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“And this old man, a few hours before his death told me that he had lived one hundred years and that he did not feel any bodily
ailment other than weakness; and thus while sitting on a bed in the hospital of Santa Maria Nuova at Florence, without any
movement or sign of anything amiss he passed from this life. And | made an anatomy in order to see the cause of so sweet
a death which | found to proceed from debility through lack of blood and failure of the artery which feeds the heart and the
other lower organs, which | found to be very dried, shrunken and withered(..). The other anatomy was that of a child of 2 years
in which | found everything opposite to that of the old man. The old who enjoy good health die through lack of nourishment.
This happens because the passage of the vessels is continually narrowed by the thickening of the coats of these vessels. And
the process continues until it affects the capillary vessels which are the first to close up entirely. As a consequence of this the
old dread the cold more than the young, and those that are very old have a skin the color of wood or dried chestnut because
the skin is almost completely deprived of nourishment(...). The vessels in the young are straight and full of blood, and in the
old are tortuous, flattened, wrinkled and empty of blood (...). The coats of the vessels behave in man as in oranges, in which

the peel thickens and the pulp diminishes the older they become”.

Leonardo Da Vinci, 1504-1506

Anatomical Manuscript, folio B. Anotaciones al margen tras la autopsia de un anciano bajo la cabecera
“Naturaleza de los vasos en la juventud y en el envejecimiento”.

Tomado de “Leonardo Da Vinci. The Human Body”, Gramercy Books, Nueva York, 2003.
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I.1. ATEROSCLEROSIS: GENERALIDADES

I.1.1. Definicion y concepto global: una enfermedad sistémica
La palabra aterosclerosis (del griego “atheros”, pulpa o papilla y “skleros”, duro) indica la acumulacion
de lipidos, células y tejido fibroso (placas de ateroma) en la pared arterial provocando su endurecimien-

to y pérdida de elasticidad.

La primera descripcion macroscépica documentada de lo que seria mucho maés adelante conocido
como aterosclerosis bien podria haber sido la realizada por Leonardo Da Vinci a principios del siglo
XVI, tras la autopsia de un anciano (il vecchio, Figura | y prefacio). Captaron la atencién del genio las im-
portantes diferencias en la anatomia de los vasos sanguineos del anciano en comparacién con lo obser-
vado unos afios antes en la autopsia de un nifio. Leonardo apunté al efecto que la edad habia ejercido
en los mismos destacando especialmente el engrosamiento de su pared, su elongacién y tortuosidad y

la constriccion de la luz que provocaban estos cambios dificultando el paso de la sangre a su través g
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Figura |: Dibujo y anotaciones realizadas por Leonardo Da Vinci (1506) bajo la cabecera “Na-
turaleza de los vasos en la juventud y en el envejecimiento”. En escritura especular puede leerse
“anciano” y “nifio” encima de los dibujos esquematicos de las arterias.

Keele, 1973

Desde mediados del siglo XIX, con el desarrollo de las técnicas microscépicas, muchos han sido los
trabajos dedicados al estudio de esta patologia arterial. El término general arterioesclerosis (“endureci-
miento de las arterias”) fue acunado por Lobstein en 1833 y mas adelante, en 1904 Marchand utilizo el

que después seria mas ampliamente aceptado, la aterosclerosis (el cual, como hemos comentado ante-
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riormente, incluye ademas la nocién del depdsito de material en la pared del vaso). En la primera mitad
del siglo XX el patélogo Aschol describié detalladamente los cambios histoldgicos producidos en el
proceso aterosclerdtico, apuntando a que el origen de los lipidos y proteinas depositados en la pared
de las arterias debia provenir de la sangre circulante y que supuestas caracteristicas “fisico-quimicas”
desconocidas por aquel entonces favorecerian el desarrollo de las lesiones en la edad avanzada e in-
cluso en unas localizaciones méas que en otras 2 En los afios 90 la American Heart Association (AHA)
publicé una clasificacion de las lesiones aterosclerdticas en ocho tipos, desde su estadios mas precoces
hasta los mas avanzados >. Es en 1999 cuando Russell Ross afirma que la aterosclerosis es mucho mas
que un mero depdsito de lipidos en la pared arterial y establece la actual hipdtesis inflamatoria aceptada

universalmente °.

Ross describe la aterosclerosis como un proceso inflamatorio dindmico que acontece como respuesta
a un dafo o agente nocivo. Propone diferentes factores que pueden inducir la cascada inflamatoria
en la aterogénesis: lipidos (fundamentalmente LDL) modificados por la diabetes o agentes oxidantes,
radicales libres, la hipertensién arterial, la hiperhomocisteinemia, factores genéticos, determinadas in-
fecciones o combinaciones de los previos. En el citado articulo Ross establece ademds por primera vez
que la disfuncién endotelial constituye el estadio inicial del proceso aterosclerdtico, previo a la lesidn
estructural del endotelio. El endotelio, la monocapa de células que tapiza el interior de todos los vasos
sanguineos, no actla sélo como interfase inerte, sino que se trata de un “érgano” regulador capaz de
secretar multiples sustancias vaso activas. Interviene en la modulacién del tono vasomotor, controla
activamente el intercambio de sustancias entre el espacio extra e intravascular, la activacion plaquetaria
y la proliferacién del musculo liso, entre otras funciones. Asi, la denominada disfuncién endotelial que
acontece en el inicio de la aterogénesis, implica por un lado, una deficiente expresion de éxido nitrico
(ON) que se asocia a una inadecuada vasodilatacién, y por otro, un aumento andémalo de su permeabi-
lidad permitiendo el paso de lipoproteinas y otros constituyentes plasmaticos. Se activa ademas la se-
crecion de moléculas de adhesion leucocitaria y endotelial que permiten la migraciéon leucocitaria desde

la luz al interior de la pared arterial (Figura 2, panel A).
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Adherenciay Adherencia y
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Macroéfagos Nucleo Necrético Capsula Fibrosa de Placa la Capsula Fibrosa Intra-Placa

Figura 2: Fases de la aterosclerosis.

A: Disfuncién endotelial; B: Formacién de la estria grasa;
C: Placa avanzada y complicada; D: Placa inestable.

Adaptado de Ross, 1999

Posteriormente acontece la formacion de la estria grasa, tras la infiltracion de la pared por leucocitos
circulantes que posteriormente se cargan de LDL-oxidado (células espumosas), linfocitos T y también
células musculares lisas que migran desde la capa media gracias a la accién de multiples citoquinas. En
estadios mas avanzados se crea una capsula fibrosa que intenta “envolver” la lesidn y separarla de la
luz arterial. En el interior de la lesidn se produce necrosis y apoptosis, ademas del cimulo de material
lipidico (core o nucleo lipidico). Finalmente la placa puede complicarse por el adelgazamiento y ruptura
de la capsula fibrosa, lo cual habitualmente desemboca en la trombosis de la superficie de la misma, o
por la formacion de una hemorragia intraplaca (Figura 2, paneles B-D). Las placas complicadas pueden
dar lugar a un embolismo arterio-arterial, ocluyéndose los vasos de menor calibre distales a la lesidn,
o bien producir la oclusién completa del vaso donde subyace la lesion. A esta fase se la conoce como
aterotrombosis y es la causante de los insultos isquémicos producidos en los diferentes érganos irriga-

dos por las arterias afectadas (miocardio, cerebro...).
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La aterosclerosis es un proceso complejo y multifactorial, en el que intervienen innumerables protago-
nistas. Ademas de los factores genéticos, moleculares y bioquimicos, los factores fisicos hemodinamicos
también intervienen en la aterogénesis. Asi, la pérdida del flujo laminar normal en determinadas zonas
como las bifurcaciones arteriales (disminucion de la tensiéon de superficie o “shear stress” y aumento
de las turbulencias) produce una alteracion en la homeostasis del endotelio, mediada por procesos de
mecano-recepcion y mecano-transducciéon que modulan la expresién génica del mismo 7. De esta for-
ma, en esa zona concreta del vaso se produce un aumento de la expresion de determinados genes que
desemboca en la regulacion al alza de moléculas de adhesion endotelial y leucocitaria que comienzan
el proceso. El flujo laminar también desaparece en regiones donde la placa aterosclerdtica ha evolucio-
nado y producido una disminucidn del calibre de la luz (estenosis), por lo que el mencionado proceso

se perpetua.

La aterosclerosis afecta principalmente a arterias de mediano y gran calibre, teniendo especial predi-
leccion por las arterias coronarias, las arterias de las extremidades inferiores, las arterias renales, y las
arterias que nutren el cerebro, tanto en su porcién cervical o extracraneal como en su porcion intra-

craneal, siendo ésta Ultima localizacién en la que se centrara la presente tesis doctoral.

Por tanto, podemos concluir esta primera parte de la introduccion subrayando que la aterosclerosis es
una enfermedad sistémica y difusa, dindmica, de naturaleza inflamatoria, multifactorial y compleja; y que
en su desarrollo intervienen factores genéticos, moleculares, hemodindmicos y ambientales, unidos al

inalterable efecto del envejecimiento.

I.1.2. La aterosclerosis subclinica: un largo silencio

El proceso aterosclerdtico comienza temprano. En la primera y segunda década de la vida ya pueden
encontrarse estrias grasas en la aorta y en las arterias coronarias 3. Conlaedad, la presencia y severidad
de las lesiones aumenta progresivamente en la aorta, las arterias coronarias y las arterias cerebrales (en
este orden), segln un estudio necrépsico desarrollado en Japon 8 También se ha detectado in-vivo un
aumento del grosor intima-medio carotideo (marcador de aterosclerosis subclinica, como veremos mas
adelante) en ninos y adolescentes con antecedentes de hipercolesterolemia familiar, diabetes, obesidad,

hipertensién y sindrome metabdlico .
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Figura 3: Progresién de la aterosclerosis a lo largo de las décadas de vida.
Tomado de Lectures in Atherothrombosis, Kaski, 2007

Sin intervencién alguna, con la edad y en funcién de las caracteristicas de cada sujeto (carga de facto-
res de riesgo, dieta, estilo de vida, background genético...) la aterosclerosis progresa invariablemente
afectando diversas arterias en todo el organismo (Figura 3). Sin embargo, durante décadas, ninguna ex-
presion clinica manifiesta nos alertara del desarrollo progresivo de esta enfermedad. Esta larga fase de
la aterosclerosis es silenciosa, pero determinante, ya que confiere un mayor riesgo de sufrir un primer

evento aterotrombotico en el futuro, el cual podria llegar a ser mortal 10,

La larga fase asintomatica de la aterosclerosis y sus devastadoras consecuencias cuando se presenta cli-
nicamente hacen esenciales dos medidas: por un lado, el estudio exhaustivo de los mecanismos basicos
implicados en su desarrollo y progresién desde el estadio pre-clinico : y por otro lado, el desarrollo de
estrategias preventivas que retrasen o eviten la aparicién de sus complicaciones en el futuro. Desarro-

llaremos este segundo punto en el siguiente apartado.
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1.1.3. Impacto sociosanitario e importancia del desarrollo de medidas preventivas:
marcadores clinicos, biologicos e instrumentales para la deteccion de sujetos en riesgo
La aterosclerosis y sus principales manifestaciones (cardiopatia isquémica e ictus) son la primera causa
de morbi-mortalidad en el mundo. Aunque siempre se ha considerado un problema propio de los pai-
ses desarrollados, las enfermedades cardiovasculares constituyen una pandemia que afecta también de
lleno a los paises en vias de desarrollo 12,13 | progresivo envejecimiento de la poblacion, el control de
las enfermedades infecciosas y la creciente adquisicion de habitos de vida no saludables han contribuido

a este hecho.

El tremendo impacto sociosanitario de la aterosclerosis hace que sea esencial el desarrollo de es-
trategias preventivas en todo el mundo que consigan frenar o ralentizar su aparicion y desarrollo. La
primera estrategia en salud consiste en intentar evitar o disminuir la prevalencia de factores de riesgo
modificables en la poblacion general, a través de legislacion sanitaria y campanas de concienciacién y
salud publica que promuevan habitos de vida saludables a nivel global y desde la infancia (la llamada

prevencion primordial).

En segundo lugar, es muy importante el desarrollo de estrategias de prevencidn primaria en sujetos asin-
tomaticos mediante intervenciones fundamentalmente terapéuticas para frenar o retrasar la aparicién
de enfermedad clinica (control exhaustivo de factores de riesgo vascular, antiagregacion, tratamiento
con estatinas, etc.). Estas estrategias de prevencidn primaria no han de ir dirigidas a toda la poblacidn,

sino a aquellos individuos que tienen un riesgo alto de sufrir un evento cardiovascular en el futuro.

Identificacion de sujetos en riesgo en la poblaciéon

Para identificar en la poblacion a los sujetos en riesgo de sufrir un evento cardiovascular y poder apli-
carles las medidas preventivas oportunas, se desarrollaron inicialmente las funciones de riesgo vascular,
como son la ecuacion de Framingham desarrollada ya en 1976 y modificada posteriormente en 1998
14,15 y su adaptacion a la poblacidn espafola, el indice REGICOR 16,17 Estas funciones estiman el riesgo

individual cardiovascular a los 10 ahos como bajo, moderado (o intermedio), alto o muy alto, en funcion

de un coémputo facilitado por una tabla segin la edad y la presencia o ausencia de determinados fac-
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tores de riesgo vascular en cada individuo. En el caso de la ecuacion de Framingham y el REGICOR, se
tienen en cuenta la edad, el sexo, el tabaquismo, las cifras de colesterol plasmatico, las cifras de tensién
arterial y el antecedente de diabetes (ANEXO 2). En general, las estrategias de prevencion aplicadas se-
ran mas o menos agresivas en funcidn del grupo de riesgo al que pertenezca el individuo. Las funciones
de estimacion de riesgo son herramientas muy Utiles y facilmente aplicables desde la Atencién Primaria,
y su uso se ha extendido en los Ultimos afios. Sin embargo, estas herramientas tienen limitaciones. Una
de ellas es que tienen en cuenta sélo un nimero determinado de factores de riesgo, dejando fuera del
computo otros que se han descrito con posterioridad al desarrollo de las mismas, como la obesidad,
el sedentarismo o los triglicéridos plasmaticos. La segunda limitacién de estas funciones y quiza la mas
importante es que la gran mayoria de los acontecimientos cardiovasculares se acumularan en los indi-
viduos clasificados en el grupo de riesgo moderado (el mas prevalente), en los que las intervenciones

muchas veces no son tan agresivas |8’|9.

Por eso, en los Ultimos afios se hace hincapié en el desarrollo de nuevas herramientas que, de forma
complementaria a las funciones de riesgo, nos permitan detectar al verdadero paciente “vulnerable”
o susceptible de padecer un evento cardiovascular 2022 Se ha propuesto la medicién de marcadores
circulantes que denoten alteraciones metabdlicas o estados de hipercoagulabilidad, determinacién de la

proteina C reactiva (PCR) y otros marcadores inflamatorios 23

o incluso la posibilidad de analizar facto-
res genéticos 24 Otros respaldan la deteccion de aterosclerosis subclinica mediante pruebas no invasi-
vas, como son la determinacién de calcio intracoronario (CAC) a través de tomografia computerizada
2526 | caleulo del grosor intima-media carotideo (GIM) y deteccion de placas carotideas mediante
ultrasonografia 27 5 el calculo del indice tobillo-brazo (ITB) 28 En 2010 la American Heart Association
(AHA) publicé por primera vez una guia para la evaluacion del riesgo cardiovascular en adultos asinto-

maticos 7

, en la que se considera razonable el uso de estas tres técnicas de medicion de aterosclerosis
subclinica (CAC, GIM e ITB) en aquellos sujetos con un riesgo vascular moderado segun las funciones
de riesgo clasicas (Framingham > 10 o REGICOR >5), ya que todas ellas han demostrado su valor en la

prediccion de eventos cardiovasculares con un nivel de evidencia aceptable (Figura 4).
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Aterotrombosis: Identificacion de sujetos en riesgo
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Figura 4: Esquema de la deteccién de sujetos en riesgo de sufrir eventos aterotrombaticos.
GIM: grosor-intima-medio. ITB: indice tobillo-brazo

El estudio MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) reclutd en Norteamérica 6814 sujetos de
diferentes razas, con edades comprendidas entre 45 y 84 afios de edad y libres de enfermedad cardio-
vascular al inicio. Se estudiaron marcadores de imagen, como el CAC, el IMT, el ITB, la funcidn y masa
ventricular cardiaca mediante resonancia magnética y la dilatacién de la arteria braquial como medicién
de la disfuncién endotelial. Ademas, se evaluaron diferentes biomarcadores circulantes inflamatorios,
e incluso algunos genéticos 3%, Tras una media de seguimiento de 4.6 anos, se detectaron 286 eventos
cardiovasculares. Demostraron la validez del IMT y CAC como predictores de riesgo, siendo el IMT
mas util para la prediccion de riesgo de ictus y el CAC para la predicciéon de eventos coronarios 31 En

cuanto a los biomarcadores circulantes, han reportado diferencias inter-raciales en la prediccion del
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riesgo cardiovascular, siendo la PCR un marcador de riesgo sélo en caucasicos, la interleuquina-6 (11-6)
un marcador de riesgo sélo en afro-americanos, y el fibrindgeno en caucasicos, afro-americanos e his-
panos. Ninguno de los tres biomarcadores fue predictor de eventos entre los sujetos de origen chino 32,
Este hallazgo soporta el hecho de que las enfermedades cardiovasculares se desarrollan y manifiestan
de forma diferente en funcidn de la raza, y por tanto, en funcién de la carga genética de cada individuo,
probablemente mas alld de la diferente carga de factores de riesgo vascular o de los diferentes estilos
de vida. El estudio MESA esta contribuyendo al estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos basicos de la
aterosclerosis desde su fase subclinica asi como a la deteccidén de marcadores de riesgo. Estudios como

este permiten desarrollar e individualizar estrategias de prevencion primaria en la poblacion general

con el fin de minimizar las consecuencias de la aterosclerosis.

Identificacion de la placa vulnerable

Ademas del riesgo vascular global a largo plazo basado en los estudios anteriormente descritos, se-
ria muy interesante poder conocer el riesgo concreto e individual de que una lesion aterosclerdtica
asintomatica detectada en una localizacidén determinada progrese y se complique. Esto es, conocer la

vulnerabilidad de la placa de ateroma.

Durante muchos anos, el estudio de la “placa vulnerable” se ha centrado en estudios anatomo-patoldgi-

cos de autopsias y de material quirdrgico (proveniente sobre todo de endarterectomia y bypass aorto-
-\ 33,34 e .

coronario) . En términos generales, la placa vulnerable con alto riesgo de ruptura suele poseer

algunas de las siguientes caracteristicas: inflamacion activa, denotada por la infiltracion de monocitos,

macréfagos y linfocitos T; una capsula fibrosa delgada y un core lipidico grande; una fisura en su super-

ficie; una estenosis de la luz>90% o bien una remodelacién positiva de la pared arterial que evitaria la

estenosis de la luz; o una hemorragia intraplaca 20

El gran desafio de los Ultimos afios esta en desarrollar técnicas de imagen que permitan estudiar la pa-

red arterial y placa vulnerable in vivo 33 revelando caracteristicas semejantes a las observadas en estu-

dios histoldgicos (Figura 5). La ultrasonografia intravascular (IVUS) coronaria ha sido ampliamente utili-
, . . . 36 . ,

zada a este respecto aunque se trata de una técnica invasiva >". Para el estudio de la placa carotidea se

estan desarrollando fundamentalmente técnicas no invasivas, como la ecografia-Doppler carotidea 37,38
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o la resonancia magnética de alta definicidén 3940 T¢cnicas més costosas y sofisticadas incluyen estudios

) 4142 5 incluso técnicas

del metabolismo de la placa con tomografia de emisién de positrones (PET
de imagen molecular tras la administracion de nano-particulas que se unen especificamente a diversos

componentes de la placa y permiten estudiar su grado de actividad 3,

Figura 5: Imagenes de RM de alta definicién de la aorta abdominal (flecha) de un ratén sano
(paneles superiores, A 'y B) y un modelo animal de aterosclerosis (paneles inferiores D y E).
A la derecha se pueden apreciar los correlatos histoldgicos (paneles Cy F).

Fayad, 1998

Recientemente se ha publicado el disefio de un estudio observacional y prospectivo (The High-Risk
Plague Biolmage Study) que pretende evaluar nuevos marcadores de imagen en la deteccion de la
aterosclerosis subclinica y su capacidad predictiva para la deteccién de sujetos en riesgo de padecer

eventos vasculares en el futuro *4.



BB InTRODUCCION 12 |

1.2. ATEROSCLEROSIS INTRACRANEAL DE GRAN VASO

1.2.1. Definicion y particularidades de las arterias intracraneales

La aterosclerosis intracraneal se caracteriza por el desarrollo de multiples lesiones ateromatosas en la
pared de las arterias cerebrales de gran calibre: arterias cardtidas internas en su porcidn intracraneal,
arterias cerebrales medias, arterias cerebrales anteriores, arterias cerebrales posteriores, arterias ver-

tebrales y arteria basilar (Figura 6).

