de los pacientes
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(Tabla 4). La diferencia entre ambas fases (precoz y tardia) para monocitos en LCR no

resultd estadisticamente significativa (Tabla 4).
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Figura 19. A. Recuento absoluto de monocitos en SP de pacientes con HSAa, fases precoz y tardia vs SP de los
controles. Se observa un aumento significativo en la SP de la fase precoz respecto a la SP de los controles. Se grafica
mediana + error standard. B. Recuento absoluto de las subpoblaciones monocitarias a nivel de la SP de pacientes con
HSAa, fases precoz y tardia vs SP de los controles. Se observa un aumento significativo para todas las subpoblaciones
en la SP de los pacientes en ambas fases respecto a los controles. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el
valor de p de las diferencias significativas.

Seguidamente, en la Figura 20, se muestra la comparacion pareada, en el mismo
momento, del porcentaje de cada una de las subpoblaciones monocitarias a nivel de la SP
y del LCR de los pacientes. El porcentaje resulto significativamente menor a nivel del
LCR para la subpoblacién de monocitos clasicos (Figura 20A) y de monocitos
intermedios (Figura 20B) (p=0.005 y p=0.005, respectivamente). En cambio, el mismo
analisis no mostrd resultados significativos para la subpoblacion de monocitos no clasicos
(Figura 20C).
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Figura 20. Comparacion del porcentaje de las subpoblaciones monocitarias (del total de monocitos) en la SP vs el
LCR de los pacientes con HSAa. Las muestras comparadas se extrajeron en un mismo momento evolutivo desde el
sangrado. Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

4.2.4 Células dendriticas

Existe una disminucion de las DCs plasmocitoides en la SP de los pacientes con HSAa

aguda grave.

A traveés de la CF evaluamos el recuento de DCs en SP y LCR en los pacientes y en
SP de los controles. Como podemos observar en la Figura 21, se encontrd una
disminucion significativa del recuento absoluto de DCs plasmocitoides en la SP de los
pacientes, tanto en la fase precoz como tardia (p=0.01 y p=0.005, respectivamente), sin
diferencias en el recuento absoluto de las DCs mieloides ni totales. A continuacion,
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podemos observar la comparacion de los porcentajes de DCs totales y las subpoblaciones
mencionadas. Para el caso de las DCs totales, se objetivé una disminucion significativa
de su porcentaje tanto en fase precoz como tardia respecto a controles, pero esta diferencia
fue solo estadisticamente significativa para la fase precoz (p=0.001). Una situacion
similar se observo para la subpoblacion de DCs mieloides (p=0.002). En cambio, para la
subpoblacion de DCs plasmocitoides, se evidencié una disminucion significativa en el
porcentaje en la SP de los pacientes respecto a la SP de los controles, tanto en la fase

precoz como tardia (p=0.002 y p=0.001, respectivamente).
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Figura 21. Iquierda: Recuento absoluto de las DCs en la SP de los pacientes vs la SP de los controles. Se observa una
disminucién significtiva de las DCs plasmaocitoides tanto en la fase precoz como tardia. Derecha: Se obeserva una
disminucion relativa (%) significativa de las DCs totales y de las DCs mieloides en la fase precoz. La disminucién de
las DCs plasmocitoides resulté ser significativa tanto en la fase precoz como la tardia. Se muestra el % en funcion del
recuento de leucocitos totales. Se grafica mediana * error standard. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.

El analisis del LCR no arrojo resultados estadisticamente significativos al comparar
la fase precoz respecto a la tardia: DCs totales (0.1 (0.1-0.2) fase precoz y 0.2 (0.1-1.4)
fase tardia) y DCs mieloides (0.1 (0.08-0.53) fase precoz y 0.23 (0.1-1.3) fase tardia) y
DCs plasmocitoides (0.01 (0.0-0.02) fase precoz y 0.03 (0.01-0.05) fase tardia),
respectivamente.

El analisis estadistico de muestras pareadas entre LCR y SP tanto en el momento

precoz como el tardio no mostro diferencias significativas.

4.2.5 Células Natural Killer
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Existe una disminucion de las células NK en sangre periférica de pacientes con HSAa

aguda grave, con un predominio en LCR de la subpoblacion NK CD56brigth CD16-.

A través de la CF evaluamos el recuento de células NK en SP y LCR en los pacientes y
en SP de los controles. Como observamos en la Figura 22, el recuento absoluto de células
NK CD56dim CD16+ resulto significativamente menor a nivel de la SP de los pacientes,
tanto en la fase precoz como tardia (p=0.026 y p=0.020, respectivamente). Aunque existio
una tendencia similar para las células NK CD56""CD16-, la misma no fue
estadisticamente significativa. Por otra parte, la disminucion relativa de los porcentajes
fue significativa para ambas subpoblaciones (NK CD56%™ CD16+ y CD569"CD16-) a
nivel de la SP de los pacientes, tanto en la fase precoz como tardia (p=0.0001 y p=0.0001;

p=0.0001 y p=0.0001, respectivamente).
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Figura 22. lzquierda: Recuento absoluto de las células NK en la SP de los pacientes vs la SP de los controles. Se
observa una disminucion significativa de la subpoblacién NK CD56%™ CD16+ tanto en la fase precoz como la tardia.
La subpoblacion CD56 PehCD16-. no presentd cambios significativos. Derecha: Se observa una disminucion relativa
(%) significativa para ambas subpoblaciones de células NK tanto en la fase precoz como en la tardia. Se muestra %
en funcion del recuento de leucocitos totales. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las

diferencias significativas.

A nivel de LCR, las células NK CD56%™ CD16+ disminuyeron su porcentaje
significativamente entre fase precoz y tardia (0.54 (0.22-1.7) y 0.07 (0.01-0.5)
respectivamente, p=0.038. El analisis de los valores absolutos no alcanzo la significacion
estadistica. Por otro lado, la subpoblacion NK CD56°™" CD16- no vari6
significativamente entre ambas fases: (0.1 (0.08-0.5) fase precoz y 0.08 (0.03-0.2) fase
tardia). Figura 23
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Figura 23. Izquierda: Recuento absoluto de las células NK en LCR de los pacientes en la fase precoz y tardia. Se
observa una disminucién de la subpoblacién NK CD56"" CD16- y NK CD56%™ CD16+ al pasar de la fase precoz a
la tardia que no alcanzé la significacion estadistica. Derecha: Recuento relativo de las células NK en LCR de los
pacientes en la fase precoz y tardia (%). Se observa una disminucion significativa de la subpoblacion NK CD564™
CD16+ en la fase tardia. La subpoblacion CD56 P9"CD16-. no presentd cambios significativos. Se muestra % en
funcién del recuento de leucocitos totales. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las

diferencias significativas.

Como se muestra en la Figura 24, el analisis estadistico de muestras pareadas mostro
que la frecuencia de células NK CD56"9" CD16- es mayor en LCR que en SP, p=0.041.
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Figura 24. Comparacion del porcentaje de las subpoblaciones de células NK en funcion de leucocitos totales en la SP
vs el LCR de los pacientes con HSAa. Las muestras comparadas se extrajeron en un mismo momento evolutivo desde

el sangrado. Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

4.2.6 Subpoblaciones linfocitarias

Como se observa en la Tabla 5, el recuento absoluto de linfocitos (totales) en la SP de los

pacientes respecto a los controles no presento cambios estadisticamente significativos.
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Tampoco resulto significativa la variacion a nivel del LCR de los pacientes entre la fase
precoz y la tardia. En cambio, se observo una disminucion relativa (%) de los linfocitos
en la SP de los pacientes tanto en la fase precoz como la tardia, respecto a la SP de los
controles (p=0.0001 y p=0.00001, respectivamente), probablemente en relacion con el
aumento de granulocitos en estos pacientes. La variacion relativa (%) de los linfocitos a
nivel del LCR de los pacientes entre ambas fases (precoz y tardia) resulté no significativa.

El cociente CD4/CD8 para todas las comparaciones realizadas entre los pacientes y
respecto a los controles no presento variaciones (Tabla 5).

Respecto al analisis de las células B (Tabla 5), se observd una reduccion del
porcentaje de células B a nivel de la SP de los pacientes respecto a la SP de los controles
en ambas fases (precoz y tardia), pero Unicamente fue significativo el descenso relativo
en la fase precoz (p=0.007 y p=0.067, respectivamente). La variacion relativa cuando se
compard la SP de los pacientes segun la fase evolutiva (precoz vs tardia) y, la SP con el

LCR, también en los pacientes, resultd no significativa.

Tabla 5. Distribucion celular de la inmunidad adquirida en SP y LCR en pacientes con HSA y en SP de

controles

HSA — fase precoz HSA- fase tardia Controles Valor

(mediana (IQR)) (mediana (IQR)) (mediana (IQR)) p
Leucocitos (/uL)
SP 13002 (8725-15321) 9832 (7632-14021) 5668 (4712-7852)  0.001
LCR 288 (200-1009) 134 (104-800) NS
Linfocitos (/pL)
SP 1882 (613-2200) 573 (272-717) 1621 (1223-2675) NS
LCR 14.7 (7.0-48.3) 7.5(1.8-33.3) NS
Linfocitos (%0)*
SP 13.6 (7.0-19.8) 7.97 (2.8-8.7) 25.89 (20.9-32.9) 0.001
LCR 5.1 (3.7-8.7) 3.8(1.85-16.7) NS
Células B (%)*
SP 1.5(0.5-2.7) 1.5(1.3-2.0) 3.9(3.2-4.6) 0.003
LCR 0.9(0.3-1.1) 0.2 (0.1-0.4) NS
Cociente CD4/CD8
SP 2.8 (1.6-4.4) 2.3(1.92-3.7) 1.95 (1.61-3.0) NS
LCR 2.6 (1.1-3.9) 2.6 (1.8-7.8) NS

100



Células CD4+ Th17
(% de células T CD4+)

SP

LCR

Células CD4+ Treg
(% de células T CD4+)
SP

LCR

Cociente Th17/Treg

SP

LCR

Células CD4+ Thl

(% de células T CD4+)
SP

LCR

Células CD4+ Th2

(% de cédulas T CD4+)
SP

LCR

Cociente Th1/Th2

SP
LCR

31.0 (27.6-32.0)
445 (31-44.5)

8.7 (7.6-12.7)
0.9 (0.1-6.4)

3.4 (7.8-5.28)
32.8 (6.7 - 309.8)

17 (16.3 - 25)
11.2 (10.22 - 29.0)

30.5 (27 — 34)
312 (5.7-312)

0.56 (0.48 — 1.13)
0.72 (0.33 - 5.09)

30.9 (25.5-38.0)
41.0 (32-50.8)

6.2 (1.6-10.7)
2.6 (1.6-8.8)

5.16 (2.6 - 27.3)
142 (4.5 - 39.2)

21 (15.8 — 30.5)
15.50 (11.0 - 32.0)

26 (21.8 - 32.1)
14.65 (7.70 - 33.0)

0.81 (0.54 — 1.15)
0.80 (0.33 - 3.30)

11.2 (10.2-14.35)

9.7 (8.0-10.5)

1.14 (1.1- 1.6)

19.8 (13.7 - 21)

36.9 (28.4 — 46)

0.54 (0.32 - 1.16)

0.001
NS

NS
NS

0.001
NS

NS
NS

0,038
NS

NS
NS

* Corresponde al % del total de leucocitos.

4.2.6.1 Células T CD4+ Thl7y Tregs

Existe un aumento de células T CD4+ Thl7 en SP de pacientes con HSAa con

reclutamiento de estas en el LCR.