ACA

ACM

AB
ACP

AV ACI Intracraneal

ACC

ACI Extracraneal

Figura 6:

ACC: arteria cardtida comin ACI: arteria carétida interna; ACM: arteria cerebral media;
ACA: arteria cerebral anterior; ACP: arteria cerebral posterior; AB: arteria basilar; AV: arteria vertebral

Se trata de un proceso dinamico y que afecta a toda la longitud de la arteria, aunque es en algunas zo-
nas concretas donde la afectacién de la pared condiciona un estrechamiento significativo o estenosis,
siendo estas zonas las que detectamos con la mayoria de los métodos diagndsticos actuales. Por tanto,
en el presente trabajo, cuando nos referimos a sujetos que presentan aterosclerosis intracraneal lo

haremos en funcion de la deteccion de dichas estenosis arteriales, lo que implica un estadio avanzado

de la enfermedad.
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Los segmentos arteriales intracraneales mas afectados por la aterosclerosis son la porcidn intracaver-
nosa de la cardtida interna intracraneal, el segmento proximal de la arteria cerebral media, la union

vertebro-basilar y el segmento proximal de la arteria basilar.

Las arterias intracraneales poseen algunas caracteristicas hemodindmicas, anatémicas y moleculares
que difieren del resto de grandes arterias del organismo. En primer lugar, la regulacién del flujo san-
guineo cerebral es un sistema muy activo y complejo en el que intervienen multiples factores y en el
que las arteriolas juegan un papel fundamental. Existen elementos fisioldgicos activos que mantienen la
homeostasis intracerebral, siendo muy importante la produccidn de éxido nitrico y otras sustancias por
parte del endotelio 45 Ademss, la especial anatomia del poligono de Willis con sus anastomosis a nivel
proximal (arterias comunicantes) y la existencia de anastomosis leptomeningeas distales que facilmente
distribuyen el flujo en funcién de las necesidades, hacen que la hemodinamica cerebral sea Unica en
el organismo % En segundo lugar, existen algunas diferencias histoldgicas en la estructura de la pared
de las arterias intracraneales respecto al resto. Las arterias intracraneales poseen una lamina elastica
interna bien desarrollada pero pierden la [dmina eldstica externa a medida que entran en el espacio

intradural 4/

, siendo ademas la adventicia de un grosor mas fino cuando se compara con las arterias ex-
tracraneales. La adventicia, en el espacio intradural, pierde los vasa-vasorum, nutriéndose directamente
a través del liquido cefalorraquideo % la capa intima presenta un endotelio muy activo con uniones
endoteliales muy estrechas, que en los capilares cerebrales conforman una parte esencial de la barrera
hemoatoencefdlica. Las células endoteliales presentan a nivel intracerebral gran cantidad de mitocon-
drias, expresando asi la gran actividad metabdlica que realizan en la regulaciéon de la homeostasis .
En tercer lugar, se han demostrado algunas singularidades respecto a las caracteristicas moleculares
y respuesta aterogénica de las arterias intracraneales. Asi, en fetos humanos expuestos a hipercoles-
terolemia materna durante el embarazo, comparados con fetos de madres sin hipercolesterolemia,
se ha demostrado mayor formacidn de estrias grasas en las arterias extracraneales (cardtida y aorta
abdominal) y apenas diferencias en la formacion de estrias grasas en las arterias intracraneales (arteria
cerebral media y basilar), sugiriendo que estas Ultimas arterias son mas resistentes a los efectos atero-

génicos del colesterol. Ademas, los autores observaron que las arterias intracraneales presentaban ma-

yor concentracién de enzimas captadores de radicales libres (en concreto de la superdxido dismutasa),
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hipotetizando que las arterias intracraneales estan mas preparadas para combatir el estrés oxidativo 0

El mismo grupo publicé con posterioridad un estudio anatomo-patoldgico en diferentes edades de la
vida (desde fetos hasta ancianos) en el que de nuevo mostraban cdmo la actividad enzimatica antio-
xidante era mucho mayor en las arterias intracraneales comparada con las extracraneales, y cémo de
forma reveladora esta actividad antioxidante disminuia progresivamente con la edad, coincidiendo con
la aparicién de lesiones ateroscleréticas a nivel intracraneal ®'. En modelos animales, también se ha
demostrado que el LDL-oxidado (un promotor esencial de la aterogénesis) afecta negativamente a la
respuesta vasomotora dependiente del endotelio en las arterias extracraneales (cardtidas) pero no lo

hace en las arterias intracraneales (basilar) 32,

Por tanto, cuando nos referimos a la aterosclerosis intracraneal de gran vaso no sélo debemos pensar
en la localizacion territorial de las lesiones aterosclerdticas sino también en el especial ambiente anato-

mico, hemodindmico y molecular en el que éstas se desarrollan.

1.2.2. Métodos diagnésticos

1.2.2.1. Métodos diagnésticos invasivos: la arteriografia convencional

Hasta hace unos afios el método diagndstico de eleccidn era la arteriografia convencional, y aiin hoy
continda siendo la exploracion de referencia (“gold standard”) >3, Esta técnica (Figura 7) permite una
medicion precisa del grado de estenosis en funcién del porcentaje de reduccién de la luz, asi como la
posibilidad de evaluar el estado de la circulacion colateral cerebral. En general las estenosis se conside-
ran leves cuando la reduccién de la luz es menor al 50%, moderadas cuando la reduccién de la luz es del
50-70% y graves cuando dicha reduccidn es igual o superior al 70%. Pero la arteriografia convencional
es un procedimiento costoso, largo e invasivo que implica riesgos para el paciente. Otra limitacion es
que esta técnica, al igual que otros métodos diagndsticos angiograficos no invasivos, sélo nos da in-
formacion sobre la reduccion de la luz arterial y no sobre las caracteristicas de la pared o de la placa

aterosclerdtica.
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Figura 7: imagen de arteriografia convencional con su reconstruc-

cion tridimensional (panel de la izquierda), mostrando una irregula-

ridad de la luz de la arteria cerebral media correspondiente a una
estenosis.

1.2.2.2. Métodos diagnésticos no invasivos

En los Ultimos tiempos han surgido métodos no invasivos que facilitan tanto la deteccion inicial de la pato-
logia aterosclerdtica intracraneal como el estudio de su evolucidn en el tiempo, siendo los mas utilizados
los estudios ultrasonoldgicos, la angiografia por resonancia magnética y la angiografia por tomografia

computerizada. A continuacion se exponen las caracteristicas basicas de dichos métodos diagndsticos:

Estudios ultrasonolégicos: Doppler y diplex transcraneal

Los métodos ultrasonoldgicos permiten estudiar la direccién, velocidad y caracteristicas del flujo san-
guineo de las grandes arterias intracraneales de forma no invasiva, rapida y en tiempo real, a través de
la superficie craneal (Figura 8). Con respecto a los estudios angiograficos no invasivos que luego co-
mentaremos, los cuales producen imagenes estaticas, la ultrasonologia tiene una ventaja fundamental,
y es que permite estudiar la hemodinamica de la circulacidon cerebral “en directo”, pudiendo evaluar
la direccién de flujo, los circuitos compensatorios y la apertura de colaterales de una forma mucho
mas fisioldgica.

Los segmentos arteriales que presentan estenosis condicionaran cambios hemodinamicos focales como
son una mayor velocidad de flujo a su través, y una alteracién en las caracteristicas del mismo, haciéndo-
se éste mas turbulento (Figura 8.C). Generalmente la medicion del grado de estenosis arterial se realiza

teniendo en cuenta el pico de velocidad sistdlica, como se comentara mas adelante en el apartado de
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metodologia, aunque también se evallan las caracteristicas del espectro arterial y la repercusion en
el flujo pre y postestendtico. La eco-Doppler-color o duplex transcraneal (TCCD) presenta ventajas
respecto al Doppler transcraneal (DTC), como son la posibilidad de visualizar en color las arterias en
todo su trayecto Yy sus relaciones anatémicas, asi como la posibilidad de calibrar el angulo de insona-
cién, lo cual hace que el calculo de la velocidad de flujo sea mas exacto. Serd éste el método utilizado
en el estudio de nuestros pacientes, como se explicard mas adelante. Ha sido demostrada una buena
L, , , . . , . 54-56 .,
correlacion entre los métodos ultrasonoldgicos y la arteriografia convencional en la deteccion de

estenosis intracraneales.

Figura 8: (A) Imagen representativa de la aplicacion de ultrasoni-
dos para la evaluacién de las arterias intracraneales. (B) Imagen en
color obtenida por duplex transcraneal, con la distribucién de las
principales arterias del poligono de Willis. (C) Curva espectral obte-
nida en un punto de estenosis, con aumento de la velocidad sistélica.

La principal desventaja de los métodos ultrasonoldgicos es la existencia de una ventana acustica deficiente
a través de la superficie ésea craneal, que puede dificultar la realizacion del estudio en hasta un 20% de los

casos. Sin embargo, esta limitacion se supera ampliamente con la utilizacion de eco-contrastes endovenosos.
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Angiografia por Resonancia Magnética (ARM)

Permite obtener imagenes en tres dimensiones de todo el arbol vascular intracraneal (Figura 9), y de-
tecta oclusiones y estenosis arteriales con una alta sensibilidad y especificidad comparado con la arte-
riografia convencional 7 Las ventajas de la técnica incluyen la no utilizacién de contraste, y la ausencia
de radiacion durante la exploracion. El principal inconveniente es la sobreestimacion del grado de este-
nosis en estenosis graves, el largo tiempo de adquisicidn de las imagenes y la aparicion de artefactos de
movimiento, asi como las contraindicaciones generales para la realizacion de una resonancia magnética

(prétesis metalicas, marcapasos...).

Figura 9: Imagen de Angiografia por Resonancia Magnética (ARM). Se aprecia
estenosis del segmento proximal de la ACM derecha (circulo)

Angiografia por Tomografia Computerizada (ATC)

Se obtienen imégenes tridimensionales similares a los obtenidos por ARM pero en un tiempo de explo-
racién menor. Los inconvenientes principales son la necesidad de administracién de contraste yodado
endovenoso Y la radiacién a la que es sometida el paciente. La ATC ha demostrado muy buena correla-

cién con respecto a la arteriografia convencional en la deteccién de estenosis intracraneales %8
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1.2.2.3. Desarrollo de nuevos métodos diagnésticos

Como ya se ha indicado, los métodos angiograficos anteriormente descritos Unicamente evaldan la luz
arterial. Esto conlleva dos problemas: el primero, que no nos proporcionan informacién sobre las ca-
racteristicas de la placa de ateroma y su vulnerabilidad o riesgo de complicacién; el segundo, que obvian
la existencia de placas de ateroma no estendticas, hecho que ocurre con frecuencia en las fases iniciales

de la aterogénesis debido al remodelado arterial positivo compensatorio.

En los uUltimos anos se han publicado resultados prometedores de nuevas técnicas de imagen para el
estudio de las caracteristicas de las placas intracraneales in vivo. Esto constituye un gran logro dado
que el estudio histoldgico de la aterosclerosis intracraneal y de la vulnerabilidad de las placas intra-
craneales se limita a estudios de autopsias al no existir material quirdrgico accesible 2960 Por un lado,
se han publicado algunos hallazgos de estudios con ultrasonografia intravascular (IVUS) similar a los

realizados en arterias coronarias '

, aunque éstos son estudios invasivos y la disposicidn y anatomia
de la vasculatura arterial intracraneal dificulta la navegacidn de las sondas ecogréficas €2 Por otro lado,
cada vez son mas los estudios no invasivos con resonancia magnética de alta definicion que exploran
las caracteristicas de la pared arterial y la placa intracraneal. En animales, los cambios en la pared de la
aorta observados en las imagenes de RM se han correlacionado my bien con los hallazgos histoldgicos 63
(Figura 4, apartado 1.1.3). En humanos, se han descrito diferentes caracteristicas de las placas intra-

craneales en lesiones sintomaticas y asintomaticas 64,65

y se ha demostrado su utilidad en el estudio de
lesiones aterosclerdticas no estenosantes en las que los estudios angiograficos no habian evidenciado

patologia alguna ¢’ (Figura 10).

Durante muchos anos las estenosis intracraneales se han considerado lesiones relativamente estables
con placas de caracteristicas predominantemente fibrosas y constrictivas, produciendo eventos isqué-
micos mayoritariamente en relacion a un mecanismo hemodinamico (insuficiente aporte sanguineo).
Sin embargo, los nuevos métodos diagndsticos descritos han demostrado que las placas de ateroma

intracraneales se comportan de manera similar a las extracraneales, habiéndose detectado hemorragias

[ 61,65,68

intraplaca en relacién a la fase sintomatica de la aterosclerosis intracranea asi como un mayor

remodelado positivo en el lugar de la lesion produciendo una dilatacién arterial compensatoria ®*.



BB InTRODUCCION 19 |

Por tanto, las estenosis intracraneales se muestran como lesiones dindmicas y complicadas, con alto
riesgo de trombosis y hemorragia en el seno de las mismas, favoreciendo asi también el desarrollo de
eventos isquémicos distales a la lesién por un mecanismo atero-embdlico. Este mecanismo de isquemia
esta apoyado por la deteccidon de microembolias mediante Doppler transcraneal en el seno de las este-
nosis intracraneales sintomaticas y por el frecuente hallazgo de lesiones cerebrales isquémicas multiples

en el lecho distal a las mismas ©°.

Figura 10: Imagenes de Resonancia Magnética del mismo paciente.

(A): infarto en el tronco cerebral (flecha); (B): imagen de ARM convencional donde no se observa

alteracién de la luz arterial de la arteria basilar (blanco); (C): imagen de RM de alta definicion

(HRMR) donde se aprecia engrosamiento de la pared de la arteria basilar (flecha amarilla)

correspondiente con una placa de ateroma, que es muy probablemente la causante del infarto
(flecha roja) al ocasionar la oclusién de una perforante.

Amarenco, 2005.

1.2.3. Impacto sociosanitario de la aterosclerosis intracraneal
El impacto sociosanitario de la aterosclerosis intracraneal se basa fundamentalmente en su condicién
potencial de causar un ictus isquémico cerebral, en su posible relacién con el desarrollo de deterioro

cognitivo y en su relacion con la presencia de aterosclerosis a otros niveles.

1.2.3.1. Ictus isquémico y aterosclerosis intracraneal sintomdtica

Son bien conocidas las devastadoras consecuencias de la enfermedad cerebral vascular en nuestra
poblacion. En Espana, la incidencia anual de ictus es de 150-200 casos por cada 100.000 habitantes y
ano, y la prevalencia se situa entre 500 y 600 personas por cada 100.000 habitantes. Segin el Instituto
Nacional de Estadistica (INE), en 2010 el ictus fue la tercera causa de mortalidad en hombres (tras la
cardiopatia isquémica y el cancer de pulmén) y la primera causa de mortalidad en mujeres, asi como es

la primera causa de discapacidad a largo plazo en ambos sexos.
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El ictus isquémico constituye un 80-85% de la totalidad de los ictus (siendo el resto ictus de naturaleza
hemorragica). De éstos, aproximadamente un 6 - 0% son consecuencia directa de la aterosclerosis

70-73 y hasta un 50% en poblaciones asiaticas 7475 Esto hace que

intracraneal en poblacion caucasica
la aterosclerosis intracraneal sea posiblemente la principal causa de ictus isquémico a nivel mundial 76
por lo que la profundizacién en el estudio de esta patologia se hace imprescindible en nuestros dias. En

el siguiente capitulo desarrollaremos con mas detalle la epidemiologia, factores de riesgo, evolucién y

tratamiento de la aterosclerosis intracraneal sintomatica.

1.2.3.2. Deterioro cognitivo y aterosclerosis intracraneal

La demencia es una importante causa de morbimortalidad e incapacidad en los pacientes mayores de
65 afos, y su prevalencia tiende a aumentar de la misma manera que lo hace la esperanza de vida de
nuestra poblacion. La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mas fre-
cuente y la primera causa de demencia en nuestra poblacidn, seguida de la demencia de origen vascular,
secundaria al desarrollo de lesiones isquémicas multiples y progresivas, muchas veces subclinicas en la
fase aguda. En muchas ocasiones los dos tipos de deterioro cognitivo se unen en el concepto de demen-
cia mixta. Segln los datos de 2010 proporcionados por el INE, la demencia y la enfermedad de Alzhei-
mer constituyeron la sexta y séptima causas de muerte en nimeros absolutos en la poblacién general

espafola, habiendo aumentado el nimero de defunciones por estas causas respecto a afos anteriores.

La relacién de los factores de riesgo vascular con el desarrollo de la denominada demencia vascular ha
sido ampliamente explorada, siendo clasicamente la EA esporadica considerada Unicamente secundaria
a cambios neurodegenerativos en relacién con el depdsito de sustancia amiloide en el cerebro. Sin em-
bargo, multiples trabajos recientes relacionan el desarrollo de EA con factores de riesgo vascular como la
hipertensidn arterial, la diabetes mellitus o con el sindrome metabdlico 7778 Existen trabajos ademas que
relacionan de forma directa la aterosclerosis intracraneal con el desarrollo de EA, favoreciendo la prime-
ra el depdsito posterior de sustancia amiloide y condicionando una mayor hipoperfusion cerebral 79-82
Asimismo, la aterosclerosis intracraneal se ha asociado con sustratos radioldgicos estrechamente re-
lacionados con el deterioro cognitivo, como la leucoaraiosis 8 Recientemente la American Heart As-

sociation y la American Stroke Association (AHA/ASA) han publicado un amplio y valioso informe
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dedicado a las contribuciones de los factores de riesgo vascular y la patologia cerebral vascular en el

desarrollo de deterioro cognitivo de cualquier causa 8,

1.2.3.3. Aterosclerosis intracraneal y su relacion con la aterosclerosis a otros niveles

Ya se ha comentado ampliamente en la primera parte de la introduccion que la aterosclerosis es una
enfermedad sistémica y que, aunque puede desarrollarse con mas agresividad o premura en una de-
terminada localizacion, generalmente va asociada a la existencia de lesiones aterosclerdticas en otras
zonas del arbol arterial. Aunque es habitual que inicialmente sélo se manifieste en uno de ellas, perma-
neciendo asintomatico el resto, hemos de tener en cuenta el riesgo individual del paciente que presenta
un evento isquémico coronario, cerebral o periférico, de sufrir enfermedad aterosclerdtica a otros

niveles en el futuro.

La frecuente coexistencia de aterosclerosis intracraneal y carotidea ha sido descrita en diversas
poblaciones 886 También hay varios trabajos que reportan una gran asociacion de la aterosclerosis intra-
craneal con la enfermedad coronaria asintomatica. Asi, en un grupo de pacientes estudiados en Japon tras
sufrir un infarto cerebral, y sin antecedentes de cardiopatia isquémica, se detecté mediante angiografia
por tomografia computerizada que un 37.5% presentaban enfermedad coronaria asintomatica, hecho que
se asocié ademas de forma significativa a la coexistencia de ateroesclerosis intracraneal 8 En nuestro
medio, mas del 50% de los pacientes con estenosis intracraneales sintomaticas presentaron isquemia mio-
cardica silente detectada por SPECT miocardico de esfuerzo 8 En Francia, el estudio PRECORIS volvié a
poner de manifiesto |a elevada prevalencia de enfermedad coronaria asintomatica en pacientes con ictus
isquémico, especialmente en aquellos que presentaban aterosclerosis a nivel cervicocerebral89. También
se ha relacionado la existencia de un indice tobillo-brazo alterado (marcador de arteriopatia periférica)

con la presencia de aterosclerosis a nivel cervical y cerebral en pacientes con ictus isquémico 20,31

Por tanto, la aterosclerosis intracraneal sintomatica podria considerarse un marcador de aterosclerosis
a otros niveles como el extracraneal, carotideo, coronario o de la circulacién periférica. La bdsqueda
de aterosclerosis subclinica en otras localizaciones podria permitir aplicar medidas preventivas mas
especificas o agresivas con el fin de intentar evitar la progresion de dichas lesiones o la aparicion de

manifestaciones clinicas a cualquier nivel.
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1.3. ATEROSCLEROSIS INTRACRANEAL SINTOMATICA

1.3.1. Epidemiologia: importancia de la raza y de los factores de riesgo vascular
Existe una gran diferencia en la distribucion racial de la patologia aterosclerdtica cerebral. Estudios com-
parativos anatomo-patoldgicos han reportado una mayor prevalencia de aterosclerosis extracraneal (ca-
rotidas internas y vertebrales) en poblacién caucésica, mientras que en los individuos de raza negray en
especial los de origen asiatico, la aterosclerosis afecta con mas frecuencia a los vasos intracraneales 9294,
Recientemente se ha reportado un estudio anatomo-patoldgico en Francia, con mayoria de sujetos
blancos, realizado en 259 sujetos fallecidos por un ictus isquémico y en 80 por un ictus hemorragico
(grupo control). Encontraron una alta prevalencia de estenosis intracraneales (definidas como cualquier
placa de ateroma que ocasiona una reduccidn de la luz arterial mayor al 30%), siendo significativamente
mas frecuentes en el grupo de ictus isquémico respecto a los controles (43.2% vs 17.8%). Las estenosis
intracraneales se consideraron las causantes del ictus isquémico en el 5.8% de los casos y se asociaron
a su presencia el sexo masculino y la diabetes %> En este estudio, la prevalencia de placas intracraneales
(sin tener en cuenta el grado de reduccidn de la luz) fue del 62.2% en el grupo de sujetos fallecidos por
un ictus isquémico. El desarrollo de técnicas no invasivas para la deteccion de la aterosclerosis intracra-
neal ha permitido estudiar su implicacion causal en numerosas poblaciones con ictus isquémico, con-
firmando las diferencias encontradas en los estudios necrdpsicos. En Asia la aterosclerosis intracraneal
es considerada la causa mas importante de ictus isquémico 75,96 habiéndose encontrado también una
alta incidencia de aterosclerosis intracraneal sintomatica en la raza negra afro-americana y en sujetos
de ascendencia hispana 7297 En poblacién caucasica, la aterosclerosis intracraneal causa un 6-10% de
todos los ictus isquémicos, como hemos comentado anteriormente. Diferencias genéticas, ambientales,
en estilo de vida y en los factores de riesgo vascular se han apuntado como el posible origen de esta
disparidad, aunque los mecanismos baésicos relacionados con la diferente distribucion racial de la ate-

rosclerosis intracraneal no estan adn bien esclarecidos.

Dentro de la misma raza, existen también diferencias en la localizaciéon extra o intracraneal de las le-
siones aterosclerdticas. Como ya se ha comentado en el punto [.2.1, las arterias intracraneales poseen

algunas particularidades anatémicas, hemodindmicas y moleculares que las diferencian del resto de



BB InTRODUCCION | 23 |

arterias sistémicas y por tanto podrian tener una respuesta distinta ante los mismos factores aterogé-
nicos. En general se considera aceptado que la aterosclerosis intracraneal se desarrolla a edades mas
tardias que la extracraneal en todas las poblaciones. Ademas, en los Ultimos afios se ha descrito la fre-
cuente asociacion entre algunos factores de riesgo vascular y la existencia de estenosis intracraneales
sintomaticas en pacientes con ictus isquémico. En este sentido, la diabetes y el sindrome metabdlico, el
cual viene definido por la asociacidn de factores de riesgo como la obesidad, hiperglicemia, dislipemia
e hipertension arterial, y que tiene como sustrato patoldgico una resistencia insulinica de base, son
factores de riesgo que parecer tener una especial implicacién en el desarrollo de aterosclerosis a nivel

intracraneal, en comparacién con la localizacién extracraneal /%8101,

1.3.2. Pronéstico y progresion de las lesiones

La aterosclerosis intracraneal sintomatica se considera una enfermedad con alto riesgo de recurrencia
de eventos isquémicos, tanto en el territorio cerebral irrigado por la arteria afectada como en otros
lechos vasculares. El estudio norteamericano WASID, se disend para comparar la eficacia del trata-
miento con aspirina (antiagregacion) versus warfarina (anticoagulacién) en la prevencidn secundaria de
pacientes con un primer ictus isquémico debido a aterosclerosis intracraneal. Se incluyeron 569 pacien-
tes con estenosis intracraneales superiores al 50%, de los cuales 106 (19%) presentaron un nuevo ictus
isquémico tras una media de |.8 anos de seguimiento, ocurriendo la mayoria (73%) en el territorio de la
arteria afectada inicialmente '%2. De los ictus isquémicos ocurridos fuera del territorio de dicha arteria,
la mitad se atribuyeron a una estenosis intracraneal en diferente localizacion 193 La gravedad basal de la
estenosis (estenosis iguales o superiores al 70%) se considerd uno de los predictores mas importante
de ictus recurrente en el mismo territorio (riesgo del 18% anual frente al 6% en los pacientes con este-
nosis < 70%) 104" Ademas, la recurrencia temprana (en los tres primeros meses tras el ictus inicial) fue
alta, sobre todo en el grupo de pacientes que inicialmente habian debutado con un ataque isquémico

transitorio (AIT) 195 También encontraron mas riesgo de ictus recurrente en el sexo femenino 106

en la raza negra 107, y en aquellos pacientes que cumplian criterios para el sindrome metabdlico 108,
En Francia, el estudio GESICA incluyd prospectivamente |02 pacientes con ictus debido a aterosclero-

sis intracraneal, reportando un riesgo de recurrencia de ictus a los dos afos del 38% y de otros eventos

cardiovasculares del 18.6% '°°. En China, en una cohorte de 705 pacientes con ictus isquémico, los
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pacientes con estenosis intracraneales presentaron un mayor riesgo de ictus recurrente al afio respecto
a los que no tenian estenosis intracraneales (17.1% frente al 10%), y este riesgo fue mayor en el grupo
de pacientes que presentaban estenosis extra e intracraneales simultdneamente (24.3%) "0 Reciente-
mente, en un estudio francés que incluyd 1.881 pacientes con accidente isquémico transitorio (AIT), se
detectaron estenosis intracraneales en el estudio inicial en un 8.8%, considerandose sintomaticas (cau-
santes del AIT) un 3.7%. Este subgrupo de pacientes con estenosis intracraneales presentd una tasa de
eventos vasculares al aio de seguimiento (ictus, cardiopatia isquémica y/o muerte de origen vascular)
significativamente mayor que los pacientes que no presentaban estenosis intracraneales en el estudio
inicial !, En Espafa, en una serie de 40 pacientes con aterosclerosis intracraneal sintomatica seguidos
durante una media de 26 meses, se reportd una recurrencia de ictus o AlT en el mismo territorio en el
20% de los casos y de cardiopatia isquémica en el 12.5%. El riesgo de recurrencia se asocié de forma
independiente con la progresion en la gravedad de las estenosis detectada por Doppler transcraneal
durante el seguimiento 12 Resultados similares se obtuvieron en una cohorte de pacientes en China
seguidos durante 6 meses: los pacientes que mostraron progresion de las lesiones tenian mas riesgo de

recurrencia '3

Las estenosis intracraneales aterosclerdticas son por tanto lesiones dindmicas, capaces de progresar o
. . . . ., , . 114 .

incluso regresar a lo largo del tiempo, independientemente de su expresion clinica ' ". En un estudio
reciente utilizando angioRM en un seguimiento medio de |51 pacientes con aterosclerosis intracraneal
durante 14 meses, se determind un 15.2% de progresién de las lesiones (empeoramiento de la esteno-
sis, oclusion o aparicidén de nuevas estenosis) y un 10% de regresién de las mismas. A la progresién se

asocié de forma estadisticamente significativa la presencia de diabetes y el tabaquismo activo s,

Por tanto, la aterosclerosis intracraneal sintomatica es una enfermedad dindmica y agresiva con alto
riesgo de recurrencia a pesar del tratamiento, en el cual profundizaremos mas adelante. Por ello, es
importante estudiar los factores clinicos y bioldgicos que se asocian a su presencia y evolucién, con el

fin de desarrollar estrategias preventivas mas especificas.
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1.3.3. Biomarcadores circulantes relacionados con su presencia y progresion

Como hemos comentado con anterioridad, en los dltimos afilos multiples trabajos se han centrado en
buscar biomarcadores circulantes que nos ayuden en la deteccién de sujetos en riesgo de sufrir eventos
aterotrombdticos en el futuro asi como marcadores de progresion de la aterosclerosis. En este sentido,
la mayoria de trabajos publicados se han centrado en la cardiopatia isquémica y en la patologia caroti-
dea, mientras que el estudio de biomarcadores asociados a la presencia y progresidn de la aterosclero-

sis intracraneal sintomatica ha sido mucho menos exhaustivo.

En nuestro medio, los niveles basales de proteina C reactiva (PCR) predijeron la aparicion de nuevos
eventos isquémicos cerebrales y coronarios en el afio posterior al ictus en un grupo de pacientes con
aterosclerosis intracraneal sintomatica ' 6. Apoyando estos resultados, detectaron mas adelante que la
presencia del polimorfismo C1444Ten el gen de la PCR, el cual interviene en regular los niveles de PCR
circulantes, también se comporté como predictor de eventos vasculares "7 Bl mismo grupo evalué
la progresion de las lesiones intracraneales sintomaticas tras un seguimiento medio de 23 meses en
relacién a un amplio panel de marcadores séricos de inflamacidn-aterosclerosis (PCR, lipoproteina (a),
varias metaloproteinasas de matriz -MMP-, E-selectina, moléculas de adhesién leucocitaria, inhibidor
del activador del plasmindgeno PAI-1). La progresion de las estenosis intracraneales ocurridé en un 33%
de los pacientes y se asocid, de forma independiente a los factores de riesgo vascular, a la presencia de
un estado proinflamatorio basal asi como a una alteracién en el sistema fibrinolitico enddgeno, siendo
la PCRy el PAI-1 las moléculas que predijeron esta progresién de forma independiente al resto de mar-
cadores. La progresiéon de las lesiones fue acompanada de un mayor riesgo de sufrir eventos vasculares
durante el seguimiento, considerandose por tanto esos biomarcadores potencialmente Utiles en la prac-
tica clinica ''®. Recientemente en Japon se ha publicado un estudio similar en el que evaluaron la progre-
sion de las estenosis intracraneales mediante ARM tras una media de 3 afios. Se midieron basalmente
los niveles de PCR, Interleuquina-6 (lI-6), Il-18, factor de necrosis tumoral-alfa y metaloproteinasas de
matriz MMP-2 y MMP-9. La progresion de las lesiones, ocurrida en 12.5% de los pacientes, se asoci6 de

forma significativa a los niveles basales de Il-6 ' 9.
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Ademds de los biomarcadores predominantemente “inflamatorios”, se han descrito algunos marca-
dores “metabdlicos” en relacion a la aterosclerosis intracraneal sintomatica. En nuestro medio, nive-
les elevados de lipoproteina (a) asi como el antecedente de diabetes fueron marcadores de una mayor
extensién basal de la aterosclerosis intracraneal sintomatica /°. Mas tarde el mismo grupo reportd que
niveles basales altos en la actividad de la lipoproteina asociada a la fosfolipasa A2 (una molécula pro-in-
flamatoria que interviene en el metabolismo del LDL), se asociaban a una mayor recurrencia clinica
(cerebral o coronaria) en una serie de 75 pacientes seguidos durante 2 afios 120 Como ya hemos co-
mentado en el capitulo anterior, el sindrome metabdlico parece estar estrechamente relacionado con la
presencia de aterosclerosis intracraneal sintomatica, y parece ademas conferirle un peor prondstico 108,
El sindrome metabdlico constituye una entidad que engloba varios factores de riesgo (obesidad, ni-
veles elevados de triglicéridos, niveles bajos de HDL, hipertensidon e hiperglicemia en ayunas) y cu-
yos efectos aterogénicos estan mediados fundamentalmente por una resistencia insulinica de base 121,
La resistencia insulinica medida a través del indice HOMA '22 se ha relacionado también directamen-
te con la aterosclerosis intracraneal sintomatica en un grupo de pacientes no diabéticos ' En la misma
linea, niveles bajos de adiponectina, que es una proteina anti-aterogénica relacionada inversamente con
la obesidad y la resistencia insulinica, se han asociado a la aterosclerosis intracraneal sintomatica en un
estudio desarrollado en Corea '2. También en Corea, se han encontrado niveles altos del indice Apo-
lipoproteina B/Apo-lipoproteina Al (ApoB/Al ratio) asociados con la existencia de estenosis intracranea-
les en un grupo de pacientes con ictus isquémico asi como con la presencia de sindrome metabdlico 124,
En Francia, en un grupo de pacientes que se presentaron con un ataque isquémico transitorio (AlT) o ictus
isquémico leve, la llamada dislipemia aterogénica (definida por niveles de HDL K 40 y niveles de triglicéridos

> |50 mg/dl) se asocié de forma significativa a la presencia de estenosis intracraneales sintomaticas 125,

Por tanto, se han descrito diversos biomarcadores circulantes (inflamatorios y metabdlicos) relaciona-
dos con la presencia y progresién de la aterosclerosis intracraneal sintomatica, aunque muchos de estos
estudios pecan de tamafnos muestrales pequenos y los resultados no han sido replicados en diferentes
poblaciones. Desconocemos por el momento si alguno de estos marcadores se encuentra asociado a la
presencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica o a la conversidn de la aterosclerosis asintomatica

en sintomatica.
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1.3.4. Prevencion secundaria. Cuestiones abiertas
En cuanto a la eleccién del tratamiento mas adecuado en la prevencidn secundaria en aquellos pacien-
tes que han sufrido un primer ictus atribuido a la existencia de aterosclerosis intracraneal, existen aun

algunos frentes abiertos.

Por un lado, el estudio WASID '92 comparo la eficacia de la warfarina (anticoagulante) con la de la as-
pirina (antiagregante) en estos pacientes y fue parado prematuramente porque en el grupo asignado a
warfarina las complicaciones hemorragicas y la mortalidad fueron mayores. Desde el desarrollo de este
estudio, y dada la alta tasa de recurrencia en cualquiera de los dos grupos de tratamiento, en especial
aquellos con una mayor gravedad de las estenosis intracraneales (estenosis 2 70%), se han publicado
numerosas series de casos utilizando tratamientos endovasculares mediante cateterismo selectivo de
las arterias afectadas con utilizacidn de angioplastia (dilatacion del vaso normalmente con un balén
expandible) y/o colocacion de stents intracraneales (dispositivos que permiten comprimir la placa de
ateroma contra la pared desde el interior del vaso, aumentando el diametro de la luz). Estos tratamien-
tos endovasculares son similares a las técnicas empleadas en la revascularizacién coronaria o carotidea.
Sin embargo, no fue hasta el pasado aho cuando se publicaron los datos del Unico estudio randomizado
que compard el tratamiento endovascular (stenting intracraneal) frente al mejor tratamiento médico en
pacientes con estenosis intracraneales sintomaticas mayores del 70% (estudio SAMMPRIS). Para igualar
los dos brazos de tratamiento, todos los pacientes recibieron doble antiagregacién (aspirina + clopido-
grel) en los primeros tres meses tras el ictus para posteriormente continuar Unicamente con aspirina.
Ademas, como novedad respecto al estudio WASID, se realizd un control estricto de los factores de
riesgo vascular y se administraron estatinas para conseguir unos niveles de LDL-colesterol inferiores a
70 mg/dl 126,127 | os resultados del estudio no han sido los esperados por muchos. El estudio tuvo que
ser parado prematuramente tras la inclusion de 451 pacientes porque la tasa de eventos (ictus isquémi-
co o muerte) a los 30 dias fue alarmantemente mayor en el brazo de tratamiento endovascular (stenting)
(14.7% en el grupo de stenting frente al 5.5% en el grupo de tratamiento médico). La tasa de ictus isqué-
mico en el mismo territorio al afio fue del 20% en el grupo de stenting y del 12.2% en el grupo de tra-
tamiento médico. Este estudio, aunque metodoldgicamente impecable, ha recibido no pocas criticas 28

y son muchos los especialistas que abogan por el estudio de otras intervenciones endovasculares, utili-
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zando otros tipos de stent, ya que en el estudio SAMMPRIS se utilizd sélo un dispositivo, el Wingspan,
que es el unico hasta ahora aprobado por la FDA con esta indicacién. Otros han propuesto disefar
estudios para evaluar la eficacia de la angioplastia sola, sin colocacién de stent, la cual Unicamente ha
sido evaluada en estudios retrospectivos 29 Lo que parece claro para todos es que la tasa anual de
recurrencias en el brazo de tratamiento médico, aun tratdndose de un tratamiento agresivo con con-
trol estricto de los factores de riesgo, sigue siendo alta (12.5%). Estos resultados por tanto, apoyan el
continuo y exhaustivo estudio de esta patologia para implementar los tratamientos preventivos, quiza

desde un estadio mas precoz.

Por otro lado, existen dos estudios en los que se ha evaluado el tratamiento antiagregante doble en las
estenosis intracraneales sintomaticas. En uno de ellos, el estudio CLAIR, se demostrd la mayor eficacia
de la doble antiagregacién (aspirina + clopidogrel) frente a la antiagregacién simple (aspirina) en la dis-
minucién de senales de alta intensidad (HITS) detectadas por Doppler transcraneal (y correspondien-
tes a microembolias desprendidas de la placa) 130 Sin embargo, este estudio no se disend para evaluar
la eficacia en la disminucidn de recurrencias vasculares en ambos grupos, por lo que no pueden sacarse
conclusiones a este respecto. Otro estudio evalué dos tipos de doble antiagregacion (aspirina + clopi-
dogrel frente a aspirina + cilostazol) en 457 pacientes con estenosis intracraneales sintomdticas sin en-
contrar diferencias ni en el nimero de eventos vasculares (evaluados a los 7 meses) ni en la progresién
o regresion de las lesiones (evaluado a los 7 meses con una ARM de control) entre los dos grupos de
tratamiento '3!. Hasta la fecha no existe ninguin ensayo clinico que compare el tratamiento con aspirina
solo frente al tratamiento antiagregante doble, y de hecho, se desconoce si en el estudio SAMMPRIS la
doble antiagregacién utilizada en los primeros 90 dias podria haber influido favorablemente en la baja
tasa de eventos ocurridos en los primeros 30 dias en el brazo de tratamiento médico (5.8% frente a

10.2% reportados en el estudio WASID en sujetos con similares caracteristicas).

Por tanto, el campo de la prevencion secundaria en la aterosclerosis intracraneal sintomatica necesita
alin muchos estudios que ayuden a establecer cual es la mejor estrategia preventiva para estos pacien-

tes y para intentar reducir la alta tasa de recurrencia que presentan.
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|.4. ATEROSCLEROSIS INTRACRANEAL ASINTOMATICA

1.4.1. Epidemiologia y factores de riesgo vascular

La aterosclerosis intracraneal en su estadio preclinico, antes de dar lugar a un ictus isquémico, esta po-
bremente estudiada en nuestro medio, a diferencia de la aterosclerosis carotidea asintomatica, cuya pre-
valencia ha sido reportada recientemente en base a los resultados de varios estudios poblacionales 132
Dado que es la principal causa de ictus isquémico en poblaciones asidticas, es en este continente donde

se han desarrollado la mayoria de los estudios de prevalencia de aterosclerosis intracraneal en sujetos

asintomaticos, como veremos a continuacion.

1.4.1.1. Estudios de prevalencia en poblaciones asidticas

Estudios utilizando Doppler transcraneal (DTC)

En el sur de China se ha reportado una prevalencia del 5.9% de estenosis de la arteria cerebral media
(ACM) entre 1.068 sujetos asintomaticos mayores de 50 anos. Los factores de riesgo relacionados de
forma independiente fueron el sexo masculino, la hipertensién arterial, la edad y la diabetes mellitus 133,
En Hong Kong estudiaron 3057 sujetos con una edad media de 56 afios y al menos un factor de riesgo
vascular, estimando una prevalencia global de estenosis de la ACM del 12.6%, el doble que en el es-
tudio anterior, en el cual los pacientes participantes podian no tener ningln factor de riesgo vascular.
Teniendo en cuenta los factores de riesgo (edad, HTA, dislipemia, DM), la prevalencia aumentaba
progresivamente desde 7.2% en la poblacién con un solo factor de riesgo, hasta 29.6% en la poblacion
que asociaba 4 factores de riesgo 134 También en Hong Kong, se estudiaron 2.165 pacientes diabéticos
tipo 2 sin historia previa de enfermedad cerebrovascular, estimdndose una prevalencia de estenosis de
la arteria cerebral media (ACM) del 20.1%. Se asociaron a la presencia y mayor extensién de las lesio-
nes (determinada como la presencia de estenosis en ambas ACM), la edad, la duracién de la diabetes,
la hipertensién arterial, las cifras de colesterol, la presencia de retinopatia diabética y la arteriopatia
periférica medida segln el indice tobillo-brazo. En el andlisis de regresién logistica se comportaron
como predictores independientes de la presencia de estenosis intracraneales la edad, la glicemia basal,
la hipertensién y las cifras de LDL-colesterol '35 En Corea, en un estudio que incluyé a 1208 pacientes

asintomaticos mayores de 40 afios, se detectd una prevalencia de aterosclerosis intracraneal del 24.5%,
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asociandose de nuevo de forma significativa la edad, la hipertensién y la diabetes mellitus. En este estu-
dio se evaluaron todas las arterias intracraneales (en los previos, sélo la ACM). La arteria cerebral mas
frecuentemente afectada fue la ACM, seguida de la arteria basilar 136 También en Corea se ha reporta-
do recientemente la asociacién del indice triglicéridos/HDL con la presencia de estenosis en la arteria

basilar en sujetos asintomaticos 137,

Estudios utilizando Angiografia por Resonancia Magnética (ARM)

Existen 2 estudios retrospectivos en sujetos sin historia de ictus a los que se les realizd una ARM en
contexto de otros motivos, en el que se reporta la frecuencia de la presencia de estenosis intracra-
neales. Sin embargo estos estudios carecen de la metodologia propia de un estudio poblacional de
prevalencia. En Japon, se estudiaron con ARM 425 sujetos de edades comprendidas entre 33 y 90 afos
encontrandose un 9.6% de individuos con estenosis en la carétida interna intracraneal, 6.4% en la ACM,
3.8% en la arteria vertebral y 2.1% en la arteria basilar 138 En Corea, las ARM de 835 sujetos con eda-
des entre 29 y 85 anos revelaron estenosis intracraneales asintomaticas en un 3% y sélo en un 0.5% se

apreciaron estenosis extracraneales significativas 139,

1.4.1.2. Falta de estudios de prevalencia en poblaciones caucdsicas
En la actualidad no existe ningln estudio de base poblacional que determine la prevalencia de la ateros-

clerosis intracraneal asintomatica o subclinica en poblacion caucasica.