El recuento relativo (%) de las células Th17 se incremento significativamente en la SP de

los pacientes tanto en la fase precoz como la tardia respecto a la SP de los controles (p=

0.0001 y p=0.0001, respectivamente). Por el contrario, la variacion relativa de las células

Tregs a nivel de la SP no resultd ser significativa (Figura 25A). Como resultado, al

analizar el cociente Th17/Tregs se objetivo un incremento significativo del mismo en

ambas fases respecto al cociente de los controles (p=0.0001 y p=0.0001, respectivamente)

(Figura 25C). EIl andlisis realizado en LCR de los pacientes, tanto para células Th17,
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células Tregs y el cociente Thl7/Tregs, no arrojé variaciones estadisticamente
significativas entre las fases (precoz y tardia) (Figura 25B y C).

El porcentaje de células Th17 a nivel del LCR de los pacientes, tanto en la fase precoz
como tardia, se increment6 significativamente respecto a la SP (p=0.023 y p=0.021,
respectivamente). Por otra parte, se detectd un porcentaje menor de células Tregs a nivel
del LCR respecto a la SP, tanto en la fase precoz como tardia, pero dicha diferencia no
resulté estadisticamente significativa. Se destaca que el cociente Th17/Treg a nivel de

LCR es mas del doble al observado en sangre periférica.
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se observa el aumento relativo (%) significativo de las células T CD4+ Th17 en la SP de la fase precoz y tardia en los
pacientes con HSAa respecto a los controles. A derecha se observa la variacion relativa (%) no significativa con
tendencia decreciente de las células T CD4+ reguladoras en la SP de los pacientes respecto a los controles. Se muestra
% en funcién de células T CD3+ CD4+. B) Variacion relativa (%) no significativa de las células T CD4+ Th17
(izquierda) y de las células TCD4+reguladoras (derecha) a nivel del LCR de los pacientes con HSAa al pasar de la
fase precoz a la tardia. Se muestra % en funcion de células T CD3+ CD4+. C) A izquierda se observa el aumento
significativo del cociente Th17/Tregs en la SP de la fase precoz y tardia en los pacientes con HSAa respecto a los
controles. A la derecha se observa la variacion no significativa con tendencia decreciente al pasar de la fase precoz a
la tardia del cociente Th17/Tregs a nivel del LCR de los pacientes con HSAa. Se grafica mediana + error standard. Se

muestra el valor de p de las diferencias significativas.
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Cuando se comparé la SP con el LCR de los pacientes (Figura 26) en muestras
extraidas simultaneamente en un mismo momento evolutivo (analisis pareado),
observamos un incremento significativo del porcentaje de células Th17 a nivel del LCR
respecto a la SP (p=0.028). Por otro lado, al realizar la misma comparacion para el
porcentaje de células Tregs, la diferencia no resultdé estadisticamente significativa
(p=0.083).
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Figura 26. Células T CD4 Th17 y Treg en SP y LCR. lzquierda: comparacion del % de células T CD4+ Th17 a nivel
de la SP y el LCR de los pacientes. Se observa un aumento significativo a nivel del LCR. Derecha: comparacion del
% de células T CD4+ reguladoras a nivel de la SP y el LCR de los pacientes. Se observa una tendencia decreciente no
significativa a nivel del LCR. En ambos casos se analizaron muestras extraidas en un mismo momento evolutivo
(analisis pareado). Se muestra % en funcion de células T CD3+ CD4+. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.

4.2.6.2 Cédulas T CD4+ Thly Th2

Existe una disminucion significativa de la poblacion de células T CD4+ Th2 en SP de

pacientes con HSAa con relacion a controles.

Finalmente, analizamos las subpoblaciones de células T CD4+ Thl y Th2. La
subpoblacion Thl present6 una disminucién estadisticamente no significativa a nivel de
la SP de los pacientes en ambas fases respecto a la SP de los controles (Tabla 5). Por el
contrario, la subpoblacion Th2 presenté una tendencia decreciente mas marcada (Tabla
5) a nivel de la SP de los pacientes. En la fase precoz no alcanzo significacion estadistica
(p=0.059) pero si lo hizo en la fase tardia (p=0.038).

Las variaciones de estas subpoblaciones (Thl, Th2 y cociente Th1/Th2) a nivel del
LCR de los pacientes resultaron no significativas. La comparacion entre SP y LCR

tampoco arrojo resultados estadisticamente significativos.
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4.2.6.3 Estado de activacion de las células T

Un mayor porcentaje de las células T CD4+ y CD8+ de la SP de los pacientes en la fase
precoz expresaban el antigeno de activacion CD69+ respecto a los controles.

El % CD4+CD69+ en el total de células T CD4+ en la fase precoz (3.0 (2.7 —5.4)) y en
la tardia (3.65 (1.75 — 7.15)) estaba aumentado en la SP de los pacientes respecto a los
controles (0.52 (0.3 — 0.98)), pero unicamente en la fase precoz resultd ser
estadisticamente significativo (p=0.0001 y NS, respectivamente).

El % CD8+CD69+ / total células T CD8+ en la fase precoz (25.1 (10.0 — 36.2)) y
tardia (8.56 (3.9 — 26.0)) estaba aumentado en la SP de los pacientes respecto a los
controles (2.16 (1.28 — 2.97)), pero Unicamente en la fase precoz resultdé ser
estadisticamente significativo (p=0.000 y NS, respectivamente).

No se observaron diferencias en la expresion de CD28 en células T CD4+ y CD8+

entre la SP de los pacientes y los controles.

Las celulas T CD4 y CD8 mostraron un estado de activaciéon mayor en LCR en
comparacion con SP en la fase precoz y tardia medido a traves de la expresion de CD3,
CD69y CD28.

Las células T CD4+ y CD8+ mostraron un perfil de activacion mayor a nivel de LCR
en comparacion con SP. Como se muestra en la Figura 27 y 28, las células T CD4+ y
CD8+ mostraron una expresion disminuida de CD3 (MFI de CD3) en el LCR en
comparacion con la SP de los pacientes en la fase precoz de la HSA (p=0.002 y p=0.0001

respectivamente).
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Figura 27. Estado de activacion de células T en SP vs LCR en pacientes con HSAa en la fase precoz. MFI para el
antigeno CD3 en células T CD4+ y CD8+ en ambos compartimentos. Se observa una reduccion significativa de la

expresion de CD3 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.
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Figura 28. Imagen representativa de la expresion de CD3 en células T en un paciente con HSA en la fase precoz. Se
muestran histogramas de CD3 de células que se hizo gate en FSC/SSC/CD3/CD4 o CD8. A) Expresion de CD3 en

células T CD4+ en sangre periférica (linea roja) y LCR (linea verde). B) Expresion de CD3 en células T CD8+ en

sangre periférica (linea roja) y LCR (linea verde).

Similar a lo observado en la fase precoz, la expresion de CD3 disminuyé de forma

significativa a nivel del LCR en la fase tardia (Figura 29), tanto en células T CD4+ como

T CD8+.

La mayor activacion de la fase precoz se extendio mas alla del dia 3 como lo muestran

los resultados comentados.
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Figura 29. Estado de activacion de células T en SP vs LCR en pacientes con HSA en la fase tardia. MFI para el
antigeno CD3 en células T CD4+ y CD8+ en ambos compartimentos. Se observa una reduccion significativa de la
expresion de CD3 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel. Se muestra el valor de p de las diferencias
significativas.

Como muestra la Figura 30 y la Figura 31, la expresion de CD69 en las células T
CD4+ aumento significativamente a nivel del LCR con respecto a la SP en la fase precoz
de la HSA (p=0.046). La variacion de la expresion de CD69 en células T CD8+ resultd

ser estadisticamente no significativa.
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Figura 30. Estado de activacion de células T CD4+ en SP vs LCR en pacientes con HSAa en la fase precoz. MFI para
el antigeno CD69 en células T CD4+ en ambos compartimentos. Se observa un aumento significativo de la expresion
de CD69 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel.
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Figura 31. Imagen representativa de la expresion de CD69 en células T CD4+ en un paciente con HSA en la fase
precoz. Se muestran histograma de CD69 de células que se hizo gate en FSC/SSC/CD3/CD4. Linea roja corresponde
a muestra de sangre periférica y la linea verde de LCR.

Asimismo, como muestra la Figura 32, la expresion de CD69 en las células T CD4+
permanecio elevada significativamente a nivel del LCR en la fase tardia de los pacientes
con HSAa (p=0.0023).
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Figura 32. Estado de activacion de las células T CD4+ en SP vs LCR en pacientes con HSA en la fase tardia. MFI

para el antigeno CD69 en células T CD4+ en ambos compartimentos. Se observa un aumento significativo de la
expresion de CD69 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel.

La variacion de la expresion de CD69 en células T CD8+ en la fase tardia no resulto

significativa.
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También estudiamos la molécula CD28 co-estimuladora de células T en células T

CD4+y CD8+. Como se muestra en la Figura 33 y la Figura 34, las células T CD4+y T

CD8+ del LCR expresaron menores niveles de CD28 con respecto a las células T CD4+

y T CD8+ de SP en los pacientes en la fase precoz de la HSA (p=0.018 y p=0.0018,

respectivamente).
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Figura 33. Estado de activacién de las células T en SP vs LCR en pacientes con HSA en la fase precoz. MFI para el

antigeno CD28 en células T CD4+ y CD8+ en ambos compartimentos. Se observa una reduccién significativa de la

expresion de CD28 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.
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Figura 34. Imagen representativa de la expresion de CD28 en células T en un paciente con HSA en la fase precoz. Se
muestran histogramas de CD28 de células que se hizo gate en FSC/SSC/CD3/CD4 o CD8. A) Expresion de CD28 en

células T CD4+ en sangre periférica (linea roja) y LCR (linea verde). B) Expresion de CD28 en células T CD8+ en

sangre periférica (linea roja) y LCR (linea verde).
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Asimismo, en la fase tardia de la HSA las células T CD4+ y T CD8+ del LCR
expresaron niveles menores de CD28 en comparacion con la SP en los pacientes (p=0.025

y p=0.045, respectivamente), Figura 35.
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Figura 35. Estado de activacion de las células T en SP vs LCR en pacientes con HSAa en la fase tardia. MFI para el
antigeno CD28 en células T CD4+ y CD8+ en ambos compartimentos. Se observa una reduccion significativa de la
expresion de CD28 a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.

Tambien se evaluo la expresion de HLA-DR y CD38 en células T y se observo una
tendencia incremental en el porcentaje de células que expres6 HLA-DR a nivel del LCR
en la fase precoz de la HSA, pero la misma resulté no fue significativa (p=0.066). Si
embargo, en la fase tardia de la de HSA, las células T CD4+ expresaron mayores niveles
de HLA-DR y CD38 a nivel del LCR (Figura 36), (p=0,016). La variacion de la expresién
del antigeno HLA-DR y CD38 en células T CD8+ no resulto significativa en ninguna de

las fases evolutivas.
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Figura 36. Estado de activacion de linfocitos T CD4+ en SP vs LCR en pacientes con HSA en la fase tardia. Porcentaje
de células T CD4+ CD38+ HLA - DR+ en el total de células T CD4+ en ambos compartimentos. Se observa un

aumento relativo significativo de la expresion a nivel del LCR indicando mayor activacion a este nivel. Se muestra el

valor de p de las diferencias significativas.