En un laboratorio de neurosonologia norteamericano reportaron un 12.9% de sujetos con estenosis in-
tracraneales entre 510 pacientes (media de edad de 7| anos) que habian sido derivados tras el hallazgo
de un soplo carotideo. La presencia de estenosis intracraneales se asocié al antecedente de diabetes y

de cardiopatia isquémica 40

Las unicas series largas en las que se reporta la frecuencia de estenosis intracraneales asintomaticas en
poblaciéon caucasica estan constituidas por pacientes que habian sufrido un evento isquémico cerebral.
Por un lado, en 2010, en Francia se reportd la prevalencia de estenosis intracraneales detectadas por
DTC entre 1823 pacientes que presentaron un ataque isquémico transitorio (AlT) cerebral. Se encon-

traron estenosis intracraneales en un 8.8% de pacientes en total, considerandose un 3.7% estenosis
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sintomaticas (es decir, causantes del AlT). Por tanto, en este grupo de pacientes, un 5.1% presentaba
estenosis intracraneales asintomaticas (que no habian dado lugar a un ictus isquémico). La mayoria de
las lesiones se encontraron en la circulacidn anterior, y se asociaron a su presencia la edad, la diabetes
y la hipertension. Un 31% de los pacientes con estenosis intracraneales presentaban ademas estenosis
carotideas > 50%' . Por otro lado, en Holanda se publicd recientemente un trabajo que reporta la pre-
valencia de estenosis intracraneales detectadas por angiografia por tomografia computerizada (ATC)
en una cohorte de 786 pacientes con ictus isquémico o AIT. Encontraron estenosis intracraneales
(definidas como una reduccién de la luz 2 30%) en un 23% de los pacientes, y se consideraron sintoma-
ticas en un 8%. Por tanto, un 15% de pacientes presentaban estenosis intracraneales asintomaticas. En
este caso fueron mas frecuentes las estenosis de circulacion posterior. Los factores que se asociaron
de forma independiente a la presencia de estenosis intracraneales fueron la edad, el sexo masculino,
la hipertension, la diabetes y la velocidad de sedimentacién glomerular (VSG). Entre los pacientes con
estenosis intracraneales, un 21% presentaban estenosis carotideas extracraneales > 50%, significativa-

mente mayor al 8% de estenosis carotideas encontradas en el grupo sin estenosis intracraneales 141

Por tanto, los escasos estudios que reportan la frecuencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica en
poblaciéon caucasica se han desarrollado en grupos de pacientes con antecedentes de ictus isquémico.
No existen hasta el momento estudios poblacionales que nos permitan conocer la prevalencia de la
aterosclerosis intracraneal en nuestro medio ni los marcadores clinicos o bioldgicos que se asocian a la
presencia de estas lesiones. Es este sentido, nuestro trabajo pretende dar luz a este vacio de conoci-

miento acerca de la aterosclerosis intracraneal asintomatica en poblacidn caucasica.

1.4.2. Prondstico y progresion de las lesiones asintomaticas

Los estudios asidticos de base poblacional citados anteriormente no han reportado un seguimiento lon-
gitudinal a largo plazo en el que se evalle el riesgo de aparicién de eventos cardiovasculares en aquellos
sujetos que presentaban estenosis intracraneales asintomaticas al inicio. En Asia, existen algunos traba-
jos retrospectivos y de series de casos que comentaremos a continuacion. En China, se evalué de forma
retrospectiva la mortalidad en un grupo de 2197 sujetos diabéticos tipo 2 a los que se les habia realiza-

do un estudio neurosonoldgico cerebral en la consulta de Endocrinologia. 272 sujetos (12.3%) presen-
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taban estenosis intracraneales en el estudio basal. Acontecieron |91 muertes tras una media de 8 afos
de seguimiento desde la visita basal, 31% de ellas de origen vascular. La presencia de estenosis intra-
craneales asintomaticas se comportd como un predictor independiente de muerte de origen vascular,
tras el ajuste por el resto de factores de riesgo vascular y variables antropométricas y bioquimicas 142,
También en China, siguieron la evolucion de 200 sujetos sin antecedentes de ictus y que presentaban
estenosis intracraneales asintomaticas en la ACM detectadas en un laboratorio de neurosonologia.
Durante un seguimiento medio de 3 afos, reportaron una baja tasa de eventos cerebrovasculares
(3.8%) en estos pacientes. La presencia de diabetes y de placas carotideas se asocio significativamente
a la aparicién de un evento cerebral isquémico durante el seguimiento. En este estudio no se reportan
ni la tasa de eventos vasculares a otros niveles ni la mortalidad '*3. En un ensayo clinico realizado en
China, se comparo el efecto de la administracién de estatinas frente a la de placebo en la progresion o
regresion de estenosis intracraneales asintomaticas que afectaban a la ACM. Incluyeron a 227 pacientes
y evaluaron el grado de estenosis por ARM en la visita basal y a los 2 afos, asi como la aparicién de
eventos vasculares. Por un lado, no hubo diferencias en la proporcién de pacientes en los que se de-
tectd progresién (X 6%) o regresidon (K 16%) de las estenosis entre ambos grupos de tratamiento. Por
otro lado, la tasa de eventos vasculares en la totalidad del estudio fue baja: 8 ictus (3, 5%), 5 eventos
cardiacos y 4 muertes de origen vascular. Sélo se encontraron diferencias significativas entre los dos

grupos de tratamiento en la mortalidad total (mayor en el grupo placebo) 144,

En poblacién caucasica existen dos series de casos que evallan el prondstico de la aterosclerosis intra-
craneal asintomatica, ambas desarrolladas en Alemania. En el primer estudio, se reporta el seguimiento
medio de 815 dias en 50 pacientes con estenosis intracraneales asintomaticas en la ACM detectadas por
diplex transcraneal. No acontecid ningin evento isquémico cerebral ipsilateral a la lesidon y sélo un AIT
contralateral, y se produjeron 3 fallecimientos (I hematoma subdural y dos de origen no vascular) 145,
De estos pacientes, casi el 50% habian presentado isquemia cerebral en un territorio cerebral diferente
al detectado como estendtico previo a la inclusién y ademas el 84% y el 44% de los pacientes recibian
terapia antitrombdtica y estatinas respectivamente en el momento de la inclusién. Estos datos son por

tanto dificilmente extrapolables a la realidad de la historia natural de la enfermedad aterosclerdtica

asintomatica en poblacion caucasica. En el segundo estudio, los autores siguieron la evolucion de 102
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pacientes con estenosis intracraneales en la ACM, de los cuales 46 pacientes tenian estenosis sinto-
maticas y 56 asintomaticas. En un seguimiento medio de 2,5 afos, ocurrieron |19 eventos isquémicos
cerebrales (tasa anual del 7.3% global), la mayoria en el territorio de la arteria afectada. La tasa anual
de ictus fue significativamente mayor en el grupo de pacientes con estenosis sintomaticas (12.3%) que
en el de estenosis asintomaticas (2.8%) 146 En este estudio todos los pacientes seguian tratamiento con
antiagregantes (73.5%) o anticoagulantes (26.5%) desde la inclusion. Cabe remarcar ademas que en las
dos series de pacientes alemanes, el grado de las estenosis intracraneales era leve en la mayoria de los

pacientes y que no se evalud la aparicién de eventos coronarios en el seguimiento.

Por tanto, existen pocos estudios acerca de la historia natural de la enfermedad aterosclerdtica intracra-
neal, y especialmente en poblacién caucasica. Aunque podria concluirse que la aterosclerosis intracraneal
asintomatica confiere un bajo riesgo de ictus o de otros eventos cardiovasculares, la diversidad en los
métodos y el pobre diseio de los estudios presentados no permite asegurar dicha afirmacion. Es ademas
algo sorprendente dada la alta tasa de eventos vasculares reportada en pacientes con aterosclerosis in-

tracraneal sintomatica, como hemos comentado ampliamente en el anterior apartado de la introduccién.

El impacto prondstico de la aterosclerosis intracraneal asintomatica deberia evaluarse en un estudio
prospectivo y de base poblacional, comparando la tasa de eventos entre los grupos de pacientes con y
sin estenosis intracraneales al inicio. Salvo el estudio que presentaremos en la presenta tesis doctoral,

no existe hasta la fecha ninglin estudio que relna estas caracteristicas.

1.4.3. Biomarcadores circulantes y aterosclerosis intracraneal asintomatica:
un campo inexplorado

Los biomarcadores circulantes pueden estar relacionados con cualquier fase del proceso ateroscle-
rotico, desde la disfuncion endotelial, la cascada inflamatoria, la migracién celular o la trombogénesis.
También pueden estar en relacidn al metabolismo de los lipidos, que son los principales constituyentes

de la placa de ateroma.

El estudio de biomarcadores circulantes se basa por un lado en su potencial uso como predictores para

la deteccidn de aterosclerosis subclinica o de un evento clinico en el futuro, sobre todo si alcanzan unas
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caracteristicas determinadas, como son el ser altamente sensibles, especificos, accesibles, estandari-
zados y costo-efectivos. Por otro lado, el estudio de biomarcadores nos permite realizar una aproxi-
macion in vivo a la fisiopatologia del proceso aterosclerético, lo cual podria contribuir al desarrollo de

estrategias preventivas especificas para cada problema.

Como hemos comentado con anterioridad, los trabajos que estudian el papel de biomarcadores in-
flamatorios y metabdlicos en la progresion y riesgo de recurrencia de la aterosclerosis intracraneal
sintomatica ya son escasos en comparacién a los desarrollados acerca de la aterosclerosis sintomatica a
otros niveles. Pues aiin mas, no existen estudios de biomarcadores en relacion a la presencia y pronésti-
co de la aterosclerosis intracraneal asintomatica o subclinica en el momento actual, con la excepcidn de
un estudio transversal retrospectivo desarrollado en Japén evaluando la PCR en relacién a la presencia

de aterosclerosis extra e intracraneal asintomatica '*’.

A continuacion revisaremos brevemente el papel de algunos marcadores inflamatorios y metabolicos
representativos del proceso aterosclerdtico global, ya estudiados a otros niveles, y que podrian jugar

un papel en la aterosclerosis intracraneal asintomatica.

1.4.3.1. Marcador de disfuncién endotelial: la dimetil-arginina asimétrica (ADMA)

La disfuncién endotelial es considerada un evento crucial en las fases iniciales de la aterogénesis en
general, si bien su papel en la aterosclerosis intracraneal nunca ha sido estudiado. La exposicion conti-
nuada a los factores de riesgo vascular termina por provocar una pérdida de las propiedades antitrom-
boética y antiinflamatoria del endotelio vascular, lo que supone el primer paso para el desarrollo de una
lesidn aterosclerdtica. Por ser éste un proceso que sucede precozmente en |a aterogénesis, nos parece
especialmente relevante su estudio en individuos asintomaticos expuestos a factores de riesgo vascular.
En relacidn con la disfuncion endotelial, en este proyecto nos centraremos en la investigacién del papel
de la dimetil-arginina asimétrica (ADMA) en la aterogénesis intracraneal. La ADMA es un producto final
del metabolismo que actla como inhibidor enddgeno de la enzima dxido nitrico sintasa. La disminucidn
de los niveles de ON provoca disfuncion endotelial y favorece el inicio de la aterogénesis. En dos sub-
estudios de la cohorte de Framingham, niveles elevados de ADMA se relacionaron con la presencia de

de aterosclerosis subclinica en forma de un GIM carotideo aumentado '*8 y con la presencia de infartos
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cerebrales silentes '*°. En estudios longitudinales, la ADMA se ha asociado con la progresién de la ate-
rosclerosis y con un mayor riesgo de presentar eventos isquémicos y muerte de origen vascular 150,151
Ademas, la ADMA se ha reportado como una molécula capaz de disminuir la sensibilidad insulinica en
modelos animales '*2, algo que se ha observado también en sujetos obesos con sindrome metabdlico 153,

Se hipotetiza por tanto que la resistencia insulinica estd intimamente asociada con la disfuncién endotelial.

1.4.3.2. Marcador inflamatorio: La proteina C reactiva (PCR)

La PCR es probablemente el biomarcador inflamatorio mas estudiado en todas las enfermedades car-
diovasculares, tanto en su fase sintomatica como asintomatica. Es una proteina secretada en el higado
e implicada en muchos aspectos de la aterogénesis y vulnerabilidad de la placa, incluyendo la expresidn
de moléculas de adhesidn, la induccion de la secrecién de ON, la alteracion del complemento y la inhi-
bicién de la fibrindlisis enddgena. Los procedimientos para su detecciéon y medida en sangre periférica
estan estandarizados y ampliamente distribuidos. La PCR es el Unico biomarcador junto con la lipopro-
teina asociada a la fosfolipasa-A2 (Lp-PLA2) que se considera Util como método complementario en la
determinacidn del riesgo cardiovascular en la poblacidn asintomatica 2% Como ya hemos visto, niveles
altos de PCR y la presencia del polimorfismo C1444T en el gen de la PCR se asociaron a la progresién
y recurrencia clinica de una cohorte de pacientes con estenosis intracraneales sintomdaticas en nuestro
medio "®!"!7 Desconocemos si los niveles de PCR se asocian a la presencia de aterosclerosis intracra-
neal asintomatica o a su prondstico en nuestro medio. En un estudio transversal y retrospectivo rea-
lizado en Japdn, los niveles de PCR fueron similares entre |38 sujetos asintomaticos que presentaban
aterosclerosis intracraneal y 435 sujetos sin aterosclerosis (controles), mientras que fueron significati-

vamente mas altos que en los controles en 267 sujetos que presentaban aterosclerosis extracraneal 147,

1.4.3.3. Entre la inflamacién y la resistencia insulinica: la resistina

La resistina es un polipéptido que pertenece a la familia de las proteinas secretoras ricas en cisteina, y
que fue inicialmente estudiado en roedores. En éstos, es secretada fundamentalmente en los adipoci-
tos, y tiene un papel fundamental en la obesidad y en la resistencia insulinica. Sin embargo, en humanos
la resistina se produce principalmente en células inflamatorias y su papel en la resistencia insulinica y

la obesidad es mas controvertido. La resistina induce en el endotelio la secrecién de moléculas proin-
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flamatorias y parece también interferir negativamente en la secrecion de ON 154.155 "En 2005 Reilly
demostrd su papel como marcador de aterosclerosis coronaria subclinica en humanos, de forma inde-
pendiente a la PCR y a los factores de riesgo vascular '°°. Desde entonces, varios trabajos la han rela-

157,158

cionado también con la presencia de aterosclerosis carotidea subclinica y con el mal prondstico

a largo plazo en pacientes que habian sufrido un primer ictus aterotrombético 159,

1.4.3.4. Marcador de la inhibicién de la fibrindlisis endégena: el inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1)

La alteracion de la fibrindlisis endégena promueve un estado protrombdtico y tiene un gran impacto
sobre la génesis y progresién de la aterosclerosis. El PAI-1 es uno de los inhibidores naturales mas
potentes de la fibrindlisis enddgena. Pertenece a la gran familia de las serpinas, y actda inhibiendo al ac-
tivador del plasmindgeno. Su secrecidn se ve incrementada en estados inflamatorios gracias a la accién
de citoquinas como el TNF-alfa o la interleuquina-6, e interviene directamente en la génesis y ruptura
de la placa de ateroma. Se ha evaluado su papel en el desarrollo de aterosclerosis sintomatica y asinto-
matica, y es bien conocida su estrecha relacién con el sindrome metabdlico y la resistencia insulinica 160
En el campo de la aterosclerosis intracraneal sintomatica, la progresion de las lesiones aterosclerdticas
intracraneales se asocid también a un aumento de este biomarcador como ya hemos comentado ante-

riormente "8.

1.4.4. Prevencion primaria: ausencia de recomendaciones especificas para su
deteccion y tratamiento

La aterosclerosis extracraneal ha sido ampliamente estudiada en sus fases asintomatica y sintomatica
en las Ultimas dos décadas. Asi, se han desarrollado multiples estudios poblacionales, prospectivos y
ensayos clinicos en relacién a la aterosclerosis carotidea y vertebral. Es conocida su prevalencia en
distintas poblaciones, los factores de riesgo asociados y su historia natural. Esto ha permitido realizar
recomendaciones especificas en su evaluacién y tratamiento en las guias internacionales de prevencion

primaria y secundaria '®'.

Al contrario, y como hemos revisado a lo largo de la introduccidn, la aterosclerosis intracraneal es

todavia una patologia pobremente estudiada. Su estudio se ha realizado de una manera erratica entre
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distintas poblaciones y con gran variabilidad en los métodos utilizados. Debido a la ausencia de estudios
poblacionales y prospectivos centrados en la aterosclerosis intracraneal asintomatica, no se conoce
el verdadero impacto prondstico de esta patologia y por tanto no existen en la actualidad recomen-
daciones especificas en cuanto al despistaje y tratamiento preventivo de la aterosclerosis intracraneal

asintomatica.

Es importante desarrollar estudios poblacionales que nos permitan conocer por un lado, cuéles son los
factores de riesgo (clinicos y moleculares) que se asocian a la presencia de la aterosclerosis intracraneal

desde el estadio subclinico y por el otro, cual es el impacto prondstico de la misma.
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En una poblacién caucasica de sujetos mayores de 50 ahos expuestos a un riesgo vascular moderado-
alto, sin historia de enfermedad cerebrovascular previa, se detectaran estenosis intracraneales ateros-
clerdticas con una prevalencia que oscilara entre el 5y el 10%, y que serd unas tres veces inferior a la
frecuencia con la que se observaron estenosis intracraneales en poblacidn asidtica de similares carac-
teristicas. Los individuos que presenten aterosclerosis intracraneal asintomatica en el estudio basal, en
comparacién con los que no la hayan desarrollado, se caracterizaran por estar expuestos a un mayor

riesgo vascular y por cumplir en mayor medida criterios de sindrome metabdlico.

Ademas, dado que existen importantes diferencias territoriales en el comportamiento de la ateroscle-
rosis, determinados mecanismos basicos incidirian especialmente en el desarrollo de la aterosclerosis
intracraneal, de forma que desempenfarian un papel mas relevante en la aterogénesis intracraneal que
en la extracraneal. A la inversa, existirian mecanismos basicos implicados con una mayor intensidad en
el desarrollo de la aterosclerosis extracraneal que en el de la intracraneal. Postulamos que todos los
mecanismos estudiados en este proyecto (disfuncién endotelial, inflamacidn, resistencia a la insulina y
fibrindlisis enddgena) estaran mas representados en aquellos pacientes que presenten lesiones ateros-

clerdticas extra o intracraneales, pero su contribucién relativa variara en funcién del territorio afectado.

Por tanto, los principales objetivos de esta tesis son los siguientes:
|I. Presentar el disefio y fundamentos de un estudio prospectivo de base poblacional

centrado en el estudio de la aterosclerosis intracraneal asintomatica.

2. Determinar la prevalencia y gravedad inicial de la aterosclerosis intracraneal asin-

tomatica en una poblacion caucasica con un riesgo vascular moderado-alto.

3. Determinar los factores clinicos y metabdlicos asociados a la presencia y gravedad
inicial de la aterosclerosis intracraneal asintomatica, y compararlos a los asocia-

dos a la presencia y gravedad de la aterosclerosis extracraneal asintomatica.

4. Determinar los marcadores biolégicos circulantes asociados a la presencia y grave-
dad inicial de la aterosclerosis intracraneal asintomatica, y compararlos a los aso-

ciados a la presencia y gravedad de la aterosclerosis extracraneal asintomatica.
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El estudio Barcelona-AslA (Asymptomatic Intracranial Atherosclerosis) se disefid con el fin de poder
determinar la prevalencia e impacto prondstico a largo plazo de la aterosclerosis intracraneal asintoma-
tica en poblacion caucasica con un riesgo vascular intermedio o alto, asi como identificar los factores
clinicos, bioldgicos y genéticos asociados a su presencia, progresion y expresién clinica. Este proyecto
ha sido financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill dentro de un programa FIS (P1 07/0393) y ha sido

aprobado por el Comité de Etica de nuestra institucion.

Los fundamentos y el disefio metodoldgico completo de las fases transversal y longitudinal del estudio
constituyen el primer trabajo de investigacion (ARTICULO 1) presentado en el apartado de resultados
de esta tesis y que responde al objetivo |. Para no reiterar la informacion, resumiremos a continuacion
brevemente la metodologia de la fase transversal del estudio, que es en la que se centran el resto de

resultados.
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO: ESTUDIO DE BASE POBLACIONAL

El drea sanitaria de nuestro estudio estd integrada por una poblacién rural y urbana de unos 600.000 ha-
bitantes distribuidos en las regiones del Barcelonés Nord y Maresme (Figura | I). Los habitantes de esta
area sanitaria reciben atencidn por parte de 28 centros de Atencion Primaria y sus datos demograficos
y clinicos estan recogidos en una base de datos del Sistema de Informacién de Atencion Primaria (SIAP).
Entre Junio de 2006 y Marzo de 2007, en el marco de un proyecto que esta en marcha sobre la preva-
lencia e impacto prondstico de la arteriopatia periférica en nuestra poblacién (estudio PERART) se se-
leccion6é mediante un programa informatico una muestra aleatoria simple de 3010 personas mayores de
50 afios '®2. Los sujetos seleccionados fueron reclutados telefénicamente y visitados en sus centros de
Atencion Primaria correspondientes para ser incluidos en el citado estudio. Tras la firma del consenti-
miento informado se les realizdé una evaluacién exhaustiva de los factores de riesgo vascular y se calculé
su riesgo cardiovascular utilizando la ecuacion de REGICOR (adaptacién de la funcién de Framingham
para la poblacién espafola, como se ha indicado detalladamente en la introduccién de esta tesis).