4.2.7 Subpoblaciones celulares y estado de activacion segun la

fase evolutiva, respecto a las variables clinicas de interés

Dentro de todas las variables clinicas medidas consideramos que las de mayor

importancia para estudiar si existen diferentes perfiles inmunes son las siguientes:

1.

2
3
4.
5

Técnica seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico
Gravedad clinica segun escala de H&H

Escala tomografica de Fisher

Desarrollo de Vasoespasmo

Mortalidad al alta de la Unidad de Cuidados Intensivos

4.2.7.1 Técnica seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico

Los pacientes tratados con Coils (endovascular) mostraron mayores niveles de leucocitos

y monocitos en el LCR en la fase tardia de la HSA con respecto a los que fueron tratados

con clips (neurocirugia abierta).
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Se evaluaron diferencias clinicas de interés tales como la edad, sexo, la severidad clinica
(escala de H&H) y tomografica (escala de Fisher), el desarrollo de vasoespasmo y
mortalidad entre los grupos analizados (coils vs clips), sin observar diferencias
estadisticamente significativas.

Las variaciones en los recuentos absolutos y relativos de las diferentes
subpoblaciones celulares a nivel de la SP de los pacientes con HSAa, segun el tratamiento
realizado sobre el aneurisma, no arrojaron diferencias significativas, independientemente
de la fase (precoz o tardia) analizada (Tabla 6).

En la Tabla 6 se destacan las principales variaciones encontradas en las diferentes
subpoblaciones celulares a nivel del LCR segun la etapa evolutiva y la técnica
seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico. Se observo un recuento absoluto
de leucocitos significativamente mayor a nivel de la fase tardia en los pacientes
embolizados (coils) respecto a los pacientes operados (clips) (p=0.037). A su vez se
observo un mayor porcentaje de monocitos en la fase tardia en los pacientes embolizados
respecto a los operados (p=0.014). No hubo diferencias en la distribucion de las
subpoblaciones monocitarias entre los grupos.

Con respecto a las células de la inmunidad adaptativa, se detectd una respuesta con
una tendencia (sin alcanzar significacion estadistica) Thl - Th2 opuesta entre ambas
técnicas en el LCR. En los pacientes en los que se optd por un tratamiento endovascular
(coils) predomino la respuesta Th2 en la fase precoz y descendié posteriormente, con el
consiguiente aumento relativo de la respuesta Thl en la fase tardia. Lo opuesto ocurrid
en los pacientes operados (clips), en los cuales predomind, precozmente, una respuesta
Thly, luego, en la fase tardia, una respuesta Th2. De forma tal que el cociente Th1/Th2
también marco estas tendencias opuestas. Aumentd en los pacientes embolizados (coils)
y disminuy0 en los operados (clips).

Finalmente, también analizamos la dinamica del eje Th17 — Tregs. Se observo un
aumento significativo del porcentaje de células Tregs activadas (HLA - DR+) en la fase
tardia de los pacientes que recibieron un tratamiento endovascular del aneurisma (coils)
respecto al grupo quirargico (clips) (p=0.006). El porcentaje de células Th17, Tregsy el
cociente Th17/Tregs, independientemente de la fase evolutiva analizada, no vari6 de

forma significativa.
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Tabla 6. Poblaciones celulares inmunes en LCR en funcién de la técnica seleccionada para el
tratamiento del saco aneurismatico: Coils vs Clips

Coils

Clips

Célula (mediana (IQR)) (mediana (IQR)) Valor p

Leucocitos (/uL)

LCR Precoz 364 (200 — 1400) 271 (200 - 1090) NS

Tardio 238 (190 - 856) 127 (102 - 351) 0.037

Neutrdfilos (%0)*

LCR Precoz 48.7 (5.2 -74.8) 43.8 (23.7 - 57.0) NS

Tardio 17.4(10.0 - 32.5) 31.9(12.6 - 62.3) NS

Monaocitos (%)*

LCR Precoz 4.8(1.7-8.5) 59(1.2-7.4) NS

Tardio 15.2 (11.0-18.9) 3.0(09-112) 0.014

Linfocitos (%)*

LCR Precoz 2.9(0.8-6.1) 7.9 (3.4-10.6) NS

Tardio 4.6 (2.1 -24.5) 9.6 (1.8-25.33) NS

Linfocitos (/uL)

LCR Precoz 18.8 (7.5 -22.6) 25.1(13.6 -37.2) NS
Tardio 15.2 (6.7-32.6) 12.4 (4.43-24.32) NS

Cociente CD4/CD8

LCR Precoz 3.9 (24-5.6) 2.3(0.9-2.8) NS
Tardio 2.9(2.3-3.5) 2.4 (1.4-4.3) NS

Células T CD4+Th1 (%)

(% de células T CD4+)

LCR Precoz 11.2 (10.2 - 28.0) 29.0 (10.2 - 39.0) NS
Tardio 33.5(24.5-36.5) 11.0 (10.0 - 20.0) NS

Células T CD4+Th2 (%)

(% de células T CD4+)

LCR Precoz 32.7 (31.2 - 39.0) 57(13-7.7) 0.036
Tardio 9.5 (4.9-22.5) 17.0 (6.4 - 33.0) NS

Cociente Th1/Th2

LCR Precoz 0.34 (0.33-0.72) 5.0 (1.1-45.9) NS
Tardio 3.54 (1.9-26.2) 0.79 (0.33-1.2) NS

Células T CD4+ Th17(%)

(% de células T CD4+)

LCR Precoz 44.5 (23.0 - 47.6) 31.0(21.0 - 44.5) NS
Tardio 32.0 (31.0-36.0) 47.4 (33.0-81.0) NS

Células Tregs (%)

(% de células T CD4+)

LCR Precoz 0.5(0.3-6.4) 0.9 (0.45-1.6) NS
Tardio 6.3 (1.5-10.4) 2.3(1.6-6.0) NS
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Células Tregs HLA-DR

activadas (%)

LCR Precoz 5.3 (4.0-33.0) 25.0 (12.0 - 100.0) NS
Tardio 77.2 (69.5-98.1) 32.0(18.0-43.9) 0.006

Cociente Th17/Tregs

LCR Precoz 90.1 (3.6 — 197.1) 32.8 (30.8 — 51.7) NS
Tardio 8.3(3-37.6) 18.7 (6.1 -51.2) NS

* Corresponde al % del total de leucocitos.

4.2.7.2 Gravedad clinica segun escala de Hunt y Hess

Los pacientes de mayor gravedad segun la escala de H&H muestran mayores niveles de
monocitos en SP en la fase precoz y de células NK CD56%™ CD16+ en el LCR en la fase
tardia de la HSA.

Variables clinicas de interés tales como la edad, sexo, la severidad tomogréfica (escala de
Fisher), la técnica seleccionada para el tratamiento del aneurisma, y el desarrollo de
vasoespasmo no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
analizados (H&H menor a 1V vs IV-V).

Para esta variable clinica que dicotomiza a los pacientes por gravedad clinica, result6
significativa la diferencia de monocitos (totales) en la SP precoz. Como vemos en la
Figura 37, en aquellos pacientes mas graves (H&H 1V-V) se observé una tendencia a
presentar mayores niveles de monocitos en SP sin alcanzar la significacion estadistica y

un aumento significativo del porcentaje de monocitos totales (p =0.019).
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Figura 37. Monocitos en sangre periférica seguin escala de H&H. Izquierda: tendencia incremental, no significativa,
del recuento absoluto de monocitos en la SP de la fase precoz de los pacientes con HSAa més graves con una escala
de H&H de IV o V. Derecha: aumento relativo (%) significativo del recuento de monocitos en la SP de la fase precoz
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de los pacientes con HSAa més graves con una escala de H&H de IV o V. Se muestra % en funcion del recuento de

leucocitos totales. Se grafica mediana = error standard. Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

Seguidamente, se realizo el estudio de las subpoblaciones monocitarias. Como vemos
en la Figura 38, los pacientes mas graves (H&H 1V-V), en la SP de la fase precoz,
presentaron un descenso significativo del porcentaje y del recuento absoluto de la
subpoblacion de monocitos no clasicos (p=0.03 y p=0.048, respectivamente). Las demas
subpoblaciones monocitarias no variaron de forma significativa en esta u otra etapa, ya
seaen SP o LCR.
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Figura 38. Poblaciones monocitarias en SP segun escala de H&H. Izquierda: Disminucion absoluta significativa de
la subpoblacién de monocitos no clasicos en la SP de la fase precoz de los pacientes con HSAa més graves con una
escala de H&H de IV o V. Se grafica mediana + error standard. Derecha: Disminucion relativa (%) significativa de
la subpoblacién de monocitos no clasicos en la SP de la fase precoz de los pacientes con HSAa mas graves con una
escala de H&H de IV o V. Se muestra el % de las subpobaciones monocitarias en funcién de los monaocitos totales. Se

muestra el valor de p de las diferencias significativas.

Con respecto al andlisis del LCR, se detectdo en la fase precoz, un aumento
significativo del porcentaje las células NK CD56%™ CD16+ en los pacientes mas graves

representados por una escala de H&H de V-V (p=0.002). Figura 39.
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Figura 39. Poblaciones de células NK en LCR en funcién de escala de H&H. Aumento relativo (%) significativo de la
subpoblacion de células NK CD56%™ CD16+ en el LCR de la fase precoz de los pacientes con HSAa mas graves con
una escala de H&H de IV o V. La subpoblacion de células NK CD56°19"CD16- no vario de forma significativa. Se
muestra el % en funcion de leucocitos totales. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las

diferencias significativas.

El resto de las subpoblaciones celulares y su estado de activacion no variaron de

forma significativa.

4.2.7.3 Escala tomogréfica de Fisher

No se pudo realizar el analisis dicotomizado dado que no se enrolaron pacientes con

escasa sangre a nivel cisternal (Fisher 1y 2).

4.2.7.4 Desarrollo de VVasoespasmo

El desarrollo de vasoespasmo se asocid a un incremento de células NK CD56%MCD16+

en SP de la fase precoz de la HSA.

Variables clinicas de interés tales como la edad, sexo, la severidad clinica (escala de
H&H) y tomogréfica (escala de Fisher), la técnica seleccionada para el tratamiento del
aneurismay la mortalidad no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos analizados (vasoespasmo si 0 no).

Como se observa en la Figura 40, en los pacientes que presentaron vasoespasmo se
observo en SP un aumento significativo del recuento absoluto y del porcentaje de las
células NK totales (p=0.031 y p=0.042 respectivamente) y NK CD56%™ CD16+ (p=0.011
y p=0.031, respectivamente).
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Figura 40. Poblaciones de células NK en SP en la fase precoz en funcién del desarrollo de vasoespasmo. Aumento
significativo del recuento absoluto (izquierda) y relativo (%) (derecha) de las células NK totales y de la subpoblacion
de células NK CD56%™ CD16+ a nivel de la SP de la fase precoz de los pacientes con HSAa que desarrollaron
vasoespasmo sonografico. La subpoblacion de células CD56°19"CD16- no vario6 de forma significativa. Se muestra %
en funcién de leucocitos totales. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las diferencias

significativas.

Como se observa en la Tabla 7 no se observaron diferencias significativas en las

células de la respuesta inmune adaptativa con el desarrollo o no de vasoespasmo.

Tabla 7. Distribucion celular T CD4+, Th17y Tregs en SP y LCR en pacientes con HSAa segun la fase evolutiva y desarrollo

de Vasoespasmo

Vasoespasmo No vasoespasmo Valor p
Célula (mediana (IQR)) (mediana (IQR))

Fase precoz Fase tardia Fase precoz Fase tardia Precoz Tardia
Células T CD4+ (%)
SP 4.5 (2.7-6.7) 3.8(2.4-7.2) 3.8(2.7-5.9) 6.1 (5.2-6.2) NS NS
LCR 4.9 (2.5-13.0) 5.7 (3.1-12.0)  8.1(3.6-10.2) 17.6 (2.5-18.9) NS NS
Células CD4+ Thl7
(% células T CD4+)
SP 29.3(27.11-31.0) 32.0 (29.0-35.0) 32.9 (31.5-35.4)  13.2(12.9-54) NS NS
LCR 37.7 (27-63) 39.0 (33.0-47.4) 445 (44.5-476) 854 (83.0-87.0) NS NS
Células CD4+ Treg
(% células T CD4+)
SP 5.6 (0.9-8.7) 5.9(0.9-10.0)  11.9(10.4-128) 6.4 (24-11.5) NS NS
LCR 6.53 (3.9-6.9) 2.9 (2.2-9.2) 1.0 (0.9-0.14) 1.64 (1.64-1.65) NS NS
Cociente Th17/Treg
SP 5.1 (3.5-27.5) 55(2.9-31.2)  2.9(2.6-3.2) 2.05(1.1-22.6) NS NS
LCR 5.5 (3.9-29.2) 13.5(4.3-27.1) 91 (109.8-297.2)  52.0 (51.2-52.8) NS NS
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4.2.7.5 Mortalidad al alta de la Unidad de Cuidados Intensivos

La mortalidad en UCI se asocié con un incremento de las células NK CD56%™ CD16+ en
sangre periférica en la fase precoz y con un descenso de las células NK CD56"9""CD16-
en la fase tardia de la HSA.

Variables clinicas de interés tales como la edad, sexo, la severidad tomogréfica (escala de
Fisher), la técnica seleccionada para el tratamiento del aneurisma y el desarrollo de
vasoespasmo no presentaron diferencias estadisticamente significativas en funcion de la
mortalidad en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI).

Como se observa en la figura 41, se evidencié un aumento significativo del recuento
absoluto y porcentaje de células NK CD56%™ CD16+ a nivel de la SP precoz en aquellos
pacientes que fallecieron en UCI respecto a los que sobrevivieron (p=0.022 y p=0.033,

respectivamente).
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Figura 41. Poblaciones de células NK en SP en la fase precoz en funcion de la mortalidad en la UCI. Aumento
significativo del recuento absoluto (izquierda) y relativo (%) (derecha) de la subpoblacion de células NK CD569™
CD16+ a nivel de la SP de la fase precoz de los pacientes con HSAa que fallecieron en la UCI. La subpoblacion de
células CD569"CD16-no vario de forma significativa. Se muestra % en funcién de leucocitos totales. Se grafica

mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

Por otra parte, en la fase tardia, a nivel de la SP, Unicamente se observo una
disminucion significativa del porcentaje de células NK CD56"9"CD16- en aquellos

pacientes que fallecieron respecto a los que sobrevivieron (p=0.031). Figura 42.
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Figura 42. Poblaciones de células NK en SP en la fase tardia en funcién de la mortalidad en la UCI. Disminucion
significativa del recuento relativo (%) (derecha) de la subpoblacion de células CD569"CD16- a nivel de la SP de la
fase tardia de los pacientes con HSAa que fallecieron en la UCI. La subpoblacion de células NK CD569™CD16+ y no
vari6 de forma significativa. No hubo variacién significativa en el recuento absoluto de las subpoblaciones de células
NK en la SP de la fase tardia, independientemente de la subpoblacion analizada. Se muestra % en funcién de leucocitos

totales. Se grafica mediana + error standard. Se muestra el valor de p de las diferencias significativas.

El resto de las subpoblaciones celulares y su estado de activacion no variaron de

forma significativa.

4.3 Citoquinas

4.3.1 Citoquinas en suero y LCR de los pacientes segun la fase

evolutiva, y en comparacion con controles

Existe un aumento de las citoquinas proinflamatorias, Thl, Th2, Th17 y reguladoras en

suero y LCR tanto en la fase precoz como tardia de la HSAa aguda grave.

Con la finalidad de estudiar el perfil de citoquinas presentes en los pacientes con HSAa,
medimos citoquinas proinflamatorias, reguladoras, Thl, Th2 y Th17, en sueroy LCR en
diferentes momentos evolutivos (fase precoz y tardia) desde el sangrado subaracnoideo,
y en suero y LCR de los controles (Figura 43). Encontramos que las concentraciones de
IL-6, TNF-a, IL-17A, IL-10 e IL-2 estaban significativamente elevadas tanto a nivel del
suero como del LCR, en ambas fases evolutivas (precoz y tardia), respecto al suero y el
LCR de los controles. Para IFN-y, aunque también se increment0 Su concentracion en
ambas fases (precoz y tardia) a nivel del suero y el LCR respecto a los controles,

Unicamente el incremento a nivel del suero en la fase tardia resultd estadisticamente
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significativo. Resultados similares observamos para los niveles de IL-4. Solo el
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Figura 43. Concentracion de citoquinas en suero y LCR en fase precoz y tardia de las HSA. lzquierda: concentracion
de citoquinas en suero en pacientes segun la fase evolutiva (precoz o tardia) y en los controles. Derecha: concentracion
de citoquinas en LCR en pacientes segln la fase evolutiva (precoz o tardia) y en los controles. Tanto en la
concentracion en suero como LCR se puede observar la comparacion en los pacientes segun la fase evolutiva (precoz
vs tardia) y respeto a los controles. Se grafican en diagramas de cajas mostrando mediana, percentil 25 y 75 (ranqo

intercuartil), minimo y maximo. Para todos los casos estan sefialados los resultados estadisticamente significativos.

Ademas, como vemos en la misma Figura 43, cuando se analizd la tendencia
evolutiva de las concentraciones de las citoquinas a nivel del suero (fase precoz y fase
tardia), tanto TNFa como IL-17A incrementaron de forma significativa su concentracion
(p =0.028 y p=0.005, respectivamente). Para las restantes citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, INFy), la variacion no resultd estadisticamente significativa. Seguidamente,
realizamos un analisis similar, pero a nivel del LCR. Las concentraciones de la IL-6 e IL-
17A se incrementaron en la fase tardia pero para la IL-17A no se alcanzé la significacion
estadistica (p=0.017 y p= 0.059 respectivamente). Para las restantes citoquinas (IL-2, IL-
4, IL-10, TNFa e INFYy), la variacion no resulto significativa entre ambas fases.

Finalmente, se compard en los pacientes la concentracion de citoguinas, por fase
(precoz o tardia), a nivel de suero respecto al LCR. La concentracion de IL-6 (Figura 43)
result6 ser significativamente mayor a nivel del LCR respecto al suero en ambas fases
evolutivas (precoz y tardia) (p= 0.001 y p=0.001, respectivamente).

La concentracion de INFy, IL-2, TNFa, IL-17A, IL-4 e IL-10 no presentaron
diferencias  estadisticamente  significativas entre  ambos  compartimentos,
independientemente de la fase analizada.

121



4.3.2 Citoquinas en suero y el LCR segun la fase evolutiva y las

diferentes variables clinicas de interés

Al igual que hicimos con el anélisis de las poblaciones celulares inmunes, dentro de todas
las variables clinicas medidas consideramos que las de mayor importancia para estudiar
si existe diferentes perfiles inmunes fueron las siguientes:

1. Técnica seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico

2. Gravedad clinica segun escala de H&H

3. [Escala tomografica de Fisher

4. Desarrollo de Vasoespasmo

5. Mortalidad al alta de la Unidad de Cuidados Intensivos

4.3.2.1 Técnica seleccionada para el tratamiento del saco aneurismatico

Ya sea a nivel de suero como del LCR, las concentraciones de las citoquinas estudiadas

no variaron de forma significativa, independientemente de la fase evolutiva analizada.

4.3.2.2 Gravedad clinica segun escala de Hunt y Hess

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna citoquina, ya

sea a nivel de suero o LCR, e independientemente de la fase evolutiva (precoz o tardia).

4.3.2.3 Escala tomogréfica de Fisher

No se pudo realizar el analisis dicotomizado dado que no se enrolaron pacientes con

escasa sangre a nivel cisternal (Fisher 1y 2).

4.3.2.4 Desarrollo de Vasoespasmo

Los pacientes que desarrollaron vasoespasmo tenian un incremento de IL-17A en suero

en la fase precoz y en menor medida en la fase tardia de la HSA aguda grave.

La concentracién precoz en suero de la IL-17A se increment6 significativamente en el
subgrupo de pacientes que desarrolld vasoespasmo sonografico respecto a los que no lo

hicieron, p=0.026. La variacion de la concentracion en la etapa tardia, aunque también se
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elevo en los pacientes que desarrollaron vasoespasmo no alcanz6 la significacién
estadistica (Figura 44).

La IL-2, IL4 e INFy, también presentaron una tendencia incremental en su
concentracion sérica precoz en los pacientes que desarrollaron vasoespasmo, pero la
diferencia no resulté estadisticamente significativa. Contrariamente, la IL-10 fue la Gnica
que presentd una tendencia decremental de su concentracion sérica precoz en los
pacientes que desarrollaron vasoespasmo, pero el descenso no resultd significativo.
Finalmente, los niveles de TNFa se mantuvieron practicamente sin cambios. La variacién
de las concentraciones en la etapa tardia resultdé también no significativa (Figura 44).

A nivel del LCR no se encontraron diferencias significativas para ninguna citoquina,

independientemente de la fase evolutiva analizada.
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Figura 44. Concentracion de citoquinas en suero en la fase precoz (arriba) y tardia (abajo) en los pacientes con HSAa.
En color rojo los pacientes que desarrollaron vasoespasmo y en blanco los que no lo desarrollaron. La concentracion
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precoz de la IL-17A se elevo significativamente en los pacientes que en los dias subsiguientes presentaron vasoespasmo
sonografico. Se grafican en diagramas de cajas mostrando mediana, percentil 25 y 75 (ranqo intercuartil), minimo y
maximo. Para todos los casos estan sefialados los resultados estadisticamente significativos.

4.3.2.5 Mortalidad al alta de la Unidad de Cuidados Intensivos

Los pacientes que fallecieron en UCI tenian un incremento de IL-17A en suero en la fase
precoz y en menor medida en la fase tardia de la HSA aguda grave.

La concentracion sérica de IL-17A en la etapa precoz se incrementé significativamente
en los pacientes que fallecieron respecto a los que sobrevivieron al alta de UCI (p=0.015).
Aunque la variacién de la concentracion en la etapa tardia presentd también un aumento
en los fallecidos respecto a los sobrevivientes, no result6 ser una diferencia
estadisticamente significativa (Figura 45).

Aunque otras citoquinas como la IL-2, IL-4 e INF-y también presentaron una clara
tendencia incremental de su concentracion sérica precoz en los pacientes que fallecieron,
la diferencia no resulto estadisticamente significativa. IL-10 mantuvo su concentracion
sin cambios en ambos subgrupos de pacientes y, finalmente, TNFa descendid su
concentracion en los pacientes que fallecieron, pero el descenso no tuvo significacion
estadistica. La variacion de las concentraciones en la etapa tardia resulté también no
significativa.