Asimismo, se realizé la medicion del indice tobillo-brazo mediante ultrasonografia Doppler.

Tordera
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Figura | I: Mapa de la region sanitaria del Barcelonés Nord i Maresme.
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De la muestra inicial aleatoria de 3010 individuos se seleccionaron los 1503 sujetos que cumplian con
los siguientes criterios de inclusion propios del estudio AslA:

I. Ausencia de historia de ictus isquémico o hemorragico.
2. Ausencia de historia de cardiopatia isquémica.

3. Exposicion a un riesgo vascular intermedio o alto, definido por un punto de corte de las escala

de riesgo REGICOR > 5% (ANEXO 2).

4. Ausencia de institucionalizacién o grave dependencia fisica o psiquica en el momento de ini-

ciar el estudio.

A estos 1503 sujetos se les envid inicialmente una carta a su domicilio explicandoles el motivo de nues-
tro estudio y la posibilidad de ser llamados telefonicamente para invitarles a participar. Posteriormente,
de forma consecutiva, los individuos fueron contactados telefénicamente desde la Secretaria de Neu-
rociencias del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Se realizaron hasta 5 llamadas telefdénicas

en caso de no localizar al sujeto.

A los sujetos que aceptaron participar, se les programé una visita basal en nuestro centro donde se rea-

lizé la firma del consentimiento informado y donde se reevaluaron los criterios de exclusidn del estudio.

Dada la prevalencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica reportada en poblacién asiatica del

24.5% (evaluando la afectacion de cualquier arteria intracraneal 136

) y la proporcién habitual de ate-
rosclerosis intracraneal sintomatica entre poblacién asiatica y caucasica de 3:1, se asumio en el disefio
del estudio que aproximadamente un 8% (80 - 90) de los individuos estudiados presentarian estenosis
intracraneales asintomaticas. Asumiendo un 10% de excluidos por no cumplir alguno de los criterios de
seleccién, y un porcentaje de pérdidas del 20%, se esperaba estudiar finalmente a unos 1050 individuos.
Aceptando un error alfa de 0.05, para un tamafo muestral de 1050 y una prevalencia esperada del 8%,

se asegurd una potencia del 80% para detectar como estadisticamente significativa una odds ratio su-

perior o igual a 2.0 en el estudio de factores asociados a la presencia de aterosclerosis intracraneal.
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3.2. FASE DE RECLUTAMIENTO Y MUESTRA FINAL DEL ESTUDIO

&

EsTuDIO ASIA: RECLUTAMIENTO

N\

Marzo 2007 a Junio 2010

MuesTra ALeatoriA 1503 Sujetos
> 50 afios
REGICOR =5

SIN antecedentes de ictus/cardiopatia isquémica

* 229 no localizados tras 5 llamadas

Locauzapos 1274 PaciENTES

316 rechazan participar
5 exclusiones: 5 ictus
20 éxitus durante este periodo

Muestra FiNaL 933 Pacientes (73%)

J

Figura 12: Diagrama de flujo del reclutamiento de sujetos para el estudio.

La fase de reclutamiento del estudio tuvo lugar entre Marzo de 2007 y Junio de 2010. La muestra final

del estudio comprende a 933 sujetos, todos de origen Caucasico a excepcion de 8 sujetos procedentes

de diferentes paises de Latino-América. En la Figura |2 se representa el diagrama de flujo durante la fase

de reclutamiento. Las caracteristicas clinicas (edad, sexo y riesgo vascular-REGICOR) de los pacientes

que conforman la muestra final del estudio, de los pacientes no localizados, de los que rechazaron par-

ticipar y de los que fallecieron durante el reclutamiento se presentan en la Tabla I. Los pacientes no

localizados son mas jovenes probablemente porque la mayoria de las llamadas se realizaron en horario

laboral. La edad, el REGICOR y la proporcién de varones en el grupo de los 20 pacientes fallecidos fue

mayor, como es esperable.

Muestra final | No localizados| Rechazan ‘ Fallecidos
(n=933) (n=229) (n=316) (n=20)
Varones (%) 63.7 60.7 64.6 85
Edad (*DE) 66.3 (£8.1) 64.7 (£8.7) 68.2 (+8.5) 74 (£10.8)
REGICOR 7 (5-10) 7 (6-8) 7 (6-10) 9.5 (6-15)

Tablal
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3.3. VARIABLES CLiNICAS BASALES

Se registraron las siguientes variables clinicas y antropométricas en la visita basal:

Edad, sexo, nivel socioeconémico (ingreso medio mensual en la unidad familiar), grado de esco-
larizacion (analfabeto, estudios primarios, secundarios o superiores), actividad laboral (emplea-
do, en paro, jubilado, ama de casa, discapacidad), nivel de actividad fisica (sedentario, actividad

fisica intra-domicilio, actividad fisica extra-domicilio, Km caminados al dia en la ultima semana).

Registro de altura, peso, cintura abdominal, presién arterial en ambos brazos.

Tratamiento médico en el momento de la visita.

Existencia de factores de riesgo vascular en funcidn de la historia del paciente y en base al trata-

miento médico: tabaquismo, ingesta de alcohol, hipertensidn, diabetes, dislipemia, obesidad.

Duracién de la diabetes, hipertensién y/o dislipemia.

Antecedentes familiares de hipertensién, diabetes, dislipemia.

Antecedentes personales de neoplasia, insuficiencia renal, enfermedad inflamatoria crénica,
claudicacién intermitente, intervenciones quirdrgicas de importancia, arritmia cardiaca, ansie-

dad, depresidn.
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3.4. DETECCION DE ATEROSCLEROSIS INTRA Y EXTRACRANEAL

3.4.1. Protocolo de ultrasonologia

En la visita basal, se realizé6 un estudio neurosonoldgico eco-Doppler (diplex) completo a todos los
pacientes. Todos los estudios fueron realizados por dos neurdlogos expertos en la técnica, en el mismo
laboratorio y utilizando el mismo ecdgrafo (General Electric Vivid 7 Pro). El protocolo de ultrasono-
grafia esta detallado en el ARTICULO | de los resultados de la presente tesis. Describimos brevemente

a continuacién los puntos mas relevantes.

CHE PO S LU

Figura 13: Estudio Duplex carotideo.

A la izquierda, imagen color donde se aprecia estrechamiento del haz de color en

relacion a la presencia de una placa isoecoica en el inicio de la cardtida interna.

A la derecha, andlisis espectral que muestra velocidades en ese punto cercanas a
300 cm/s, correspondiendo a una estenosis grave.

Se realizé inicialmente una exploracién de las grandes arterias del cuello (carétidas y vertebrales). En
las arterias cardtidas (comunes, internas y externas) se registré la presencia de placas de ateroma, sus
caracteristicas ecograficas y el grado de obstruccidn de la luz. Para la cardtida interna extracraneal
se considerd una estenosis significativa o moderada-grave (= 50%) cuando la velocidad de flujo fue
superior a 125 cm/s, segun criterios validados (Figura 13). El estudio duplex transcraneal (TCCD) se
realizé por las ventanas transtemporal y suboccipital para la valoracion de todas las grandes arterias de
la circulaciéon anterior y posterior respectivamente. En individuos con una ventana acustica insuficiente,

se utilizd eco-contraste (Sonovue®). Tras la valoracién del trayecto arterial con el modo color, se rea-
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lizé un andlisis espectral completo del flujo en cada segmento arterial, evaluando no sélo un aumento
de velocidad focal sino la presencia de sefales de alta intensidad y baja frecuencia correspondientes a
un flujo turbulento (Figura 14, panel A). Se registraron la localizacién de las estenosis y su numero. La
gravedad de las lesiones (menor al 50% o leves y mayor al 50% o moderadas-graves) se establecié en

base a los criterios publicados por Baumgartner et al >,

Figura 14: Ejemplo de estenosis de ACM.

Panel A: Imagen de Duplex transcraneal en el que se aprecian en color las arterias cerebral media y posterior

derechas. En el segmento proximal de la ACM derecha, estrechamiento del haz de color (flecha). Abajo, espectro

arterial correspondiente a ese punto que muestra velocidades sistdlicas cercanas a 350 cm/'s asi como senales de
alta intensidad y baja frecuencia correspondientes a flujo turbulento en el seno de una estenosis grave.

Panel B: imagen de ARM del mismo paciente que muestra la estenosis de la ACM derecha (flecha)

3.4.2. Protocolo de Resonancia Magnética

Los sujetos en los que se detectd al menos una estenosis intracraneal en el diplex transcraneal inicial, fueron
invitados a someterse a un estudio con resonancia magnética y secuencia angiografica (ARM) en el plazo de 6
meses desde la visita inicial. Los pacientes con contraindicaciones para la realizacidn de este estudio (prétesis

metalicas, marcapasos, claustrofobia) fueron excluidos de esta segunda prueba diagnostica.

Todas las exploraciones de RM craneal se realizaron con un aparato |.5-T (Intera, Philips) dotado de
una capacidad ecoplanar de 25mTeslas/m y rise-times de 300 a 350 microsegundos. La ARM emplea
una secuencia tridimensional, time-of-flight, con secciones de |.5mm de grosor, 200mm field of view,
200 x 512 matrix, y tiempo de adquisicién entre 7 y | | minutos. Se realizaron reconstrucciones Maximal
Intensity Projection (MIP). Se confirmé la presencia de una estenosis intracraneal ante una reduccién

focal del calibre arterial superior al 50% de la luz (Figura 14, panel B).
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3.5. ESTUDIO NEUROPSICOLOGICO BASAL

En la visita basal todos los pacientes fueron también invitados a participar en el proyecto Barcelona-As|A-
Neuropsicologia. Este subestudio se disend para evaluar el rendimiento cognitivo en nuestra poblacién de
estudio y su relacién con los factores de riesgo vascular y la presencia de aterosclerosis cerebral subclinica.
Los sujetos que aceptaron participar, tras la firma de un consentimiento informado especifico, fueron es-
tudiados durante aproximadamente una hora con una amplia bateria neuropsicoldgica incluyendo pruebas
que evaltan diferentes habilidades cognitivas: inteligencia premérbida, grado cognitivo general, sintoma-
tologia depresiva, funciones ejecutivas, atencidn, memoria visual y verbal, habilidades visuo-espaciales y
visuo-constructivas, coordinacién y lenguaje. Los neuropsicélogos evaluadores desconocian las caracte-

risticas clinicas de los sujetos asi como los resultados del estudio ultrasonolégico.

3.6. BIOBANCO: DETERMINACION DE PERFIL BIOQUIMICO,
iINDICE HOMA Y BIOMARCADORES CIRCULANTES

Todos los sujetos acudieron a la visita basal tras un ayuno de |2 horas. Tras la recogida de variables
clinicas y antropométricas, y previa a la realizacion del estudio ultrasonoldgico, se realizé una extrac-
cién sanguinea de una vena antecubital. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm a 4°C durante
I 5 minutos. Posteriormente se realizé el pipeteado del suero, plasmay sangre total en alicuotas. En cada
paciente se procesaron |2 criotubos de suero, 2 de plasma citrato, 2 de plasma-EDTA y 2 de sangre
total. Todas las muestras se etiquetaron apropiadamente y se almacenaron en un congelador a -80° C

hasta su posterior analisis.

Para el trabajo de investigacion presentado en el ARTICULO 2, se realizd la determinacién en suero de los

siguientes parametros bioquimicos: colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, glicemia e insulinemia.

Para el tercer trabajo de investigacion, presentado en el ANEXO [, se realizd la determinacién de los
biomarcadores ADMA, PCR, resistina y PAI-1, cuyas propiedades se han descrito en la introduccion
(apartado 1.4.3). La concentracién de PCR de alta sensibilidad se obtuvo por nefelometria, y los res-
tantes marcadores (ADMA, resistina, PAl-1) se determinaron por duplicado mediante ELISA comercia-
les. La resistencia a la insulina se estimé mediante el indice de HOMA, usando la férmula descrita por

Matthews: [glicemia (mg/dl) X insulinemia (mUIl/ml)/ 405].
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se cred una base de datos prospectiva con los datos clinicos, ultrasonograficos, radiolégicos y de
laboratorio de todos los pacientes. El analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SPSS
(version 15.0, Chicago IL). La significacion estadistica para diferencias entre grupos se estimé con los

test xXpara variables categdricas y t-Student, Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para variables continuas.

En el segundo trabajo de investigacién (ARTICULO 2) se realizaron dos analisis de regresién logistica
para estudiar los factores asociados a la presencia de aterosclerosis intracraneal y a su gravedad basal.
Por un lado, se dividié a la muestra de sujetos en dos grupos, los que presentaban estenosis intracra-
neales en la visita neurosonoldégica basal y los que no presentaban dichas estenosis intracraneales, reali-
zandose posteriormente un andlisis de regresién logistica binaria. Por otro lado, se dividié a la muestra
en tres grupos segun la gravedad de las lesiones intracraneales: los que no presentaban estenosis in-
tracraneales, los que presentaban una o mas estenosis leves (aterosclerosis intracraneal leve) y los que
presentaban al menos una estenosis intracraneal de grado moderado-grave (aterosclerosis intracraneal
moderada-grave). Se realizd entonces un analisis de regresion logistica multinomial, tomando como

referencia al grupo de los que no tenian estenosis intracraneales.

En el tercer trabajo de investigacion (ANEXO 1), se realizaron dos analisis de regresién logistica multi-
nomial para estudiar los factores clinicos y analiticos relacionados con la localizacidn extracraneal-intra-
craneal de la aterosclerosis y su gravedad. Por un lado, se dividié a la muestra de sujetos en cuatro gru-
pos: un grupo control sin aterosclerosis extra ni intracraneal, un grupo con aterosclerosis extracraneal
aislada (sin aterosclerosis intracraneal), un grupo con aterosclerosis intracraneal aislada, y un grupo con
aterosclerosis combinada (intra y extracraneal simultaneamente). Por el otro lado, se dividid la muestra
en tres grupos: un grupo control (el mismo que el previo), un grupo con aterosclerosis extracraneal
de grado moderado-grave y un grupo con aterosclerosis intracraneal de grado moderado-grave. Los
analisis de regresién logistica multinomial se realizaron tomando como referencia el grupo control (sin

aterosclerosis extra ni intracraneal).

La significacion estadistica se establecié en p <0.05 y los resultados se reportaron como odds ratio e

intervalos de confianza al 95%.
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4.1. ARTICULO I:

The population-based Barcelona-Asymptomatic Intracranial Atherosclerosis study
(AslA): rationale and design.
BMC Neurology 2011, Feb 17; 11:22
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Abstract

Background: Large-artery intracranial atherosclerosis may be the most frequent cause of ischemic stroke
worldwide. Traditional approaches have attempted to target the disease when it is already symptomatic. However,
early detection of intracranial atherosclerosis may allow therapeutic intervention while the disease is still
asymptomatic. The prevalence and natural history of asymptomatic intracranial atherosclerosis in Caucasians remain
unclear. The aims of the Barcelona-ASymptomatic Intracranial Atherosclerosis (ASIA) study are (1) to determine the
prevalence of ASIA in a moderate-high vascular risk population, (2) to study its prognostic impact on the risk of
suffering future major ischemic events, and (3) to identify predictors of the development, progression and clinical
expression of this condition.

Methods/Design: Cross-over and cohort, population-based study. A randomly selected representative sample of
1,503 subjects with a mild-moderate-high vascular risk (as defined by a REGICOR score > 5%) and with neither a
history of cerebrovascular nor ischemic heart disease will be studied. At baseline, all individuals will undergo
extracranial and transcranial Color-Coded Duplex (TCCD) ultrasound examinations to detect presence and severity
of extra and intracranial atherosclerosis. Intracranial stenoses will be assessed by magnetic resonance angiography
(MRA). Clinical and demographic variables will be recorded and blood samples will be drawn to investigate clinical,
biological and genetic factors associated with the presence of ASIA. A long-term clinical and sonographic follow-

up will be conducted thereafter to identify predictors of disease progression and of incident vascular events.

Discussion: The Barcelona-ASIA is a population-based study aiming to evaluate the prevalence and clinical
importance of asymptomatic intracranial large-artery atherosclerosis in Caucasians. The ASIA project may provide a
unique scientific resource to better understand the dynamics of intracranial atherosclerosis from its early stages
and to identify new potential therapeutic targets for this condition.

Background

Atherosclerosis is a systemic disease with multifactorial
etiology now considered the primary cause of morbidity
and mortality in developing countries.

Large artery intracranial atherosclerosis disease
(ICAD) is a major public health problem as it is prob-
ably the major cause of stroke worldwide and conse-
quently, a main cause of long-term disability and
mortality [1]. Accumulating evidence suggests that
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Universitat Autonoma de Barcelona, Badalona, Barcelona, Spain
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ICAD can also contribute to the development of cogni-
tive impairment and Alzheimer disease although more
studies are needed to establish this association [2-5].
Even so, it is a relative neglected frontier [1]. Despite
the extended use of non invasive diagnostic techniques
as transcranial Doppler (TCD), transcranial color-coded-
duplex (TCCD), magnetic resonance angiography
(MRA) or computed tomography angiography ICAD is
an infradiagnosed and understudied disease when com-
pared to extracranial atherosclerosis.

When it turns to symptomatic, intracranial atherosclero-
sis is a dynamic and aggressive disease. The rate of stroke
recurrence is high (up to 18% in >70% stenosis) despite

© 2011 Lépez-Cancio et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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medical treatment [6-10], and the best therapy for sympto-
matic intracranial atherosclerosis still remains unknown
[11]. In this context, there is a need to increase our knowl-
edge about basic mechanisms and dynamics of intracranial
atherosclerosis progression from its preclinical stage.

Intracranial atherosclerosis is not an isolated disease,
but related to generalized atherosclerosis affecting other
territories as carotid, coronary or peripheral artery dis-
ease [12,13]. One essential aim in primary prevention is
to find tools to improve the evaluation of “the vulnerable
patient” [14,15]. Classic vascular risk functions (as Fra-
mingham) are now being combined with new markers as
carotid intima-media thickness, ankle-arm index or CRP
values [16] to assess individual vascular risk. Therefore,
the identification of new blood, genetic or instrumental
biomarkers for asymptomatic atherosclerosis may be cru-
cial to predict and prevent future ischemic events.

Traditional approaches have attempted to target ICAD
when it is already symptomatic so there is a lack of studies
in the asymptomatic stage. Population studies aimed to
determine its prevalence and related vascular risk factors
have only been developed in Asian populations, using
transcranial Doppler to assess the presence of stenosis
[17-20]. Therefore, the prevalence of asymptomatic intra-
cranial atherosclerosis remains unknown in Caucasians.

In this context of uncertainty regarding the prevalence
and clinical importance of asymptomatic intracranial
atherosclerosis in Caucasians, we designed a prospective
study called Barcelona-ASIA (ASymptomatic Intracra-
nial Atherosclerosis), aimed (1) to determine the preva-
lence of asymptomatic intracranial atherosclerosis in a
randomly selected Caucasian population with moderate-
high vascular risk; (2) to study its prognostic impact on
the risk of suffering future major ischemic events and/or
cognitive decline; and (3) to identify predictors of the
development, progression and clinical expression of this
condition.

This article describes the protocol details of the Barce-
lona-ASIA study.

Methods/Design

This is a population-based, prospective, long-term fol-
low-up observational study that will include over a thou-
sand randomly selected healthy subjects exposed to
vascular risk factors and without history of stroke or
ischemic heart disease. The study will have two phases,
cross-sectional and longitudinal. In the first cross-
sectional phase, all study subjects will undergo an exten-
sive clinical, laboratory, ultrasound, neuropsychological
and neuroimaging protocol in order to determine the
prevalence of asymptomatic intracranial atherostenoses
among the study population and to identify clinical, bio-
logical and genetic associated factors. In the second
phase, a long-term clinical and TCCD follow-up will be
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performed with the purpose of determining the impact of
asymptomatic intracranial atherosclerosis on the inci-
dence of major vascular events and cognitive impairment.

Subject selection

This study will be carried out in the Germans Trias i
Pujol University Hospital, a public health tertiary centre
of the Barcelonés Nord and Maresme region (Catalonia,
Spain), and it is coordinated with the regional Primary
Health Care network. The protocol has been approved
by the Ethics Committee of our institution.

A rural and urban population of approximately
600.000 residents integrates our metropolitan area. This
entire population is registered in a database of the
Primary Care Information Technology System (SIAP).
A sample of 3010 subjects older than 50 years was
randomly selected in 2007 within the PERART study, an
ongoing trial that aims to estimate the prevalence and
prognosis impact of the peripheral artery disease in our
population. Selection of the PERART cohort is described
in detail elsewhere [21]. Framingham and REGICOR
(Framingham calibrated for Spanish population [22])
functions were previously calculated in all these partici-
pants at the initial visit of PERART study.

The ASIA cohort derives from this PERART cohort.
From the initial PERART sample of 3010 subjects, we will
evaluate the 1503 subjects who met the following inclusion
criteria: (1) No history of stroke or transient ischemic
attack; (2) No history of coronary disease; (3) Exposure to
a light-moderate-high vascular risk, assessed by a REGI-
COR=25 (which is equivalent to a Framingham > 10);
(4) Absence of institutionalization, severe disability or
previous chronic neurological/psychiatric disease.