A nivel del LCR no se encontraron diferencias significativas para ninguna citoquina,

independientemente de la fase evolutiva analizada.
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Figura 45. Concentracion de citoquinas en suero en la fase precoz (arriba) y tardia (abajo) en los pacientes con HSAa.
En color rojo los pacientes que fallecieron en la UCI y en blanco aquellos que sobrevivieron. La concentracion precoz
de la IL-17A se elevo significativamente en los pacientes que fallecieron en la UCI. Se grafican en diagramas de cajas
mostrando mediana, percentil 25 y 75 (rangqo intercuartil), minimo y méximo. Se sefialan los resultados
estadisticamente significativos.
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CAPITULO 5. Discusion, limitaciones,

perspectivas futuras y conclusiones

5.1 Discusion

En este proyecto investigamos sobre el rol de los principales efectores de la respuesta
inmune en pacientes con HSAa aguda grave y como incide el tratamiento del
aneurisma sobre la misma. Para ello estudiamos un amplio espectro de poblaciones
celulares de la respuesta inmune innata (neutréfilos, monocitos, células NK y dendriticas)
y adaptativa (linfocitos CD4+ (Thl, Th2, Th17), CD8+, T reguladoras), tanto a nivel de
la SP como del LCR de los pacientes con HSAa y la SP de los controles. Hicimos énfasis
en el analisis de los cambios relativos de su distribucidn y estado de activacion en funcion
del tiempo transcurrido desde el sangrado subaracnoideo (precoz y tardio).
Concomitantemente profundizamos en la cinética de algunas citoquinas estrechamente
relacionadas con las poblaciones celulares efectoras mencionadas. Pero, ademas,
incluimos para este caso, la comparacién de la concentracion de citoquinas a nivel del
LCR de individuos seleccionados como controles. Asimismo, comparamos estas
variables inmunes con variables clinico-imagenoldgicas de particular interés en pacientes
con HSAa tales como la severidad clinica (H&H), desarrollo de vasoespasmo (DTC),
mortalidad en UCI y, finalmente, la técnica seleccionada para tratar el aneurisma (coils -
endovascular vs clips — neurocirugia abierta). Aunque inicialmente se planific6 comparar
también los resultados en funcién de la cantidad de sangre volcada al espacio
subaracnoideo mediante la escala tomografica de Fisher, no pudimos concretar el analisis
dado que no se enrolaron pacientes con escasa cantidad de sangre (Fisher 1y 2).

En primer lugar, debemos mencionar que, en funcién de los resultados analizados,
hemos enrolado pacientes con una HSAa grave reflejada por un franco predominio de
valores en la escala de H&H de IV-V (con neurodeterioro o pobre grado clinico) y valores
de la escala de Fisher de 3-4, es decir, con abundante cantidad de sangre a nivel del
espacio subaracnoideo y/o sistema ventricular. Como resultado, y de acuerdo con
publicaciones internacionales, un alto porcentaje de pacientes desarrollé vasoespasmo (60

%) y/o fallecié en la UCI (mortalidad global 36 %)2°. La explicacion de estos resultados
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se sustenta en dos hechos esperados e interconectados. Por un lado, el CTI del Hospital
Universitario, histéricamente admite pacientes severamente afectados dado que los
pacientes menos graves ingresan al Servicio de Cuidados Intermedios de la Clinica
Médica C (no dependiente del servicio de Medicina Intensiva) o se trasladan a centros de
menor complejidad. Este hecho conlleva que la mayoria de los pacientes admitidos a
nuestro servicio y, posteriormente enrolados en nuestro proyecto, fueron pacientes
severamente enfermos a los cuales se les coloc6 una DVE y/o DL externo para el manejo
clinico - asistencial de su HSAa (profilaxis de vasoespasmo, hidrocefalia aguda,
hipertension intracraneana) .

En segundo lugar, como concepto general, podemos enunciar que, a partir de los
resultados obtenidos, y coincidiendo con numerosos investigadores alrededor del mundo,
en esta devastadora patologia neuro - sisttmica aguda, la respuesta inmune innata y
adaptativa juegan un rol destacado tanto en la injuria encefalica precoz como la
tardia. Estamos de acuerdo con los expertos que sefialan a la respuesta inmune como un
nexo clave entre los fendmenos fisiopatologicos que se desencadenan pocos minutos
después de la rotura aneurismatica y los eventos posteriores (“diferidos™) que tienen como
uno de los principales protagonistas a la isquemia®’*324, Por lo tanto, profundizar en su
conocimiento es uno de los caminos a recorrer, no el Unico, claro est, si nuestro objetivo
mayor es poder mejorar los resultados clinicos a corto y largo plazo.

Ahora bien, este proyecto también arrojo otros resultados originales (no publicados
previamente) y aquellos que corroboraron informacion ya publicada por diferentes

investigadores en el area.

A nivel de la respuesta inmune innata observamos una clara diferencia en el recuento
absoluto y/o relativo de neutréfilos, monocitos y sus subpoblaciones cuando comparamos
los pacientes con los controles, pero también cuando comparamos la SP con el LCR en
los propios pacientes con HSAa. Por otro lado, demostramos un robusto perfil de

activacion de estas células inmunes de la respuesta inmune innata.

En nuestro estudio confirmamaos, al igual que otros grupos de investigadores, un
incremento significativo del recuento de neutrdéfilos en la SP y LCR de los pacientes,
tanto en la fase precoz como la tardia?’* 3%, Para estudiar el estado de activacion de los
neutrofilos medimos el nivel de expresion de CD69 (antigeno de activacion muy

temprana). Encontramos un aumento no significativo de la expresion de CD69 en los
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neutrofilos del LCR comparados con los de la SP en pacientes con HSAa, sugiriendo un
estado de activacion aumentado de estas celulas en el compartimiento encefalico. En una
segunda etapa, analizamos un mayor nimero de pacientes, pero esta vez optamos por
medir la expresiéon del antigeno HLA-DR, dado que el mismo es sefialado como un
marcador mas robusto y estable en el tiempo que el primero. Al comparar la expresion
de HLA-DR en SP y LCR observamos un aumento de la expresion del antigeno a
nivel del LCR, hecho que indica que los granulocitos reclutados a nivel de LCR
demuestran mayor activacion dado que se encuentran expuestos a un aluvién de
estimulos antigénicos (DAMPS) ya analizados!®114325,

En su modelo murino, Gris y colaboradores, encontraron un incremento precoz, en
las primeras 12-48 horas, de neutrofilos y monocitos reclutados hacia el SNC. Los
neutréfilos tienen una reconocida capacidad fagocitica relevante a la hora de eliminar a
los eritrocitos vertidos al espacio subaracnoideo y ventriculos cerebrales. Migran desde
la circulacion al sitio de injuria (encéfalo/meninges) donde ponen en juego sus
mecanismos efectores: degranulacién, fagocitosis, produccion de especies reactivas de
oxigenos y formacion de NET entre los méas relevantes. Adicionalmente, pueden
contribuir con la expansion de la injuria encefalica mediante la liberacion de potentes
factores/citoquinas proinflamatorias?’+?'8. Ademas de estas clasicas funciones, hoy en dia
se acepta que los neutréfilos son reguladores claves de la respuesta inmune adaptativa;
pueden producir citoquinas, que participan en el reclutamiento y activacion linfocitaria y
en situaciones de inflamacion pueden migrar a los ganglios linfaticos y funcionar como
células presentadoras de antigeno para células CD4+ y CD8+. Ademas, existe evidencia
que pueden también transferir los antigenos a las células dendriticas residentes nodales
(ganglionares) quienes pueden procesar y presentar antigenos a los linfocitos. Asimismo,
los neutrdfilos pueden activar las células T a través de la formacion de NET8L,

Friedrich y colaboradores en modelos de HSA en ratas demostraron que la deplecion
de neutréfilos aumenta la sobrevida de los animales, confirmando un rol potencialmente
injuriante de estas células?’*?®°, Si bien nosotros no encontramos asociacion de la
activacion o namero de neutréfilos con las variables clinicas seleccionadas, Provencioy
colaboradores observaron que la acumulacién de neutréfilos a nivel del LCR se asoci6 al
desarrollo de vasoespasmo. Los autores postulan que la actividad incrementada de las

enzimas neutrofilicas podria mediar el dafio vascular?’#326,
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Por lo tanto, los neutrofilos activados podrian no solo participar en el clearence de sangre
subaracnoidea, sino que también podrian ser una fuente importante de citoquinas y otros
mecanismos efectores (ej. enzimaticos) que contribuyen con la reaccion proinflamatoria
sirviendo de nexo con la activacién de la inmunidad adaptativa, entre las cuales

destacamos a las células Th17.

Por otro lado, observamos un incremento de los monocitos circulantes en la fase
precoz, y mas aumentados aun en los pacientes mas graves (H&H 1V-V). Este hecho
esta en linea con los hallazgos recientes publicados por Unda y colaboradores, quienes
evidenciaron que el recuento monocitario total inicial se asocié con mayor gravedad y
peores resultados clinicos a corto y largo plazo®®?. El recuento absoluto de todas las
subpoblaciones monocitarias (clasico, intermedios y no clasicos) también se detectd
elevado de forma significativa, tanto en la fase precoz como la tardia, en la SP de los
pacientes respecto a la SP de los controles, pero con un predominio de los monocitos no
clasicos en ambas fases evolutivas. Adicionalmente, las poblaciones monocitarias en
LCR estaban aumentadas si comparamos con la celularidad monocitaria normal.
Observamos un descenso de los monocitos intermedios y clasicos a nivel del LCR en
comparacién con la SP en los pacientes con HSAa, sin diferencias en la poblacion de
monocitos no clasicos. Esto sugiere que la poblacion monocitaria que se recluta a
nivel de LCR es mayoritariamente no clasica. Ademas, observamos que los pacientes
mas graves (H&H IV-V), tienen incrementado el recuento de los monocitos totales en SP
pero a predominio de las poblaciones clasicas e intermedias. Sin duda que mas
investigacion es necesaria para poder explicar mejor esta cinética o trafico monocitario
referido.

Como hemos mencionado previamente, los monocitos no clasicos son
predominantemente proinflamatorios (secretan citoquinas proinflamatorias: IL-1p, TNFa
e IL-6, entre otras), tienen funcion como célula presentadora de antigeno, activan a las
células T y patrullan la superficie endotelial en busqueda de zonas lesionadas y, pueden
diferenciarse en macrofagos®®*?’. Particularmente, la expresion de CD16+ en monocitos
y macrofagos indica activacion de estas células y se plantea que tienen una funcion
proinflamatoria basados en la mayor expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-
8 y TNFa) y en la mayor potencia en la presentacién de antigenos®?. Belge et al.
encontraron que luego de la estimulacion in vitro con LPS, los monocitos CD16+

producen niveles mas elevados de TNF-a y menores niveles de IL-10%%. Numerosos

129




estudios, de forma similar a nuestros resultados, han mostrado que la IL-6 y el TNF-a
estan elevados en la SP y el LCR de los pacientes con HSAa, particularmente en pacientes
con resultados clinicos desfavorables®'832, Aunque es sabido que varios tipos celulares
pueden secretar estas citoquinas, los monocitos CD16+ podrian ser una fuente importante
de IL-6 y TNF-o.en la SP y el LCR de los pacientes con HSAa'%28°, Adicionalmente, se
ha publicado que los monocitos CD16+ muestran un nivel mas elevado de HLA-DR
(Passlick et al., 1989)!%, y esto sugiere una mayor actividad de célula presentadora de
antigeno. Estudios in vitro mostraron que los monocitos CD16+ son tres veces mas
potentes como célula presentadora de antigeno cuando son comparados con los monocitos
CD16-191’330.

Nuestros datos plantean la posibilidad de que los monocitos proinflamatorios,
intermedios y no clasicos, reclutados o infiltrados a nivel del parénquima cerebral y/o
LCR de los pacientes con HSAa pueden jugar un rol destacado en la inmunopatogénesis
de esta enfermedad que amerite mayor profundidad en su estudio y ser un objetivo

terapéutico para explorar.

Cuando analizamos el recuento absoluto y relativo de las DCs a nivel de la SP de los
pacientes respecto a los controles, observamos que existe un descenso de DCs
plasmocitoides en forma absoluta tanto en la fase precoz como la tardia y existe una
disminucion de las DCs totales, mieloides y plasmocitoides en forma relativa (%)

comparado con controles.

No hay diferencias de estas subpoblaciones entre SP y LCR. Este interesante hecho
evidenciado ya por Roquilly y colaboradores en 2013, se acompafid en su trabajo de una
disfuncion secretoria de ciertas citoquinas (TNFa, INFa e 1L-12) cuando algunos de los
TLRs fueron estimulados (TLR 3, 4, 7/8, 9). Al igual que los mencionados investigadores,
nuestro grupo tampoco observd que esta deplecion de DCs se asocie a mayor
mortalidad?®3. En pacientes con stroke isquémico y hemorragico, Yilmaz y colaboradores
publicaron en 2010 interesantes e intrigantes resultados que pueden ayudarnos a
comprender, al menos en parte, la cinética de estas células en este contexto clinico
singular®®*. Los investigadores reportaron un descenso relativo y absoluto de estas células
precozmente. Pero, ademas, la deplecion, fue mayor para los pacientes mas graves.

Evidenciaron una correlacion inversa con la gravedad clinica, medida a través del NIHSS,
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y la extension radioldgica. Los pacientes con mayores puntajes (mas graves) tenian un
mayor descenso de DCs. En los pacientes que fallecieron, pudieron demostrar en la
autopsia que la lesion aguda (infarto o hemorragia) estaba infiltrada por las DCs,
fundamentalmente mieloides, y en menor namero plasmocitoides. Por otra parte, se
distribuian particularmente de forma perivascular o, en menor medida, difusamente. Una
cinética similar (de reclutamiento hacia el tejido lesionado) se ha descrito en pacientes
con infarto agudo de miocardio, siendo mayor la deplecion plasmatica en pacientes con
infartos transmurales con supra-desnivel del ST respecto a los subendocardicos sin ST

sobreelevado?®.

Estos y otros resultados hacen hipotetizar que en nuestros pacientes exista un
reclutamiento de DCs, mayormente plasmocitoides, hacia el tejido encefalico.

Por otra parte, creemos que es valido mencionar aqui que, al igual que en otros
pacientes criticos, esta deplecién de DCs puede asociarse a inmunodepresion y mayor
riesgo de infecciones y mortalidad?®®. Para finalizar, sefialamos que esta poblacion celular
amerita profundizar su estudio con paneles de citometria de flujo de 10 0 més colores que
incluyan otros marcadores como CD1a, CD141, CD172a, Langerin, CD303, CD304,
entre otros, de manera de poder conocer més precisamente las diferentes subpoblaciones
celulares (por ej. DCs mieloides en CD1y CD2) asi como su estado de maduracion®”’,
Asimismo, seria interesante profundizar ain mas acerca de esta subpoblacion celular en
modelos murinos o en necropsias de pacientes a nivel de tejido (cerebro y/o ganglios
linfaticos) de forma de conocer el perfil de DCs, su estado maduracién y poder predecir

su rol en la orquestacién de la respuesta inmune.

Con respecto a las poblaciones de células NKs, evidenciamos un descenso relativo del
porcentaje de células NK CD56°9"CD16- y CD56%™CD16+ en la SP de los pacientes

respecto a los controles, independientemente de la fase evolutiva (precoz y tardia).

Sin embargo, aunque existi6 también un descenso absoluto para ambas
subpoblaciones, el resultado se mantuvo significativo solo para el recuento de células NK
CD56%M CD16+. En modelos animales con stroke isquémico por oclusion de la arteria

cerebral media, este hecho se ha puesto claramente en evidencia. Como integrantes de la
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respuesta inmune innata, estas células son capaces de responder rapidamente ante la
aparicion de una noxa o injuria cerebral en este caso, y atravesar la BHE lesionada, para
infiltrar la zona de penumbra e infarto. Ya a la tercera hora de evolucion comienzan a
detectarse las mismas infiltrando el parénquima cerebral isquémico y la infiltracion es
maxima al dia 3. A continuacion, a través de mecanismos citoliticos (NK CD569™CD16+
mayoritariamente) o secretando citoquinas proinflamatorias (principalmente IFN-y,
CD569"CD16- principalmente), pueden contribuir con la expansion del area lesionada
(isquémica o infartada)?®®. Destacamos que, en modelos isquémicos, de trauma e
inflamatorios, una de las principales quimioquinas para las células NKs es la CX3CL1
(fractalkine), derivada de las neuronas (soluble o transmembrana). Las mismas, atraidas
por esta quimioquina aumentada a nivel de la lesion cerebral, secretan IFN-y y estimulan
la sobreexpresion de moléculas del MHC Il en DCs que también han infiltrado la lesion
(mencionado previamente), pudiendo estas activar, a continuacion, a las células de la
respuesta adaptativa®®’3!, Adicionalmente, la CX3CL1 (fractalkine) puede también
atraer a otras células de la inmunidad innata como por ejemplo, monocitos-macréfagos,
que también seran activados por el IFN-y liberado por las células NK CD56"9"CD16-
(Gan et al., 2014; Meucci et al., 2000; Sheridan and Murphy, n.d.; Shi and Ransohoff,
n.d.; Umehara et al., 2001)2%8332333 Sin embargo, el rol de la fractalkine es aiin motivo
de debate e intensa investigacion. Mas recientemente, un rol neuroprotector de este eje
CX3CL1/CX3R1 estrechamente vinculado a la regulacion del estado de activacion de la
microglia (inmunidad innata local) ha surgido como una via de interaccién celular (NK —
microglia — neuronal) a ser manipulada con fines terapéuticos en diversas patologias
neuroldgicas aguda y neurodegenerativas®®:33,

Por otra parte, los resultados obtenidos cuando analizamos las variables clinicas de

interés no fueron menos interesantes.

Especificamente, la subpoblacion de células NK CD56%™ CD16+ estaban aumentadas
precozmente a nivel de la SP de los pacientes mas graves (H&H 1V-V) y en aquellos que
desarrollaron vasoespasmo. Ademas, estaban aumentadas a nivel del LCR en aquellos
pacientes que fallecieron. Este aumento no se acompafio, en nuestro trabajo, de un

aumento de IFN-y.
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En el mismo sentido, Spitzer y colaboradores en 2017 evidenciaron a nivel de LCR
un aumento en numero y funcion citotdxica de esta subpoblacion de células NK (CD16+,
CD107a+) en pacientes que desarrollaron vasoespasmo, isquemia diferida y peores
resultados clinicos funcionales. Ademas, caracteristicamente, el mayor recuento de
células NK coincidié temporalmente con el inicio del aumento de la velocidad media del
flujo sanguineo cerebral a nivel de una arteria del poligono de Willis (por Doppler
Transcraneal) a partir del dia 4. Sin embargo, en contraposicién a los resultados
mencionados por este grupo, en nuestro caso, esta subpoblacion celular descendi6 a nivel
del LCR con el pasar de los dias en aquellos pacientes que desarrollaron vasoespasmo.
Como explicacion, incompleta, por cierto, en primer lugar, debemos mencionar el
pequefio nimero de pacientes estudiados en ambos trabajos. En segundo lugar, la
diferente metodologia empleada para el diagndstico de vasoespasmo e isquemia cerebral,
mas completa en el trabajo de Spitzer y colaboradores®®. En el primer caso
(vasoespasmo) se indicé doppler transcraneano, angio-tomografia y angiografia cerebral.
En el segundo caso (isquemia), tomografia de perfusion y resonancia magnética. Y, por
altimo, cabe plantear la posibilidad de una cinética celular distinta, con transmigracion
celular hacia el parénquima cerebral en nuestros pacientes mas graves tanto desde el punto

de vista clinico (H&H) como tomogréafico (Fisher).

Por otro lado, también estudiamos y encontramos datos interesantes y desafiantes sobre
las células de la respuesta inmune adaptativa, hecho bastante menos estudiado y

caracterizado que la respuesta inmune innata previamente analizada.

Los linfocitos T son centrales para desarrollar una respuesta inmune sostenida, y son
fuente de citoquinas que podrian tener un rol en la injuria enceféalica precoz y
diferida33%3%,

Mathiesen y colaboradores (1993) reportaron que los niveles del receptor IL-2 y CD8
soluble estaban aumentados en el LCR de los pacientes con HSA, sugiriendo el rol de la
respuesta inmune adaptativa en la patogénesis de la HSAa3'®, También ha sido estudiada
en otros modelos de IEA tales como el stroke isquémico y la injuria encefalica por
isquemia-reperfusion, entre otras patologias neuroldgicas. Siguiendo un stroke
isquémico, las células T se activan, infiltran el cerebro y liberan citoquinas y especies

reactivas del oxigeno que probablemente contribuyen con la injuria encefalica.
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Adicionalmente, hay evidencia que las células T se acumulan en el cerebro post-isquemia

dentro de las pocas horas de iniciada la fase de reperfusion306337:338,

Respecto a nuestros resultados, encontramos una reduccion significativa del porcentaje,
pero con valores absolutos normales de células T CD4+ y T CD8+ en la SP de los
pacientes con HSAa respecto a la SP del grupo control, tanto en la fase precoz como la
tardia, probablemente en vinculacion al aumento del recuento de neutréfilos descrito

anteriormente.

La variacion relativa de las células T CD4+y T CD8+ a nivel de la SP y del LCR de
los pacientes, no resulté significativa, cuando se compararon las fases evolutivas (precoz

vs tardia).

Pero, particularmente interesante resulté el hecho de que, ambas subpoblaciones de
células T, mostraron un estado de activacion mayor a nivel de la SP de los pacientes
respecto a la SP de los controles y, en los pacientes, mayor estado de activacion a nivel
del LCR respecto a la SP. Esto estuvo determinado por la disminucion en la expresion de
CD3, CD28 y un aumento en la expresion de CD69.

La regulacion en menos de CD3 de la superficie celular se asocia normalmente con
la activacion in vitro e in vivo de las células T. También estudiamos la expresién de la
molécula co-estimuladora CD28 en células T CD4+ y T CD8+. Encontramos que las
células T CD4+ y CD8+ del LCR expresaban niveles menores de CD28 que las de SP en
pacientes con HSAa. CD28 es el Unico receptor B7 constitutivamente expresado en
células T, y provee sefiales co-estimuladoras, que son requeridas para la activacion de las
células T. Las células T humanas que han pasado por repetidos ciclos de proliferacion
inducida por antigeno desarrollan una serie de cambios fenotipicos y funcionales,
incluyendo la desaparicion de CD28 de la superficie celular. Por tanto, encontrar una
expresion disminuida de CD28 o ausente sugiere la presencia de un estado de activacion
y una respuesta inmune adaptativa cronica®®. Mas aun, se ha reportado que el TNF- a
disminuye la expresion de CD28 en células T**°. Esto podria relacionarse con el hallazgo
de un aumento de monocitos CD14"9"CD16+ y el aumento de TNF- a previamente

reportado en estos pacientes.
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Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evidencia un perfil de activacion
temprana en el LCR de las células T CD4+y T CD8+ de pacientes con HSAa, sugiriendo
la participacion de la respuesta inmune adaptativa en la inmunopatogénesis de la injuria

encefalica postsangrado.