First, on February 2007 a letter was sent to all 1503
selected participants warning them about the study and
the chance of being called to take part in it. They were
given a 15-day period to express their refusal to collabo-
rate in the study, but no patient denied participation at
that time. Subsequently, all possible participants will be
contacted by phone (up to five calls) during the recruit-
ment phase. A subset of this initial sample may reject to
take part in the study when being informed about the con-
ditions of the study during this phone call. Finally, among
the subjects who will accept to come to our hospital for
the baseline visit, some will be excluded after reassessment
of inclusion criteria (Figure 1). We estimate that about
1000 subjects may complete the study, assuming a 10% of
exclusions and a 20% of not-accepting participants.

Baseline procedures at initial visit in our centre (Figure 2)
1. Signing of informed written consent
2. Clinical data collection. Clinical data of every
subject will be collected in a questionnaire specifi-
cally designed for this study:
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Bareling visit: Reatsesment of nclusbon oriteria and sipning of informed writien

Figure 1 ASIA study sample selection. The diagram shows the sample selection in ASIA study from the reference population. SIAP system:
Primary Care Information Technology System; sbj: subjects; AAl: ankle-arm index; CD: coronary disease.

° Sociodemographic variables: age, sex, socioeco-
nomic status (monthly income in the family
unit), education status (years of schooling,
grade), employment (active, unemployed, retired,
disqualified, housewife).

o Vascular risk factors: smoking habit (never,
current, former), alcohol intake (g/day), physical
activity level (sedentary, home-activity, outdoor
activity and grade, walked Km/day in the last
week), personal and family history of hyperten-
sion, diabetes mellitus and dyslipidemia.

o Current drug intake (platelet inhibitors, antic-
oagulants, lipid-lowering drugs, antihypertensives,
hypoglycemic agents, antideppresants, etc).

° Vascular events presented between inclusion in
the PERART study and baseline visit at our centre
will be recorded: angina, myocardial infarction,
intermittent claudication. Incidental stroke before
the ASIA baseline visit was an exclusion criteria.

o Anthropometric variables: height, weight, waist
circumference, current systolic/diastolic blood
pressure values in both arms

o Ankle-arm index (AAI) was measured in all
participants in PERART study as previously
described (25).

o Others: Personal history of anxiety or depres-
sion, pharmacologic treatments in the moment
of inclusion.

3. Biological and genetic studies. Twelve serum, 2
citrated plasma, 2 plasma-EDTA and 2 total blood
cryotubes will be collected, processed and stored in
each subject at baseline visit after a minimum of 12
fasting hours. After centrifugation at 3500 rpm and
4°C for 15 minutes, serum or plasma will be blind
coded and stored at -80°C until analyzed.
4. Ultrasound protocol. All the Duplex studies will
be performed in the same ultrasound lab (Neu-
roscience Department of Germans Trias i Pujol Hos-
pital) using a General Electrid Vivid/Pro (GE
Vingamed Ultrasound, Horten, Norway), by two
experienced neurologists. First, a cervical study will
be performed to detect presence and severity of
atherosclerotic plaques in carotid arteries and origin
of vertebral arteries, and to measure the intima-
media thickness (IMT). Later, a transcranial duplex
will be set to examine bilateral intracranial carotid
artery (ICA), middle cerebral artery (MCA), anterior
cerebral artery (ACA), posterior cerebral artery
(PCA), vertebral artery (VA) and basilar artery (BA).
All studies will be performed with subject in supine
position.

a. Extracraneal study: It will be performed using

a linear transducer 5-15 Hz (predefined para-

meters: 8.5 MHz, 4 cm focus, FPS 63.8).

o Carotid assessment: First, a high resolution

B-mode study will be conducted in longitudinal
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Figure 2 ASIA study flow chart. The diagram shows baseline procedures and follow-up in ASIA study. Subjects with asymptomatic intracranial
atherostenoses (ASIA) in basal ultrasound study will undergo a Magnetic Resonance Angiograph (MRA) and will be followed annually in our
centre. Two years after inclusion a new duplex and NPS (neuropsychological) study will be performed. Subjects without ASIA will be followed in
PERART study.

J

« Echogenicity: anechogenic, hypo-anechogenic,
hypo-isoechogenic, iso-hyperechogenic.

* IMT. According to Manheim consensus
criteria, IMT is defined as a double-line pat-
tern (the interface between lumen-intima and
interface between media-adventitia) visualized

and cross-sectional planes over the whole visible
length of the following arterial segments: proxi-
mal and distal common carotid artery, carotid
bifurcation and internal carotid artery. The most
pathologic areas in every arterial segment will be
analyzed and images stored.

= Atherosclerotic plaques. According to
Manheim consensus criteria, atherosclerotic
plaques are defined as follows: focal structure
encroaching into the arterial lumen of at
least 0.5 mm or 50% of the surrounding IMT
value, or demonstrating a thickness > 1.5 mm
as measured from the media-adventitia inter-
face to the intima-lumen interface [23].

by B-mode sonography on both walls of the
carotid arteries in a longitudinal image. IMT
will be measured in regions without athero-
sclerotic plaque, preferably in CCA, in the far
wall and more than 10 mm away from caro-
tid bifurcation. Two values will be obtained:
manual measurement of maximum IMT and
automated measurement of mean IMT.

Next, Doppler spectrum analyses will be per-
formed to assess the grade of stenosis depending
on the systolic peak velocity [25]: <50%: <125
cm/s; 50-70%: 125-230 cm/s; >70%: > 230 cm/s.

Atherosclerotic plaques will be further char-
acterized by the following criteria:

+ Plaque surface: regular smooth, irregular,
ulcerated [24]
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Significant carotid atherosclerosis will be consid-
ered when the stenosis is > 50%. In stenosis <
50% the percentage of luminal obstruction in
axial plane will be calculated.

° Vertebral arteries: Extracranial vertebral
arteries will be studied in the following segments:
V2 segment (longitudinal insonation plane,
framed by acoustical shadow of transverse pro-
cesses); VO/V1 segment (origin from subclavian
artery); and V3 segment (transverse insonation
below mastoid bone, comma-shaped). We will
characterize vertebral arteries following spectrum
analyses [26] as normal, stenosis >50% (SP >125
cm/s) or occlusion (absence of telediastolic flow).
b. Transcranial color-coded-duplex (TCCD)
study: It will be performed using a 1.6-3.2 MHz
transducer via transtemporal and transforaminal
windows (patient in supine position) to evaluate
circle of Willis and its branches, following con-
sensus recommendations for an optimal explora-
tion [27]. Each large cerebral artery will be
investigated by spectral Doppler sonography with
the color-coded Doppler signal used as a “road
map”. Flow direction, peak systolic (PSV), mean
flow (MFV) and end-diastolic (PDV) velocities,
pulsatility index (PI) and resistance index (RI)
will be noted for every insonated artery. Angle
correction will be performed when the Doppler
sample volume is located within a straight vessel
segment of at least 15-20 mm. By transtemporal
bone window, we will study intracranial carotid
artery (ICA) in axial and coronal planes, middle
cerebral artery (M1 and M2 segments), anterior
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cerebral artery (Al segment) and posterior cere-
bral artery (P1 and P2 segments). By transforam-
inal bone window we will study vertebral artery
(V4 segment) and basilar artery (BA). If there is
an insufficient acoustic window in transcranial
examination, an enhance contrast agent will be
used intravenously (Sonovue®)

Intracranial stenosis definition and grading

An intracranial stenosis will be diagnosed following pre-
vious published criteria. First, using color-coded mode
as a road map we will assess flow direction and presence
of segmental color aliasing phenomena in all arteries.
Then, we will determine the presence of an intracranial
stenosis if the spectral analysis shows a focal increase of
PSV and/or PDV higher than the mean value + 2 SD
for the corresponding cerebral artery or low-frequency,
high-intensity Doppler signals, spectral widening or
musical murmurs [28]. An example of intracranial ste-
nosis is illustrated in figure 3. ICA stenosis will be diag-
nosed following published reference velocity values and
recommendations, assessing not only differences in velo-
cities between the two sides but also looking for activa-
tion of collaterals (anterior and/or posterior
communicating arteries) and/or flow repercussion in
extracranial internal carotid [29-31]. Following systolic
peak criteria MCA stenosis will be graded into low-
grade (140-209 cm/s), moderate (210-279 cm/s) and
high-grade (>280 cm/s) [32]. For the rest of intracranial
arteries we will follow cut-off values of PSV for < 50%
and > 50% stenosis [33]: >120/>155 cm/s for anterior
cerebral artery; >100/>145 cm/s for posterior cerebral

Figure 3 Example of right middle cerebral artery (MCA) stenosis. In left image (A) TCCD color mode shows an area of narrowing and color
aliasing in the proximal segment of right MCA (arrow). In the right image (B), an spectral flow analyses is set to determine systolic peak velocity
and appearance of low-frequency, high-intensity Doppler signals. In the middle superimposed image (C), a magnetic resonance angiogram
(MRA) made in the same subject shows a flow gap in right MCA (circle) corresponding to a high-grade stenosis.
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and basilar arteries and 290/2120 cm/s for vertebral
artery. Furthermore, when a focal increase of velocity is
detected, the proximal and distal vessel segments will be
evaluated (pre-stenotic and post-stenotic flow patterns
in the upstream and downstream vessel segments) and
potential collateral pathways will be considered in order
to assess hemodynamic repercussion. Number, location
and severity of intracranial stenosis will be recorded in
every subject.

Neuropsychological assessment

Neuropsychological studies will be performed at baseline
visit in our centre after accepting and signing specific
informed written consent. Neuropsychological studies
will be performed by neuropsychologists blinded to neu-
rosonology study results. General cognitive status will
be measured using the Mini Mental State Examination.
Depressive symptoms will be assessed with the Geriatric
Depression Scale with scores higher than 5 being indica-
tive of probable depression. Cognitive measures will
assess executive functions, attention, verbal and visual
memory, visuoconstructive abilities, speed/visuomotor
coordination and language.

Magnetic Resonance (MR) and MR-angiography (MRA)
study

A complete MR will be conducted to patients with stenosis
detected by TCCD if they have no contraindication. All
explorations will be performed with the same 1.5T MR
(Intera, Philips), with an echo-planar capacity of 25 m
Teslas/m and time-rises of 300-350 microseconds. The
MRA will be performed by a time-of-flight (TOF) sequence,
using 1.5 mm section slides, 200-mm field of view, 200 x
512 matrix, and 7-11 minutes of acquisition. Maximal
intensity projection (MIP) reconstructions will be set.

All MR studies will be performed in a 6 months maxi-
mum period from baseline inclusion visit (sonographic
study). MRAs will be analyzed by a neuroradiologist
blind to clinical and sonographic data. Intracranial ste-
nosis will be defined as flow irregularity and focal nar-
rowing >50% in luminal reduction affecting the main
cerebral arteries.

Primary prevention strategies

- Vascular risk factors control (obesity, hyperten-
sion, dyslipidemia, hyperglycemia, sedentarism,
smoking habit...). The family doctor will assume
their control, after receiving a brief report of the
neurosonolgical study and the clinical data obtained
in the baseline visit in our centre.

- Antiplatelet treatment: After neurosonological
study, antithrombotic treatment (300 mg of aspirin
or 75 mg of clopidogrel-if there is intolerance/allergy
to aspirin-) will be recommended according to
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AHA/ASA primary prevention guidelines [34] in the
following cases: asymptomatic carotid stenosis >50%;
significant stenosis of extracranial vertebral arteries
and/or asymptomatic intracranial stenosis.

- Carotid revascularization: Following the Asymp-
tomatic Carotid Atherosclerosis Study (ACAS) [35],
carotid revascularization (endarterectomy or endo-
vascular) will be recommended in carotid stenosis
>60%, performed by surgeons or interventional neu-
roradiologists with periprocedural complication rates
lower than 3%.

ASIA clinical and image database

Clinical data will be recorded in CRFs. Blood samples
will be processed, frozen and stored in our biobank.
Images obtained in neurosonological studies will be
stored in a specific workstation (Echo Pack) to be ana-
lyzed afterwards. A prospective electronic database will
be created with clinical, neurosonological and laboratory
variables of the cross-over and longitudinal phases of
the study.

Prospective follow-up (cohort study)

Participants will be followed-up annually for 5 years by
primary care physicians of the PERART study to docu-
ment the incidence of vascular events, therapeutic com-
pliance and control of vascular risk factors. The primary
endpoint will be the combined incidence of any major
vascular event: acute myocardial infarction or angina
requiring hospitalization, ischemic stroke, hemorrhagic
stroke and vascular death.

Subjects with intracranial stenosis at baseline will be
controlled in the Germans Trias i Pujol University Hos-
pital annually. A new neurosonological and neuropsy-
chological study will be performed two years after
inclusion to study progression or regression of the intra-
cranial lesions and cognitive decline. In addition, a
matched group of subjects without baseline ASIA will
be studied. Vascular events will be adjudicated by an
external monitoring committee comprising of two neu-
rologists and one cardiologist.

Satatistical considerations

Statistics will be performed with the SPSS 18.0 statistical
package. Quantitative variables will be compared with
the Student’s t test and analysis of variance will be per-
formed, using the corresponding non parametric tests
when necessary. Chi squared test will be used for com-
parisions of categorical variables. In the cross-over
phase, multiple logistic regression models will be per-
formed to identify variables independently associated
with the presence of asymptomatic intracranial atheros-
tenoses. In longitudinal phase, survival analysis for the
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combination of major vascular events and for each vas-
cular event will be performed with the Kaplan-Meier
curves according to the presence/absence of intracranial
stenosis. Cox multivariate regression models will be
used to compare the probability of having a vascular
event in the follow up cohorts, adjusting for the neces-
sary covariates. The relative risk (hazards ratios) will be
given whit their corresponding 95% confidence intervals.

Discussion

Despite of its relevant impact on public health and the
development of new non-invasive diagnostic tests, intra-
cranial atherosclerosis is still an understudied pathology.
ICAD is the origin of 5-10% of strokes in Caucasians
[36,37] and up to 50% in Asians [38,39]. Limited data
about preclinical stage and natural history of ICAD are
available in the general population. The only population
studies to determine its prevalence in stroke-free indivi-
duals were developed in Asians without prospective fol-
low-up to assess the risk of vascular events (21-25).
These studies have some limitations as they evaluated
intracranial stenosis only with transcranial Doppler, they
did not use contrast agents and some of them only eval-
uated middle cerebral artery. There is too much variabil-
ity in their methods to compare them and to establish a
real prevalence. Our study is the first to evaluate the
prevalence of asymptomatic intracranial atherosclerosis
in Caucasians. As it is a cohort study we will also inves-
tigate the ASIA prognosis impact, not only in the
appearance of cerebral events but also in coronary and
peripheral artery disease, and in the development of vas-
cular cognitive impairment.

We will determine clinical, instrumental (IMT and
AAI measurements) and biological risk factors related to
asymptomatic ICAD in order to identify factors asso-
ciated with its progression and clinical expression. We
will be able to analyze whether factors that have been
already related to disease progression in its symptomatic
stage, such as inflammatory markers, also pay a role in
asymptomatic intracranial atherosclerosis [40-43].
Furthermore, we would evaluate the importance of
using those risk factors as risk markers in terms of gen-
eral vascular primary prevention.

The reasons that explain the racial and interindividual
differences observed in the distribution of cerebral
atherosclerosis affecting extra and intracranial arteries
remain poorly understood. Differences in vascular risk
factors profile, inflammatory markers, life-style and
genetic susceptibility are proposed as possible answers
but studies are contradictory. Our study could contri-
bute to clarify this matter since we will evaluate extra-
cranial and intracranial vasculature in each patient.

Finally, many studies are stressing the possible rela-
tionship between ICAD and cognitive impairment.
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A simultaneous protocol in collaboration with our
neuropsychological team has been created to evaluate
cognitive status in every subject of ASIA study. Conse-
quently, the ASIA results may help to find out biologi-
cal, sonographic and clinical factors related to the
presence of vascular cognitive impairment in asympto-
matic individuals.

Strengths of this study are: 1). Randomized, large sam-
ple population study that will provide a generalized esti-
mation of prevalence of asymptomatic intracranial
stenosis in Caucasians, which nowadays remains
unknown; 2). TCCD assessment of all intracranial
arteries (anterior and posterior circulation) in all sub-
jects, use of contrast agents if insufficient acoustic win-
dow and MRA assessment in subjects with stenosis; 3).
Complete cerebral neurosonology study in each patient
(intracranial and extracranial) because an adequate
interpretation of intracranial findings always requires a
careful assessment of the influence of extracranial
pathology on the intracranial hemodynamics; 4). A bio-
bank will be created allowing investigation of molecular
and genetic factors related to the presence and progres-
sion of intracranial atherosclerosis; 5). Long-term fol-
low-up that will allow us to establish prognosis and
related factors of incidental stroke and major vascular
events, and to evaluate progression/regression of intra-
cranial lesions.

We hope ASIA study will contribute to the better
understanding of intracranial atherosclerotic disease
dynamics and help us to identify new potential thera-
peutic and prevention targets for this condition.
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1. Introduction

Large artery intracranial atherosclerosis disease (ICAD) is a
major public health problem as itis a major cause of ischemic stroke

ABSTRACT

Background and purpose: The ongoing population-based Barcelona-Asymptomatic Intracranial
Atherosclerosis (Barcelona-AsIA) study is a prospective study that plans to investigate the natural his-
tory of asymptomatic intracranial atherosclerosis (AsIA) in a Caucasian-Mediterranean population, which
remains unknown until now. The present study aims to determine the prevalence of AsIA and associated
risk factors in the final study cohort.
Methods: Crossover, population-based study of a representative sample (randomly selected from our ref-
erence population) older than 50 with a moderate-high vascular risk assessed by the vascular equation
REGICOR and prior history of neither stroke nor ischemic heart disease. Anthropometric, demographic,
clinical data and blood samples were collected at baseline. All individuals underwent a complete extracra-
nial and transcranial color-coded duplex (TCCD) examination. TCCD criteria were used to identify and
classify the degree of intracranial stenoses.
Results: A total of 933 subjects (64% men, mean age 66.3 years) were included in the study. One or more
intracranial stenoses were detected at baseline in 80 subjects (8.6%) of whom 31 (3.3%) had moderate-
severe lesions. The higher the REGICOR scores the greater the prevalence of AslA (6.6%, 10.2% and 25%
for REGICOR scores 5-9, 10-14 and >15, p<0.001). Diabetes (OR 2.95; 95% CI (1.68-5.18); p<0.001), age
(OR 1.05; 95% CI (1.02-1.08); p=0.001) and hypertension (OR 1.78; 95% CI (1.02-3.13); p=0.04) were
independently associated with any degree of AsIA, while diabetes (OR 2.85; 95% CI (1.16-6.96); p=0.02)
and age kept independently associated with moderate-severe AslA.
Conclusion: The prevalence of AsIA and moderate-severe AslA in stroke-free Caucasians with a moderate-
high vascular risk were 8.6% and 3.3% respectively. Diabetes and age were independently associated with
moderate-severe AslA.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

worldwide [1] and consequently, a main cause of long-term dis-
ability and mortality. It may account for 8—-10% of ischemic strokes
in whites [2-4] and up to 50% in Oriental Asians [5,6]. Extended
use of new non-invasive tests, like transcranial color-coded-duplex
(TCCD), computed tomography angiography (CTA) or magnetic res-
onance angiography (MRA) have led to an increased number of
studies involving an assessment of ICAD in the past two decades.
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Even so, ICAD is still an understudied disease when compared to
extracranial atherosclerosis.

Atherosclerotic lesions develop silently over years until they
become symptomatic. Identification of markers of latent ICAD
could be useful in the setting of stroke primary prevention and
may provide an opportunity for early preventive interventions
[7,8]. Nevertheless, studies of natural history of ICAD from its
asymptomatic stage are limited. Large population studies aimed
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to determine its prevalence and related vascular risk factors in
stroke-free individuals have only been conducted in Asia [9-13].

To clarify the prevalence and natural history of asymptomatic
ICAD in whites, we designed a population-based, prospective,
long-term follow-up observational study called the Barcelona-AsIA
study (Asymptomatic Intracranial Atherosclerosis study), whose
main objectives have been described elsewhere [14]. After having
concluded the recruitment phase, the present study was con-
ducted to determine the prevalence of asymptomatic intracranial
atherostenoses in the final Barcelona-AslIA cohort and to identify
risk factors associated with this condition.

2. Materials and methods
2.1. Study sample selection and inclusion criteria

Complete study protocol has been reported in detail elsewhere
[14]. From our reference population of 600.000 inhabitants that
are registered in a database of the Primary Care Information Tech-
nology System containing demographic and contact details of all
subjects covered by our Public National Health System, an initial
sample of 3010 subjects older than 50 years was randomly selected
within the peripheral arterial disease (PERART) study [15]. This
is an ongoing study coordinated in 28 primary health centers of
our region that aims to study the prevalence and prognosis impact
of peripheral artery disease. After phone contact and agreement
to participate, subjects were given an appointment to perform an
interview with Primary Care physicians. In this baseline visit, blood
sample extraction and anthropometric measurements, including
ankle-armindex, were performed. A validated questionnaire called
Multinational Monitoring of Trends and Determinants in Cardio-
vascular Disease (MONICA)[16] was used to assess self-reported
vascular risk factors, history of stroke/TIA and history of coronary
disease (angina or myocardial infarction). This questionnaire has
shown a >90% sensibility, specificity, VPP and VPN in assessment of
cardiovascular disease. Moreover, clinical history recordings were
also checked to confirm diagnoses of stroke/TIA and coronary dis-
ease (positive hospital discharging report and/or coded as CIE-10
164,G45,1200r 125). REGICOR and Framingham vascular risk func-
tions (see below) were thereafter calculated taking into account all
the information obtained in the baseline visit.