Ademas, también encontramos que el porcentaje de células B en SP de los
pacientes con HSAa fue mas bajo comparado con el grupo control, pero esto no se
acompafé de un incremento relativo ( %) a nivel del LCR respecto a la SP (en los propios
pacientes). En otros modelos de enfermedad, por ejemplo, en stroke isquémico, se ha
observado que los niveles de linfocitos y otros efectores inmunes en la circulacion estan
reducidos, posiblemente como un mecanismo de proteccion endégeno que modulay evita
una respuesta proinflamatoria (injuriante) abrumadora y potencialmente letal3,

Seguidamente, como forma de evaluar el perfil de la respuesta predominante de las
celulas T CD4+ estudiamos, a través de la expresion de marcadores de superficie, las

distintas subpoblaciones (o fenotipos).

Sin duda alguna, uno de los aportes mas interesantes que hemos realizado es haber
detectado un aumento significativo de las células Th1l7 tanto a nivel de la SP como del

LCR de los pacientes, tanto en la fase precoz como tardia.

Simultaneamente, las células Treg presentaron un descenso leve no significativo.

Ademas, la proporcion de células Thl7 estaba aumentada a nivel del LCR
respecto a la SP en los pacientes. Estos resultados determinan un disbalance
proinflamatorio marcado dado por el aumento del cociente Thl7/Treg.
Coincidentemente, la determinacion de la concentracion de IL-17A mostrd niveles
aumentados a nivel de la SP y LCR tanto en la fase precoz como tardia. Pero mas
interesante aun resulto el hecho de que la concentracion sérica precoz aumentada de
esta citoquina, pobremente estudiada en este escenario, se asocio con el desarrollo
posterior de vasoespasmo y mortalidad en UCI. Por lo tanto, a partir de los resultados
preliminares que mencionamos, creemos que es oportuno y valido postular al eje
Th17/IL-17A y al disbalance Th17/Treg, como posibles jugadores claves en la

inmunopatogenia de la injuria encefalica precoz y tardia de la HSAa grave.
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Algunos autores ya habian reportado, recientemente, niveles aumentados de la IL-
17A a nivel del LCR y la SP de pacientes con HSAa!*3%2, Sin embargo, nuestros
resultados postulan por primera vez en este escenario clinico a las células Th17 como
una de las principales fuentes potenciales de esta citoquina. En este sentido, una de
las debilidades de nuestro trabajo es que caracterizamos a las células Th1l7 por la
expresion de marcadores de superficie y no fue posible realizar la deteccidn de citoquinas
intracelulares como hecho distintivo de esta poblacion celular. No obstante, debemos
plantearnos que, ademas de las células Th17, existan otras fuentes celulares de IL-17,
particularmente los neutrdfilos, las células NK y las células T y&3%,

El eje Th17/Treg logra su equilibrio en cuanto a desarrollo, diferenciacién y funcion
trabajando mediante un control inhibitorio mutuo. En presencia de TGF-f, las células T
CD4+ adoptan un fenotipo regulador o supresor. En contraposicién, si ademas de TGF-f
existe IL-6 (como en nuestros pacientes), las células T CD4+ se diferencian hacia un
fenotipo Th17344346-34 _Sin embargo, la plasticidad del eje Th17/Treg es hoy uno de los
topicos mas investigados y, en contraposicion a los conceptos clasicos, cada vez mas
sabemos de la existencia de numerosos mecanismos de control del mismo, entre los cuales
se destacan: mediadores extracelulares (mas all4d de IL-6 y TGF-p ya mencionadas,
también pueden intervenir otras citoquinas tales como IL-1, IL-2, IL-21 y IL-23),
modulacion de factores de transcripcion, la microbiota, el metabolismo celular (vitamina
A - TGF-B, entre otros) y modificaciones epigenéticas®*. Por (ltimo, vale la pena
mencionar los resultados recientes publicados por dos grupos de investigadores en sus
respectivos modelos de animales con HSA y pacientes con HSAa. Coulibaly y
colaboradores, detectaron que la IL-17 contribuye con el reclutamiento de neutrdfilos y,
una vez reclutados, estando en el espacio subaracnoideo, secretan mas IL-17,
promoviendo su propia infiltracion de forma autocrina®®®. Y, por su parte, Chaudhry y
colaboradores, fueron los primeros en analizar la participacion del eje IL-23/I1L-17 en
pacientes con HSAa (niveles plasmaticos). La IL-23, amplificadora de la repuesta Th17-
IL-17, estaba incrementada en los pacientes respecto a los controles. La IL-17, tambiéen
se elevd y alcanzo6 su mayor concentracion en los pacientes mas graves. No se evidencio
asociacion entre las citoquinas y el desarrollo de isquemia cerebral. Ademas, se identifico
a las células T yd como una fuente de IL-17A y, como ya fue mencionado, esta citoquina
promovia el reclutamiento de los neutrofilos, estando implicada la quimoquina CXCL1

secretada por los astrocitos estimulados sinérgicamente por el TNFa y la IL-17A3%2,
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En modelos animales de oclusién de la ACM y en estudios post - mortem (autopsias)
de cerebros humanos con infartos cerebrales, el aumento de la IL-17 ha sido
demostrado®¥. Ademas, el bloqueo con anticuerpos neutralizantes de la IL-17A conduce
a una menor area de isquemia-infarto y menor morbimortalidad en modelos
animalest®®343,

Aun cuando ya sabemos que una de las principales funciones de la IL-17A es
estimular el reclutamiento de los neutrofilos hacia el sitio de la injuria -inflamacion, el
conocimiento acerca del rol de esta citoquina permanece siendo parcial, particularmente
en este complejo escenario clinico que estamos analizando. Entre varios aspectos que
deberemos profundizar a futuro, es la existencia de evidencia preliminar, proveniente de
modelos animales con esclerosis multiple, que plantean que la IL-17 e IL-22 pueden
incrementar la permeabilidad de la BHE y, a continuacion, las células Th17 pueden
transmigrar eficientemente a través de la BHE y penetrar al parénquima cerebral donde

son capaces de generar neurotoxicidad (neuronal) directa®*33%0,

Entre los resultados clinicos mas relevantes analizados esta el hecho que la elevacion de
la concentracion plasmatica precoz de IL-17A se asocio significativamente con el

desarrollo ulterior de vasoespasmo diagnosticado por DTC seriado.

Sin embargo, dado que nuestros pacientes estaban en su franca mayoria sedados y/o
en coma por la propia enfermedad, no pudimos determinar si el vasoespasmo provoco
isquemia-infarto cerebral con el consiguiente sindrome focal neuroldgico y/o una caida
del GCS global atribuible al mismo. Adicionalmente, como estd ya demostrado, la TC de
craneo simple que realizamos a todos los pacientes con diagnostico de vasoespasmo no
mostrd, en la mayoria de los casos, un area de isquemia precoz o un area hipodensa
configurada expresion de un infarto cerebral constituido!*%83¢8 De forma tal que, a
futuro, otro abordaje imagenoldgico con técnicas mas sensibles para la deteccion de
isquemia cerebral tales como la RM, la TC con perfusion y/o el PET con 015 marcado®®°,
podran considerarse para explorar si el aumento plasmatico precoz de la IL-17A
mencionado se asocia solo a vasoespasmo (reduccién del calibre de un vaso proximal) o
si, alternativamente, representa un fenémeno inmune marcador de isquemia cerebral

(tisular) determinada por el vasoespasmo!14370:371,
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Un segundo hecho clinico relevante puesto en evidencia por nuestro estudio fue la
asociacion estadisticamente significativa entre el aumento plasmético precoz de la IL-
17A 'y la mortalidad en UCI.

Aqui debemos considerar que justamente los pacientes mas graves en lo neuroldgico
y/o sistémico son los que tienen mayor probabilidad de complicarse con isquemia cerebral
(precoz y diferida) y/o con una enfermedad con mayor compromiso sistémico con o sin
disfuncion organica maltiple?5372274 De forma tal que, la IL-17A, como una de las
citoquinas proinflamatorias mas prominentes conocidas hoy en dia, podria estar
implicada y ser un biomarcador, util al lado de la cama del paciente, de dos
fendmenos inmunomediados e interrelacionados marcadores de morbimortalidad.
Pero para poder establecer o no esta interesante utilidad clinica, un mayor nimero de
pacientes con un mas amplio espectro de gravedad clinica (leve a severo) deberan ser
estudiados.

Con respecto al rol de las células Treg en la respuesta inflamatoria post — stroke
(isquémico), a la luz de la evidencia actual, podemos sefialar que tienen
eminentemente un rol inmunomodulador neuroprotector33®3#°, En este sentido, la
secrecion de IL-10 por estas células se postula como una explicacion relevante. En 2009,
Liesz y colaboradores, fueron los primeros en demostrar en un modelo experimental de
isquemia cerebral aguda en ratones, que las células Tregs moderan la respuesta
proinflamatoria ejercida localmente por la microglia y los linfocitos infiltrantes
periféricos, previniendo asi la expansion del area de isquemia®?. Mas recientemente,
Wang y colaboradores, en un modelo de ratas a las cuales provocaron una HSA y
transfundieron con células Treg (adoptive Tregs therapy), reportaron también un efecto
neuroprotector. Con su experimento pusieron en evidencia que el efecto supresor estuvo
ejercido sobre la via de activacion proinflamatoria TLR4/NF-xB3%,

En concordancia con publicaciones previas, encontramos que la concentracién
plasmatica y licuoral de la IL-10 estaba aumentada®233, Esta citoquina, es secretada
por un amplio panel de células entre las cuales destacamos los linfocitos B, las DCs, los
neutrofilos, eosinofilos, monocitos, macréfagos, las células Tregs, células Th2, Thl7,
entre otras®**%>, Su incremento cominmente acompafia a la elevacion de las citoquinas
proinflamatorias (TNF-o, IL-1B e IL-6) y es expresion de uno de los mecanismos
contrarreguladores-antinflamatorios-inmunosupresores que procuran limitar el dafio

tisular del huésped?®1:3543°6_En modelos animales de stroke isquémico por oclusion de la
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ACM, la IL-10 secretada por linfocitos B infiltrantes (de la zona de infarto y zonas
remotas), constituye uno de las neurotrofinas mas importantes que justifican un rol
neuroprotector - neurorreparador de estas células a través de diversos mecanismos entre
los cuales se destacan la promocion de mayor arborizacion dendritica, nuevas redes
neuronales y mejor neuroplasticidad®”*, En contrapartida, también se la postula como
una de las citoquinas inmuno-inhibitorias que contribuyen con el desarrollo ulterior de
infecciones®2. En parte, su liberacion podria estar mediada por la tormenta simpética-
catecolaminérgica y el consiguiente estimulo de los adreno-receptores 3 monocitarios con
una marcada caida de la expresion de HLA — DR en estas células. La modulacion, a través
del antagonismo B con propanolol, disminuye la secrecion de IL-10 y previene las
infecciones®%3%,

Adicionalmente, exploramos los niveles de otras citoquinas Thl tales como la
IL-2 e IFN-y. En ambos casos, su concentracion se incrementd mas a nivel de la SP
respecto al LCR, sugiriendo su participacion en la respuesta inflamatoria
sistémica®>319361364  perg ademas, medimos la concentracion de la IL-4,
representante del fenotipo de células Th2, antinflamatoria e inmunosupresora. Su
concentracion en SP se elevd significativamente en la fase tardia, hecho que pone en
evidencia una respuesta inmune contrarreguladora, antinflamatoria - inmunosupresora,
que procura equilibrar el aumento de las vias y mediadores proinflamatorios referidos
anteriormente3%°-3¢,