From this initial random sample population included in PERART
study, we selected all the 1503 subjects that met our inclusion cri-
teria: (1) no history of stroke or transient ischemic attack; (2) no
history of coronary disease (angina and/or myocardial infarction);
(3) exposure to a moderate-high vascular risk, assessed by a REGI-
COR > 5 (see below); (4) absence of institutionalization or severe
disability.

All these subjects were first contacted by regular mail warning
them about the AslA project and the chance of being called to take
partinit. Thereafter they were contacted by phone from our tertiary
stroke center to confirm participation and to program the baseline
visit in our center. Our study protocol was approved by the Ethics
Committee of our institution.

2.2. Baseline procedures

All subjects accepting to participate were visited at our public
health tertiary stroke center, the Germans Trias i Pujol University
Hospital (Badalona, Barcelona, Spain). At baseline visit and after
signing written informed consent, subjects underwent a complete
questionnaire performed by a neurologist and including sociode-
mographic variables (age, sex, socioeconomic status, education
status, and employment) and clinical variables (smoking and alco-
hol habits, physical activity level, personal and family history

of hypertension, diabetes and dyslipidemia, current drug intake,
intermittent claudication, etc.). Hypertension, diabetes and dys-
lipemia were defined based on personal history of these diagnoses
and/or on current diet or medical treatment intake for these disor-
ders. Smoking was considered to be present in current smokers or
if the time interval since abstinence was <5 years. The neurologist
alsore-assessed personal history of coronary disease and stroke/TIA
to exclude any incident case between PERART study sample selec-
tion and our baseline visit. Anthropometric variables were also
measured (waist circumference, height, and weight) during this
visit. Collected data was prospectively stored in paper Case Report
Forms and also in the AslA main electronic dataset (SPSS format).
Fasting blood samples (serum, plasma and total blood) were drawn,
processed and stored in a biobank at —80°C. After finishing the
complete subject recruitment (June 2010), serum from this biobank
was obtained and analyzed to measure fasting glycemia, choles-
terol and triglyceride levels. Framingham and REGICOR scores were
previously calculated within the PERART cohort study. REGICOR is
the Framingham function adapted and validated for the Spanish
population [17] and evaluates the 10-year risk (%) of having car-
diovascular events based on a compute of traditional risk factors
(sex, age, diabetes, smoking, blood pressure and cholesterol lev-
els). REGICOR <5% indicates low risk, 5-9% moderate risk, 10-14%
high risk and >15% very high risk [18]. Framingham and REGICOR
scores had a very high correlation (Spearman coefficient, 0.98) in
our population.

2.3. Diagnosis of intracranial stenosis

All ultrasonographic studies were performed at baseline in
the same lab, by two experienced neurologists, with a Gen-
eral Electric Vivid/Pro (Horten, Norway). First, a complete duplex
extracranial study was performed to determine the presence and
grade of carotid and vertebral atherosclerosis. Significant carotid
atherosclerosis was considered when the stenosis was >50% (peak
systolic velocity > 125 cm/s)[19].

After that, a TCCD examination was set using contrast agents if
necessary, by transtemporal and transforaminal windows, follow-
ing consensus recommendations for an optimal exploration [20].
Intracranial stenosis was diagnosed following previous published
criteria for TCCD [21]. First, color-mode is used to observe distri-
bution and flow direction of the main intracranial arteries, looking
for appearance of segmental narrowing of the color signal and/or
color aliasing phenomena. After that, a complete spectral study is
set along every artery, assessing not only focal increases in velocity
but also the presence of spectral changes (low-frequency high-
intensity signals, spectral widening or musical murmurs). Number,
location and severity of intracranial stenosis were recorded in every
subject. Stenosis severity by TCCD was classified following Baum-
gartner cut-off values of PSV for mild/moderate-severe stenosis
[21]: =155/>220 cm/s for middle cerebral artery; >120/>155cm/s
for anterior cerebral artery; >100/>145 cm/s for posterior cerebral
and basilar arteries and >90/>120 cm/s for vertebral artery.

Prevalence of asymptomatic intracranial atherosclerosis (AslIA)
was calculated based on neurosonological study, with the excep-
tion of 5 subjects with a poor quality TCCD study who underwent
a complementary MRA study to rule out the diagnosis. Moderate-
severe asymptomatic intracranial atherosclerosis was defined as
having at least one moderate-severe stenosis by TCCD velocity
criteria.

Subjects with moderate-severe intracranial stenosis detected
by TCCD study at baseline were invited to undergo a MRA study
with a 1.5 T Philips and a time-off-flight (TOF) sequence if no con-
traindications were present. All MRA studies were analyzed by a
neuroradiologist blind to clinical and sonographic data.
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2.4. Statistical analyses

Statistics were performed with the SPSS 18.0 statistical package.
Our sample calculation assumed that: (1) at least 50% of subjects
older than 50 years in our population would have a REGICOR >5%
[22]; (2) 10% of subjects would be excluded for failure to fulfill the
inclusion criteria; (3) 20% of subjects would be uncontactable or
refuse participation; (4) a prevalence of intracranial stenosis of 8%.
To obtain this value, we assumed that the differences in prevalence
of asymptomatic intracranial atherosclerosis between Asians and
Caucasians would be similar than those observed in symptomatic
patients (around 3 to 4 times more prevalent in Asians). Thus, our
expected prevalence was obtained by dividing the reported preva-
lence of asymptomatic intracranial stenosis in Asians of 24.5%[12]
by three.

Accepting an alpha error of 0.05, a sample size of more than 900
individuals and a prevalence of intracranial stenosis of 8% ensured
a statistical power of 80% to detect as statistical significant an odds
ratio equal or higher than 2 in the study of risk factors associated
to the presence of AslA. Therefore, the projected sample size was
around 1000 individuals with moderate-high vascular risk with
neither prior stroke nor ischemic heart disease selected from 3010
subjects randomly included in the PERART study [14].

The association of vascular risk factors with the presence and
severity of intracranial stenoses, was analyzed by Pearson’s x? test,
Mann-Whitney test or Student’s t-test when appropriate. Mul-
tivariate logistic regression models were performed to identify
risk factors independently associated with the presence of asymp-
tomatic intracranial atherostenoses of any degree, including in
the model those variables with values of p<0.20 in previous uni-
variate analysis. A multinomial regression analysis was conducted
to identify the factors associated to the severity of intracranial
atherosclerosis, comparing the groups without AsIA (reference
group), with mild AsIA and with moderate-severe AslA. Statistical
significance was defined as p value <0.05.

3. Results

Prospective subject enrolment took place between March 2007
and June 2010. From the initial random sample of 1503 subjects,
229 subjects were not located after 5 phone calls, 316 declined to
participate for several reasons, 5 were excluded for having suffered
a stroke after initial sample randomization and 20 died during the
recruitment period. Finally, a total of 933 subjects were included in
baseline visit at our center and comprise the final Barcelona-AsIA
cohort. All subjects were of Spanish origin, with the exception of
eight subjects natives of different Latino-American countries. Mean
age was 66.3 years (8.1 SD) and 64% were males. Regarding vascular
risk factors, 56% had hypertension, 39.5% had dyslipidemia, 27%
were diabetic and 18% active smokers. Age, sex and vascular risk
scores were similar between the final AsiA cohort and the group of
subjects not located or who declined to participate, although mean
age of not located subjects was lower, probably because phone calls
were performed during working hours. Subjects who died during
recruitment phase (n=20) were older and more frequently men
(see supplemental Table e-1).

3.1. Prevalence of asymptomatic intracranial atherostenoses

Asymptomatic intracranial atherostenoses were found at base-
line in 80 out of 933 individuals. The prevalence of AslA in the
total population was 8.6% (95% CI, 6.8-10.4), and the prevalence
of moderate-severe AsIA was 3.3% (95% CI, 2.1-4.4). Echo-contrast
agents were used in 234 (25%) subjects due to a poor acoustic win-
dow.

Of those subjects with AslA, 33 (41.3%) had a unique intracranial
stenosis and 47 had two or more stenoses. A total of 187 intracra-
nial stenoses were detected at baseline and were located as follows:
60 in terminal ICA/siphon, 55 in middle cerebral artery, 31 in ante-
rior cerebral artery, 20 in posterior cerebral artery, 11 in vertebral
artery and 10in basilar artery. Regarding distribution of intracranial
stenosis in each patient, 46 subjects (57.5%) had isolated anterior
circulation stenosis, 11 (13.8%) had isolated posterior circulation
stenosis and 23 (28.7%) showed stenoses in both anterior and pos-
terior circulations.

In extracranial duplex study, 466 subjects (50%) were found to
have one or more carotid plaques and 29 subjects (3.1%) had a
significant internal carotid artery stenosis >50%.

Of the 31 subjects with moderate-severe intracranial stenoses
detected by TCCD, only 23 gave informed consent to undergo a
complementary MRA in the following 6 months that confirmed
the presence of AsIA in 21 of them. The two subjects with no
angiographic confirmation had both stenosis located in carotid
siphon; after reviewing the MRA we considered the misdiagnosis
due probably to movement and bone artifacts in the TOF sequence;
moreover, both subjects underwent a new neurosonological study
two years after inclusion that showed the same findings as in the
first. For these reasons, these patients were considered as hav-
ing AsIA. In one subject with a severe tandem extra-intracranial
carotid stenosis a conventional arteriography was performed and
confirmed both lesions.

3.2. Risk factors associated with AsIA

Variables potentially associated with AslA of any degree and
with a moderate-severe degree are shown in Table 1. AsIA was
significantly associated with age but not with sex. Vascular risk
assessed by REGICOR and Framingham scores was also associated
with the presence of asymptomatic intracranial atherosclerosis
(Table 1). The higher the REGICOR scores the greater the preva-
lence of AslA (6.6%, 10.2% and 25% for REGICOR scores 5-9, 10-14
and >15 respectively, p<0.001, Fig. 1 online).

Regarding individual vascular risk factors, diabetes mellitus,
hypertension, dyslipidemia and higher fasting glycemia levels were
significantly associated with the presence of any degree of AslA.
The median (IQR) duration of diabetes was 10 (5.5-20) years in
the group with AslA (n=44) and 5 (2-10) years in subjects without
AslA (n=206) (p<0.001). A multivariate logistic regression model
including variables showing a p <0.20 in univariate analysis, iden-
tified diabetes (OR 2.95; 95% CI (1.68-5.18); p<0.001), age (OR
1.05; 95% CI (1.02-1.08); p=0.001) and hypertension (OR 1.78;
95% CI(1.02-3.13); p=0.04) as independently associated with AsIA
(Table 2). Multinomial regression analysis showed that the factors
independently associated with moderate-severe AsIA were age (OR
1.05; 95% CI (1.004-1.1); p=0.03) and diabetes (OR 2.85; 95% CI
(1.16-6.96); p=0.02) (Table 3).

Prevalence of AsIA was progressively higher with the combina-
tion of the independent risk factors age and diabetes (mean age
of the group with AsIA was used to divide the subjects): from
3.8% among those subjects <70 years and without diabetes to
21% among those with the two risk factors. Percentage of sub-
jects with moderate-severe AslA also increased across these groups
(Fig. 2 online).

4. Discussion

The major finding of our study was that the prevalence of AsIA
assessed by TCCD in a Caucasian population with moderate-severe
vascular risk is estimated in 8.6%. Prevalence of moderate-severe
AslA (3.3%) was similar to prevalence of significant carotid stenosis
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Table 1

Comparision of vascular risk factors between subjects with and without asymptomatic intracranial atherosclerosis (AsIA).

Without AslA (n=853) AslIA: any degree (n=380) p AsIA: moderate-severe (n=31) p?

Age 65.9 (+£8.1) 69.9 (+£8.4) <0.001 69.7 (£9.7) 0.01
Male sex (%) 63.8 62.5 0.44 61.3 0.77
REGICOR score 7 (5-9) 9(7-13) <0.001 9(7-11) 0.001
Framingham score 17 (13-25) 22 (16-32) <0.001 21(19-30) 0.003
Hypertension (%) 54.5 75.9 <0.001 80.6 0.004
Diabetes (%) 24.4 55.1 <0.001 61.3 <0.001
Dyslipidemia (%) 53.4 66.3 0.03 67.7 0.11
Smoking habit (%) 24.6 18.8 0.14 12.9 0.13
Alcohol intake (g/day) 9.6 (£15) 8.3 (£13) 0.78 9.7 (£11) 0.99
Alcohol >20 g/day (%) 123 8.8 0.34 129 0.92
BMI (kg/m?) 28.3(25.5-30.7) 28.5(25.7-31.1) 0.53 28.2(26.3-30.4) 0.92
Total cholesterol (mg/dl) 205.6 (+£40) 204.8 (£43) 0.87 204.1 (£ 54) 0.84
HDL (mg/dl) 53 (46-60) 52 (46-62) 0.84 49 (44-64) 0.27
LDL (mg/dl) 131.1 (£35) 128.7 (£37.1) 0.57 126 (+47) 0.43
Triglycerides (mg/dl) 108 (82-156) 113 (80-151) 0.85 147 (94-184) 0.05
Fasting glycemia (mg/dl) 104(95.2-118) 110(98.9-138.2) <0.001 125.2(105.3-165.6) <0.001
Current therapies use (baseline)
Antihypertensives (%) 50.8 713 0.006 74.2 0.12
Hypoglycemiants (%) 204 44.8 <0.001 58 <0.001
Hypolipemiants (%) 38.9 46.3 0.07 48.4 0.12

Categorical variables presented in percentages. Continuous variables presented in mean (£SD) if normally distributed or median (iterquartile range) in the rest. BMI: body

mass index; HDL: high density cholesterol.
2 Subjects with moderate-severe AsIA compared to those without AslA.

Table 2
Logistic regression analyses: factors independently associated with the presence of asymptomatic intracranial atherosclerosis (any degree).
Crude OR (95% CI) p Adjusted OR? (95% CI) p

Age 1.06 (1.03-1.09) <0.001 1.05 (1.02-1.08) 0.001
Hypertension 2.68 (1.57-4.56) <0.001 1.78 (1.02-3.13) 0.042
Diabetes 3.83(2.4-6.12) <0.001 2.95(1.68-5.18) <0.001
Dyslipidemia 1.71 (1.05-2.77) 0.029 1.44 (0.86-2.41) 0.159
Smoking 0.70 (0.39-1.26) 0.241 1.03 (0.55-1.91) 0.912
Fasting glycemia (mg/dl) 1.01 (1.004-1.015) <0.001 1(0.993-1.007) 0.98

OR: odds ratios; CI: confidence interval.

@ Logistic regression model adjusted for diabetes, sex, age, hypertension, dyslipidemia, smoking habit and fasting glycemia.

(3.1%) in the same cohort. In previous Asian studies using transcra-
nial Doppler (TCD), but using similar cut-off points of systolic peak
velocity to define a stenosis, prevalence of asymptomatic intracra-
nial atherosclerosis ranged from 6 to 24.5% [9-12], depending on
number of arteries assessed. Principal results of these studies are
summarized in supplemental Table e-2 and compared to ours. In all
these studies, subjects with poor acoustic windows were excluded
of the analysis or classified as “non stenosis”, fact that could have
led to an underestimation of the prevalence in stroke-free Asians.
Contrary to Asian studies, we assessed intracranial and extracranial
circulation globally and we used contrast agents to evaluate the
whole sample. Therefore, according to our findings, asymptomatic
intracranial atherosclerosis in Caucasians is not a rare entity and
this finding could have important implications for general public
health and for the design of primary prevention strategies in our
setting.

From a primary prevention point of view, it is impor-
tant to identify factors related to the presence of intracranial
atherosclerosis in a stroke-free individual. In this setting, REGICOR

Table 3

score has shown a good correlation with subclinical intracranial
atherosclerosis burden in our population. One of every four subjects
withavery highrisk score (REGICOR > 15) had intracranial stenosis.
Regarding individual risk factors, three were independently associ-
ated with asymptomatic intracranial atherosclerosis of any degree:
diabetes, age and hypertension. These three risk factors have also
been described in the Asian studies mentioned before. Then, ethnic
differences in the distribution of cerebral atherosclerosis between
Asians and Caucasians may not be explained by a distinct vascular
risk factor profile. These differences are probably related to other
conditions, such as genetic, molecular or environmental factors.
Further studies are needed to support this hypothesis. In this line,
studies in stroke-free blacks and Hispanics (unreported until now)
would be of great interest as they also have a higher prevalence of
ICAD-stroke subtypes than Caucasians [3].

In our study, diabetes mellitus has appeared like the most
relevant risk factor associated with AsIA of any degree and also
with moderate-severe AslA, similar as previously described in
the symptomatic phase of the disease [4,23]. Furthermore, the

Multinomial regression analysis: severity of asymptomatic intracranial atherosclerosis and risk factors.

Mild AsIA Moderate-severe AsIA

Adjusted OR? (95% CI) P Adjusted OR? (95% CI) D
Age (1 year) 1.06 (1.02-1.10) 0.004 1.05 (1.004-1.1) 0.034
Hypertension - 0.140 - 0.106
Diabetes 3.21(1.61-6.36) 0.001 2.85(1.16-6.96) 0.022
Dyslipidemia 0.138 - 0.550
Triglycerides (mg/dl) 0.673 - 0.109
Fasting glycemia (mg/dl) 0.369 - 0.351

2 Adjusted OR: age, hypertension, diabetes, dyslipidemia, tryglicerids and fasting glycemia were introduced as covariables in the same multinomial regression analysis,

using the group “without AsIA” as reference. OR: odds ratio. CI: confidence interval.
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mean duration of the disease was significantly longer in diabetic
patients with AsIA. We also found that higher levels of fasting
glycemia and triglycerides, both related to insulin resistance, were
significantly associated with moderate-severe AsIA. Diabetes may
promote a more severe ICAD already from its early asymptomatic
stage. Another important finding is that, in line with previous stud-
ies, some classical risk factors traditionally associated with carotid
or coronary atherosclerosis like male sex, smoking habit or hyper-
cholesterolemia, were not associated with intracranial atheroscle-
rosis in our series. Intriguingly, we found a less smoking trend in
patients with AslA that has been previously reported either in the
symptomatic or asymptomatic stage of intracranial atherosclero-
sis [4,10]. Intracranial arteries might have a different pattern of
response to vascular deleterious stimuli as compared with other
arterial beds. For instance, insulin resistance might promote a loss
of the antioxidant potential of intracranial circulation favoring the
development of atherosclerotic lesions in this location [24,25].
However, the basic mechanisms underlying this proneness of
intracranial arteries to be selectively affected by diabetes remains
largely unknown and deserves further study. Our projected AsIA-
biomarker substudy may be able to shed some light into this issue.

To the best of our knowledge, this is the first large sample
population-based study on asymptomatic intracranial atheroscle-
rosis designed in a Caucasian population. However, our study has
some limitations. First, as it was a cross-sectional study, evaluation
of the real impact of risk factors in the development of intracra-
nial atherosclerosis was not possible. Second, not all subjects with
intracranial stenosis detected by TCCD underwent a simultaneous
angiographic study to confirm the findings. However, the robust
association of TCCD-detected intracranial stenoses with vascular
risk factors supports the idea that they are true atherosclerotic
stenoses. Finally, we did not obtain data on baseline creatinine
clearance, so we may have missed the potential association of renal
failure with the atherosclerotic burden.

In conclusion, the prevalence of asymptomatic intracranial
atherosclerosis (AsIA) of any degree among stroke free Caucasians
with moderate-high vascular risk was 8.6%, whereas moderate-
severe AsIA was present in 3.3% of studied subjects. Diabetes, age
and hypertension were independent risk factors for AsIA, being only
diabetes and age independently associated with moderate-severe
AslA. AslA is not a rare entity, and this finding may have impor-
tant implications for stroke primary prevention in our setting. The
real prognostic significance of AslA will be evaluated in the ongoing
longitudinal phase of our study.
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5.1. EsTupio DE XASE XoXLACIONAL BARCELONA-ASIA (AsYXXTOX ATIC
INTRACRANIAL ATXEROSCLEROSIS STUDY): KUNTOS XUERTES, oXMTIXOS

XUTUROS Y LIX ITACIONES

El estudio Barcelona-AslA es un estudio de base poblacional y prospectivo, que se disend con el fin de
poder determinar la prevalencia e impacto prondstico de la aterosclerosis intracraneal asintomatica en
poblacién caucdsica con un riesgo vascular intermedio o alto, asi como para identificar los factores cli-
nicos, bioldgicos y genéticos asociados a su presencia, progresion y expresién clinica. El disefio y el pro-
tocolo del estudio global se han presentado en la primera publicacién de los resultados (ARTICULO 1).
El disefio de la fase transversal se ha resumido ademas en el apartado de métodos de la presente tesis.
De nuestra poblacion de referencia se selecciond una muestra aleatoria de sujetos mayores de 50 afios
y con un riesgo cardiovascular moderado-grave segln la funcién REGICOR y se les invitd a participar en
nuestro estudio. En la visita basal se recogieron datos clinicos y antropométricos, y se obtuvieron mues-
tras sanguineas para la creacién de un biobanco. La presencia de aterosclerosis intra y extracraneal se
evalué mediante un estudio ultrasonoldgico. La mayoria de los sujetos fueron ademas sometidos a una
evaluacidn neuropsicoldgica en la visita basal. En la fase longitudinal del estudio proyectada a 3 afos, se
registrara la aparicion de eventos vasculares (cardiacos, cerebrales y/o de circulacion periférica) en la

poblacién total del estudio.