Con respecto a los resultados preliminares encontrados durante el andlisis de la
respuesta inmune celular y la concentracién de citoquinas en funcion de la técnica
seleccionada para el tratamiento del aneurisma ("coils vs clips™), los mismos sugieren
tendencias opuestas que deberan confirmarse en estudios con mayor niumero de
casos e, idealmente, mayor espectro de gravedad clinica - tomogréfica. Un hecho que
consideramos clave a la hora de contextualizar los resultados puntuales encontrados es
que reclutamos un grupo homogéneo de pacientes graves, con abundante sangre volcada
al espacio subaracnoideo y/o intraventricular. De forma tal que, la propia noxa, gatillé
una intensa respuesta inmune por si misma y, las muestras analizadas, tanto de SP como
las de LCR, se extrajeron posterior al procedimiento en todos los casos (ej.
concentraciones de citoquinas elevadas desde el comienzo del muestreo). Teniendo
presente estas y otras limitaciones que analizaremos, consideramos que, los resultados,
esbozan una respuesta inmune celular Thl — Th2 a nivel del LCR opuesta entre ambos
procedimientos. Mientras que en los pacientes tratados por via endovascular (coils)
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predomind en la fase precoz la respuesta Th2-antiinflamatoria- supresora, en los pacientes
tratados por via quirargica (clips) predomind la respuesta Thl. En la fase tardia, ocurrio
lo contrario. Estos hechos quedaron reflejados en la variacién del cociente Th1/Th2 sin
lograr diferencias estadisticamente significativas. Adicionalmente, la activaciéon de las
células Tregs predomind en la fase tardia en los pacientes embolizados. Sin embargo,
estas tendencias en el comportamiento de la respuesta inmune celular no tuvieron

traduccion (estadisticamente significativa) en las citoquinas secretadas a nivel del LCR.

5.2 Limitaciones

Algunas limitaciones de nuestra investigacion deben ser mencionadas. Por un lado,
enrolamos un numero pequefio de pacientes, similar a la mayoria de los estudios
publicados dado la baja prevalencia de la enfermedad. Por otro lado, los mismos fueron
en su franca mayoria graves, tanto desde el punto de vista clinico como tomografico.
Como mencionaramos con anterioridad, este subgrupo de pacientes son los que requieren
mayor monitorizacién que demanda mayor invasividad y, por lo tanto, permiten a los
investigadores emplear los catéteres para obtener muestras cerebrales. En cambio, las
muestras de SP estan disponibles en practicamente el 100 % de los casos, hecho que nos
da la posibilidad cierta de explorar los resultados de la IL-17A en pacientes con una
expresion clinica de menor severidad. Otra limitante en este punto ya mencionada es que
el CTI universitario, atiende, por razones logisticas inherentes al hospital, casi
exclusivamente pacientes severamente enfermos. Actualmente, el servicio de medicina
intensiva se encuentra en fase de expansion. De concretarse, pacientes menos graves
podran ingresar y ser, eventualmente, enrolados.

Las muestras de sangre no se pudieron obtener previo al tratamiento del saco
aneurismatico. Y las muestras de LCR no se pudieron obtener, en los pacientes operados,
inmediatamente antes al clipado aneurismatico. Ademas, es impracticable obtener una
muestra de LCR en pacientes candidatos a tratamiento endovascular previo al tratamiento
del saco (contraindicacién).

Con respecto a la metodologia de estudio creemos que es valido mencionar que seria
Optimo poder complementar nuestros resultados (basado en la deteccidn de antigenos de
superficie) con la determinacion, por CF, de citoquinas intracelulares (particularmente

IL-17A, pero no exclusivamente) y agregar estudios de funcionalidad in vitro sobre todo
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en poblaciones celulares que han arrojado interesantes resultados. Aungue la escasa
celularidad del LCR configura una limitante, el estudio a partir de muestras de sangre

podria realizarse sin inconvenientes.

5.3 Perspectivas futuras

Convencidos de que una de nuestras mayores limitantes respecto a los resultados
obtenidos con las variables clinicas de interés fue que pudimos estudiar una muestra
relativamente pequefia y bastante homogénea de pacientes graves con gran volcado de
sangre al espacio subaracnoideo, el camino serd implementar estrategias que nos permitan
enrolar pacientes con menor severidad clinica (H&H | — I11 y Fisher 1 — 2). La muestra
de LCR en estos casos podria obtenerse al momento que el neurocirujano aborda el saco
aneurismatico para proceder a su clipado, pero las muestras ulteriores no estaran
disponibles dado que estos pacientes no son candidatos a catéteres
intraparenquimatosos/intraventriculares o lumbares. Para el caso de pacientes
embolizados (tratamiento endovascular), a priori, no podriamos obtener muestras de
LCR. Por lo que, otra interesante alternativa a explorar, no invasiva, en conjunto con el
Centro Uruguayo De Imagenologia Molecular (CUDIM) (actualmente anexo al hospital,
con una via interna de comunicacion directa), serian las técnicas imagenoldgicas de
medicina nuclear como el PET (positron emission tomography) con trazadores
inflamatorios®">37®,

Por otro lado, seria importante contar con un modelo animal de HSA ya sea en ratas
0 ratones donde profundizar el estudio de algunas poblaciones celulares que son
necesarias estudiarlas en el parénquima encefalico como por ejemplo células dendriticas,
macrdfagos y, por supuesto, el sistema glial. Ademas, nos permitiria contar con un
modelo preclinico donde estudiar posibles estrategias terapéuticas inmunomoduladoras.

Con respecto al desarrollo de estrategias terapéuticas inmunomoduladoras, hemos
mencionado varias con resultados clinicos no satisfactorios a la fecha. Farmacos con
un reconocido efecto pleiotropico han fracasado. Sin embargo, el interés cientifico esta
intacto y en plena expansion. No sélo para los ACVs hemorragicos, sino que también
para los isquémicos. El gran desafio es modular la respuesta inmune con una
“proyectil magico” disparado en un momento dptimo (timing) de la enfermedad. El

efecto bioldgico dual (neuroinjuriante vs neuroprotector/neurorreparador) de la franca
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mayoria de las moléculas mencionadas atn no ha sido modulado eficazmente. El pasaje
desde los resultados experimentales exitosos a nivel del laboratorio, hacia los resultados
clinicos favorables al lado de la cama del paciente, por el momento, continta siendo una
mera aspiracion cientifica.

Si bien existen diferentes dianas a ser moduladas, creemos importante estudiar
inicialmente en modelos animales y luego en ensayos clinicos drogas que sean
capaces de restaurar el balance Th17/Treg.

En este sentido, podria ser de interés explorar farmacos que inhiban a la IL-6 como
el Tocilizumab. Este es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el receptor
de la IL-6. Tiene ya indicacion para la enfermedad de Castleman, artritis reumatoide y
artritis idiopatica juvenil, entre otras enfermedades®’’. Potencialmente, la inhibicion de
este eje restaure el disbalance Th17/Treg ya que la accion conjunta de TGF-f junto a IL-
6 es uno de los principales estimulos en la diferenciacion de las células Th17344:347,

Otra estrategia seria la utilizacion de drogas dirigidas directamente contra la IL-17.
Existen desarrollados varios anticuerpos monoclonales anti-IL-17A (Secukinumab,
Ixekizumab, Netakimab), anti IL-17A y F (Bimekizumab) y uno contra el receptor de IL-
17 (Brodalumab) que han sido aprobados para el tratamiento de la psoriasis®378,

Existen otros anticuerpos monoclonales que estan dirigidas a modular el eje de Th17
como los anticuerpos monoclonales anti-IL23 o IL-12 como Risankizumab (anti-IL-
23A\), Guselkumab (anti-1L23), Ustekinumab (anti-1L-12/IL-23). La mayoria de ellos han
sido aprobados para tratamiento de la psoriasis®’®*%,

Finalmente, la utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-TNF podria tener un rol
en inhibir las DCs capaces de estimular la diferenciacion de células Th17. Asimismo, se
ha demostrado en patologias reumatoldgicas que el tratamiento con anti-TNF disminuye
los niveles de células Thl7. Adalimumab (ADA) representa la nueva generacion de
anticuerpos monoclonales (recombinante humano) anti — TNFa con fuerte actividad
antinflamatoria. Gokhan Toguslu y colaboradores investigaron acerca del ADA en un
modelo animal (conejos) con HSA y vasoespasmo. El farmaco mostrd ser capaz de
disminuir la remodelacion vascular y la apoptosis endotelial caracteristica del
vasoespasmo cerebral post sangrado®!,
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5.4 Conclusiones

« Los resultados analizados sugieren fuertemente la participacion de la respuesta
inmune innata y adaptativa en la inmunopatogénesis de la HSAa grave.
Observamos no solo un reclutamiento y activacion de neutréfilos y monocitos a
nivel del LCR, sino que, ademas, las células T CD4+ y CD8+ también estaban

activadas a este nivel.

« Otras poblaciones celulares de la respuesta inmune innata también presentaron
variaciones desafiantes que ameritan mayor investigacion. Tanto las DCs como
las células NK disminuyeron precozmente en la SP de los pacientes con HSAa,
evocando una posible migracion central (parénquima y/o LCR) a través de una
BHE lesionada. Pero tipicamente, a nivel de la SP precoz las células NK CD564™
CD16+ (més citotdxicas) aumentaron en los pacientes mas graves y/o con

vasoespasmo y/o que fallecieron.

+ Ademas, los resultados evidenciaron un disbalance proinflamatorio del eje
Th17/Treg con un incremento del cociente en la SP y, concomitante un aumento
relativo ( %) de las células Th17 a nivel del LCR de los pacientes con HSAa. La
IL-6, aumentada a nivel de la SP, pero ain mas a nivel del LCR de los pacientes,
en conjunto con TGF-B puede contribuir con esta selectiva diferenciacion hacia
Th17. Adicionalmente, la concentracion de IL-17A también se elevd en los
pacientes, tanto a nivel de la SP como del LCR, particularmente en aquellos que
desarrollaron vasoespasmo sonografico y/o fallecieron en la UCI. Por lo tanto,
postulamos a las células Th17 como una de las principales fuentes (eventuales) de
esta citoquina (junto a los neutrdfilos reclutados y activados). Consecuentemente,
proponemos a las IL-17A como un interesante biomarcador precoz de

morbimortalidad que debera ser evaluado en proximos trabajos de investigacion.

+ Nuestros resultados preliminares dejan planteada una eventual respuesta celular
Thl — Th2 potencialmente opuesta entre ambas técnicas de tratamiento del saco
aneurismatico. Existio un predominio precoz Th2 en los pacientes embolizados

(coils) y Thl en los pacientes operados (clips). Lo inverso ocurrio en la fase tardia.
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Estas tendencias observadas en los recuentos relativos celulares no determinaron
variaciones significativas en las concentraciones de las citoquinas

correspondientes.

«/ Como era de esperarse, otras citoquinas Th1l — proinflamatorias y Th2 e IL-10 —
antinflamatoria o supresoras, también aumentaron su concentracion tanto en SP
como el LCR en los pacientes con HSAa, probablemente como efecto contra-
regulador, pero no se asociaron significativamente con las variables clinicas de

severidad analizadas.
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