El estudio de la aterosclerosis intracraneal en pacientes asintomaticos para enfermedad cerebrovascu-

lar, sometidos a un riesgo vascular moderado-alto, es interesante por varios motivos:

I. En primer lugar, desde el punto de vista epidemioldgico, se desconoce la prevalencia de
esta entidad en poblacién caucasica, asi como su relacion con el riesgo vascular. Hasta el
momento, los Unicos estudios de base poblacional centrados en la aterosclerosis intracraneal
asintomatica se han realizado en China y Corea. Por otra parte, el origen de las marcadas
diferencias raciales en la incidencia de la fase sintomatica de esta enfermedad (ictus isquémico
causado por la aterosclerosis intracraneal) es por ahora desconocido, por lo que el estudio
de la fase asintomatica de este proceso en diferentes poblaciones podria contribuir a dar luz

a este hecho.
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2.

En segundo lugar, la poblacién asintomatica constituye el grupo ideal para estudiar los meca-
nismos patogénicos especialmente implicados en el proceso de aterogénesis a
nivel intracraneal. Este hecho nos parece de una gran importancia, pues permitiria adecuar
la estrategia terapéutica de prevencién primaria a las caracteristicas fisiopatoldgicas propias
de la aterosclerosis intracraneal, con lo que se reduciria al maximo el riesgo de progresion y

complicaciéon de la enfermedad.

En tercer lugar, los mecanismos basicos que explican la preferencia de la aterosclerosis
por afectar determinados territorios arteriales en cada individuo, en nuestro caso el
intracraneal versus extracraneal, estan poco estudiados. El estudio de los factores de riesgo
y biomarcadores circulantes asociados a cada localizacién nos puede ayudar a entender los

mecanismos fisiopatoldgicos “in vivo” implicados en el proceso de aterogénesis.

En cuarto lugar, se ignora la verdadera influencia que ejercen las lesiones aterosclerdticas
intracraneales sobre el pronéstico de las personas asintomaticas expuestas a factores de
riesgo vascular. En concreto, no se sabe hasta qué punto su presencia estd relacionada con
un mayor riesgo de sufrir un ictus isquémico u otro evento vascular, o bien con un
mayor riesgo de desarrollar deterioro cognitivo en el futuro, comparado con personas de

similares caracteristicas clinicas con ausencia de estas lesiones.

En quinto lugar, la poblacion “en riesgo’ asintomatica constituye el grupo ideal para evaluar
los factores clinicos, moleculares y genéticos asociados a la presencia de aterosclerosis subclinica y
a su riesgo de conversién en una fase sintomatica a cualquier nivel. Como se ha comentado en la
introduccién de esta tesis, las funciones clasicas de estratificacion de riesgo vascular (Framingham,
REGICOR) basadas en el cdmputo de factores de riesgo presentes o no en el individuo, tienen
muchas limitaciones cuando se utilizan de forma aislada y sobre todo en el grupo de riesgo vascu-
lar moderado, que es el mas prevalente. Por eso hoy en dia se hace mucho énfasis en el desarrollo
de herramientas instrumentales, clinicas o analiticas que, de forma complementaria a las funciones
de riesgo vascular, nos ayuden a detectar en la poblacién a los pacientes que son verdaderamente

“vulnerables” y a los cuales se deberian aplicar medidas preventivas estratégicas.
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El estudio Barcelona-AslA podra dar respuesta a muchos de los puntos anteriormente expuestos.
Mas adelante en la presente tesis se expondran con mas detalle algunas de las conclusiones en referen-
cia a los tres primeros puntos. Por otra parte, el disefio longitudinal de nuestro estudio, y gracias a la
colaboracién con el equipo de investigacidon en Atencion Primaria que desarroll6 el estudio PERART asi
como con el equipo de Neuropsicologia, nos permitira en un futuro evaluar el impacto prondstico de la
aterosclerosis intracraneal asintomatica a largo plazo en la aparicidn de eventos vasculares y de deterio-
ro cognitivo (punto 4). Ademas, dado que hemos utilizado herramientas validadas de estratificacién de
riesgo, como son el REGICOR, el calculo del grosor intima-media carotideo y del indice tobillo-brazo,
podremos analizar su utilidad junto con la deteccién de biomarcadores circulantes en la prediccién de
aterosclerosis subclinica y en la prediccidn de riesgo vascular en nuestra cohorte, facilitando el dise-
fio de estrategias de prevencidn primaria especificas de nuestra poblacidn (punto 5). A todo ello es
conveniente afadir que la creacién de nuestro biobanco nos permitira también estudiar muchos otros
biomarcadores circulantes asi como marcadores genéticos relevantes en funcién de los avances en la

investigacion cientifica.

Por otra parte, es preciso comentar también las limitaciones del presente estudio. En primer lugar, el
método seleccionado para realizar el screening de la aterosclerosis intracraneal, el diplex transcraneal,
es una herramienta barata y no invasiva, facilmente aplicable a grandes estratos de la poblacidn. Sin
embargo, su interpretacién depende en gran medida de la experiencia del explorador y no existen
criterios internacionales aceptados de forma universal para el diagndstico de las estenosis intracranea-
les. En nuestro estudio hemos utilizado los Unicos criterios publicados para el duplex transcraneal y
validados en relacién a la arteriografia convencional (gold standard); estos criterios se basan en el pico
de velocidad sistdlica méxima y han mostrado una sensibilidad (S), especificidad (E) y valor predictivo
positivo (VPP) del 100% y un valor predictivo negativo del (VPN) del 91-100% en la deteccion de este-
nosis >50% (moderadas-graves) , y unos valores de S 94-100%, E 99-100%, VPP 73-100% y VPN 100%
en la deteccién de estenosis intracraneales <50% (leves). Se recomienda habitualmente contrastar los
hallazgos con otro método no invasivo, generalmente la angiografia por RM (ARM) o la angiografia por

TC (ATC), aunque estas técnicas tampoco son de referencia. En nuestro estudio, la ARM sélo se realizé
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en 60 de los 80 sujetos que presentaban estenosis intracraneales en el estudio basal. Los motivos por
los que no se realizd en los otros 20 fueron los siguientes: 7 pacientes tenian claustrofobia, 3 tenian
protesis metalicas, | paciente portaba un marcapasos, | paciente fallecié antes de la realizacidn de la
ARM vy 8 sujetos decidieron voluntariamente no someterse a la exploracién. En segundo lugar, otra limi-
tacién ya comentada en la introduccidn es que tanto el duplex transcraneal como la ARM son técnicas
que evallan la existencia de una estenosis a partir del 30% de reduccion de la luz. Sin embargo, podrian
existir placas en las arterias intracraneales que no condicionasen estenosis inicialmente (por el remode-
lado positivo de la pared) y por tanto no ser detectadas con estos métodos. Esta evaluacion difiere de
la realizada en nuestro estudio en las arterias carétidas extracraneales, en las que, mediante duplex y
debido a la mejor calidad de la imagen (no existencia de ventana dsea interpuesta y mayor diametro de
la arteria), si pueden visualizarse placas de ateroma en la pared que no ocasionan estenosis o son <30%.
Por ultimo, el escaso nimero de pacientes con estenosis intracraneales (n=80) limita la potencia del

analisis estadistico en algunos subgrupos.
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5.2. PREXALENCIA DE LA ATEROSCLEROSIS INTRACRANEAL ASINTOXXTICA EN

XoXLACION cAUCKSICA Y XACTORES DE RIESGO XASCULAR ASOCIADOS:

coX XARACION CON ESTUDIOS EN XOXLACION ASIXTICA

Este punto corresponde a los resultados presentados en el ARTICULO 2.
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Figura 15: Prevalencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica (AslA) y su gra-
vedad en funcién del riesgo vascular medido por la funcion REGICOR (R), el cual se

encuentra representado en el eje de abscisas.

En nuestra muestra de 933 individuos representativa de una poblacién caucésica con riesgo vascular

moderado-alto, detectamos en 80 sujetos la presencia de estenosis intracraneales en el estudio neu-

rosonoldgico basal. Esto constituye una prevalencia del 8.6% (IC 95% 6.8-10.4%). De los 80 sujetos,

31| presentaban al menos una estenosis intracraneal moderada-grave (250%), correspondiendo a una

prevalencia del 3.3% (IC 95% 2.1-4.4). La mayoria de las estenosis se distribuyeron en la circulacion

anterior (ACM, carétida interna intracraneal, ACA) y la mayoria de los pacientes presentaban mas de

una estenosis en diferentes arterias. La prevalencia de aterosclerosis intracraneal y su gravedad aumen-

té progresivamente segln el riesgo vascular calculado mediante la funcion REGICOR (Figura 15), de

manera que | de cada 4 sujetos con un riesgo vascular muy alto (REGICOR>|5) presentaban ateros-

clerosis intracraneal. Los factores de riesgo que se asociaron de forma independiente a la presencia de
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estenosis intracraneales de cualquier grado fueron la edad, |a hipertension, y la diabetes, siendo la
edad y la diabetes los Unicos asociados de forma independiente a la presencia de estenosis intracranea-
les de mayor gravedad. El antecedente de diabetes incrementd hasta 3 veces el riesgo de presencia de

aterosclerosis intracraneal en nuestra cohorte (OR 2.95 (1.68-5.18), p<0.001).
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Tabla 2 (VS: Velocidad Sistélica; DTC: Doppler Transcraneal)

La prevalencia de aterosclerosis intracraneal en nuestra poblaciéon fue menor que la reportada en los es-
tudios realizados en poblacién asidtica en sujetos asintomaticos utilizando DTC 133.134136 En los estu-
dios realizados en Asia cabe destacar que no se utilizd eco-contraste en casos con ventana acustica in-
suficiente, y que se incluyeron a estos sujetos en el grupo sin aterosclerosis intracraneal, lo cual podria
haber supuesto un sesgo y una infra estimacion de la prevalencia real en dichas poblaciones. En la Tabla 2
se presentan las principales caracteristicas de los diferentes estudios sobre prevalencia de aterosclerosis
intracraneal asintomatica, incluyendo el nuestro. En la primera y segunda filas se presentan los dos estudios
realizados en China, el primero sobre la poblacién general, y el segundo, sobre una poblacién con presencia
de al menos un factor de riesgo vascular. En estos dos estudios sélo se evalud la presencia de estenosis en la
arteria cerebral media (ACM). Como vemos en el segundo estudio, con una poblacion de riesgo similar a la
nuestra, la prevalencia de estenosis de la ACM fue tres veces superior (12.6% frente al 4.1% de prevalencia
de estenosis de ACM en nuestra poblacidn, ver Ultima fila). En el estudio Coreano (tercera fila), se evalua-
ron todas las arterias intracraneales, similar a nuestro estudio, y aqui la prevalencia fue también unas 3 veces

superior a la nuestra (24.5% frente a 8.6% de prevalencia global en nuestro estudio).
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En cuanto a los factores de riesgo vascular asociados de forma independiente a la presencia de ateros-
clerosis intracraneal (ver Ultima columna de la Tabla 2), |a edad, la hipertensién y la diabetes son comu-
nes en todas las poblaciones. La media de edad de nuestra poblacién fue ligeramente mas alta y también
lo fue la proporcién de varones. La proporcién de sujetos diabéticos e hipertensos fue sustancialmente
menor en el estudio Coreano en comparacién con nuestro estudio (16.8% diabéticos y 31.8% hiperten-
sos en el estudio Coreano, frente a 27% diabéticos y 56% hipertensos en nuestro estudio). Por tanto,
las importantes diferencias raciales en la prevalencia de la aterosclerosis intracraneal no parecen estar
ocasionadas por una diferente distribucidon de factores de riesgo entre poblaciones, siendo ademas
los mismos factores (edad, diabetes e hipertension) los que se asocian a la presencia de aterosclerosis
intracraneal en todas las razas. Por tanto, deben existir otros factores ambientales, moleculares o ge-
néticos que consigan explicarlas. En este sentido, seria también de gran interés conocer la prevalencia
y factores asociados a la aterosclerosis intracraneal asintomatica en poblaciones de raza negra y con
ascendencia hispana (entendiéndose ésta como procedencia de un pais latino-americano), ya que en
estos grupos raciales-étnicos también se ha reportado una mayor incidencia de dicha enfermedad en su

fase sintomatica, como ya hemos comentado previamente en la introduccion.
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5.3. DIXERENTE XERXIL DE XACTORES DE RIESGO XASCULAR Y X10X ARCADORES
CIRCULANTES EN LA DISTRIXUCION EXTRA-INTRACRANEAL DE LA ATEROSCLEROSIS
ASINTOX XTICA: XAXEL DEL SINDROX E X ETAXOLICO Y LA RESISTENCIA INSULINICA

EN LA ATEROSCLEROSIS INTRACRANEAL
Este punto corresponde a los resultados presentados en el ARTICULO 3 (ANEXO ).

En este trabajo de investigacion, analizamos los factores asociados a la presencia y gravedad de aterosclero-
sis asintomatica a diferentes niveles (extracraneal, intracraneal y combinada extra-intracraneal), tomando el
grupo que no presentaba aterosclerosis al inicio como referencia (grupo control). Se estudiaron tres clases
de factores: por un lado, los factores de riesgo vascular clasicos (edad, sexo, hipertension, diabetes, taba-
quismo...); por otro, “nuevos” factores de riesgo vascular como son la presencia de sindrome metabdlico
y la resistencia insulinica medida segln el indice HOMA,; y por ultimo, se evalud la asociacién de cuatro bio-

marcadores relacionados con el proceso de aterogénesis, el ADMA, la PCR, la resistina y el PAI-1.

La prevalencia de aterosclerosis extracraneal, intracraneal y combinada determinada en el estudio neu-
rosonoldgico basal aumentd de forma significativa en relacion con el riesgo vascular global medido por

la funcién REGICOR (Figura 16).
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Figura 16: Prevalencia de aterosclerosis asintomatica y su localizacién seguin el riesgo vascular

REGICOR-R, representado en el eje de abscisas. Control: sujetos sin aterosclerosis
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Edad (1 afio) ® ® Extra OR .06 (1.04-1.08) p<0.001
‘A A OR .08 (1.04-1.12) p<0.001
: ntra
Sexo Masculino —o— ORI.6(I.1-2.2)  p=0.009
I OR 0.8 (0.4-1.7) p=0.72
) ., o— OR 1.6 (1.2-2.1) p=0.003
Hipertension R OR 1.6 (0.8:3.1) p=0.12
) -o— OR1.8 (13-2.5) p=0.001
Diabetes : A OR3.5 (1.9-6.5) p<0.001
. —— OR1.7 (1.2:2.3) p=0.004
Tabaquismo — OR 1.2 (0.6-2.7) p=0.23
, P ——— OR1.8 (1.1-2.8) p=0.012
Alcohol > 20g/dia A OR 1.2 (0.4-3.3) p=0.73
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Islipemia - OR 1.5 (0.8-2.8) p=0.17
) " P — OR1.6(1.2-2.3) p=0.001
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Figura 17: Anilisis de regresion logistica multinomial comparando los factores de riesgo asociado a
cada localizacion. Extra: aterosclerosis extracraneal aislada. Intra: aterosclerosis intracraneal aislada.
A la derecha, odds ratio e intervalos de confianza al 95% para cada factor de riesgo y localizacion

En el andlisis de regresidn logistica multinomial evaluando los factores de riesgo clasico y el sindrome
metabdlico asociados con la presencia de aterosclerosis en cada localizacién, se observé un perfil de
factores de riesgo diferente (Figura 17): asi, la DMy la presencia de sindrome metabdlico se asociaron
de forma independiente a la presencia de aterosclerosis en cualquiera de las dos localizaciones, pero
condicionaron un mayor riesgo para la presencia de aterosclerosis intracraneal. Ademas, algunos facto-
res como el sexo masculino, el tabaquismo y el consumo de alcohol sélo se comportaron como factores
de riesgo asociados la localizacion extracraneal y no a la intracraneal. En un segundo andlisis teniendo en
cuenta solo las lesiones aterosclerdticas moderadas-graves (>50%) frente al grupo control sin ateros-
clerosis (Tabla 2 del ANEXO 1), la diabetes también fue un predictor para la presencia de aterosclerosis
a cualquiera de los dos niveles, pero de nuevo la fuerza de la asociacién fue mayor para la localizacion
intracraneal. Ademas, la presencia de sindrome metabdlico sélo se asocid a la existencia de estenosis
moderadas-graves a nivel intracraneal y no a nivel extracraneal. El andlisis de la resistencia insulinica
(indice HOMA), que es la alteracién bioquimica fundamental sobre la que gira el sindrome metabdlico,

corrobord estos resultados (Figura 18).
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Figura 18: Prevalencia de aterosclerosis moderada-grave a nivel extra e intracraneal en la po-
blacién total del estudio, en funcién del nimero de compondetes del sindrome metabdlico (A)
y de los cuartiles ascencentes del indice HOMA (B)

En la figura puede observarse como la prevalencia de aterosclerosis intracraneal moderada-grave au-
mentd progresivamente en funcién del nimero de componentes del sindrome metabdlico asi como
con el aumento progresivo del indice HOMA, mientras que la prevalencia de aterosclerosis extracra-

neal moderada-grave permanecié estable en estos grupos.



IEJ SinTEesis DE Los RESULTADOS Y DiscusidN

Por tanto, el sindrome metabdlico y la resistencia insulinica juegan un importante papel en el desarrollo

de la aterosclerosis intracraneal. Esta asociacion ya habia sido reportada previamente en relacion a la

99, 100, 101

fase sintomatica de la enfermedad (ictus) . Nuestros hallazgos confirman por primera vez que

esta asociacion ya estd presente en la fase asintomatica o subclinica de la aterosclerosis intracraneal.
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Figura 19: Biomarcadores circulantes (medias e IC para la media) asociados a la localizacion de aterosclerosis subclinica
de cualquier grado. ECAD: extracraneal; ICAD: intracraneal; COMB: combinada

(*) p<0.05 respecto al grupo control (sin aterosclerosis).

Por Gltimo, en la Figura 19y en la Figura 20 se presenta el analisis de biomarcadores asociados a cada lo-
calizacion de la aterosclerosis subclinica, y a su gravedad, respecto al grupo control (sin ateroesclerosis).
Los niveles elevados de PCR se asociaron a la localizacién extracraneal y combinada extra-intracraneal,

aunque esta asociacion no resistié el andlisis multivariado. Estos resultados son similares a los ya repor-
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tados en un estudio retrospectivo realizado en Japdn 147 Por otra parte observamos que los niveles

elevados de resistina, una molécula inflamatoria nunca antes evaluada en relacién a la aterosclerosis

intracraneal, se asociaron a la localizacién intracraneal en su forma aislada y en su forma combinada

con la extracraneal, resistiendo al ajuste multivariado sélo la asociacién con la localizacidn combinada

extra-intracraneal. Los niveles elevados de ADMA, un marcador de disfuncién endotelial, se asociaron

de forma independiente a la presencia de aterosclerosis intracraneal aislada. Esta molécula tampoco

habia sido previamente estudiada en el ambito de la aterosclerosis intracraneal. Estos hallazgos sugieren

que en la aterosclerosis intracraneal juega un importante papel la disfuncién endotelial mediada por la

disminucién de la secrecion de oxido nitrico. Y por Ultimo, los niveles elevados de PAI-1, biomarcador

asociado a la presencia de sindrome metabdlico, se asociaron a la presencia de aterosclerosis intracra-

neal moderada-grave, aunque esta asociacién no resistié al andlisis multivariado (Tabla 4 del ANEXO ).
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Figura 20: Biomarcadores circulantes (medias e IC para la media) asociados a la localizacién de aterosclerosis

subclinica moderada-grave. ECAD: extracraneal; ICAD: intracraneal.

(*) p<0.05 respecto al grupo control (sin aterosclerosis).
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5.4. IMPLICACIONES DIRECTAS DE LOS RESULTADOS PRESENTADOS

En primer lugar, la determinacion de la prevalencia de la aterosclerosis intracraneal asintomatica en pobla-
cion caucasica, ha contribuido a llenar un vacio existente en la literatura. Hemos observado que la prevalen-
cia de esta entidad en nuestro medio no es infrecuente en una poblacién con factores de riesgo vascular, en
especial aquellos con edad avanzada, diabéticos e hipertensos. La comparacion con los estudios realizados
en Asia, donde la prevalencia de aterosclerosis intracraneal es sustancialmente mayor, nos ha permitido ob-
servar que los factores de riesgo vascular clasicos asociados a la presencia de aterosclerosis intracraneal en
ambas poblaciones son idénticos. Este hallazgo sustenta la hipdtesis de que deben existir factores genéticos

que expliquen dichas diferencias raciales y justifica el estudio de los mismos en un futuro.

En segundo lugar, el hallazgo de los principales factores de riesgo asociados a la presencia y gravedad de la
aterosclerosis intracraneal desde su fase asintomatica (edad, diabetes mellitus, sindrome metabdlico) nos
ayudard a detectar qué sujetos en nuestra poblacion estan en riesgo de desarrollar esta patologia. La resis-
tencia a la insulina se perfila como un factor critico en el desarrollo de la aterosclerosis intracraneal desde la
etapa subclinica. Por motivos alin desconocidos, en presencia de resistencia a la insulina y sus alteraciones
metabdlicas asociadas, las arterias intracraneales parecen afectarse antes y en mayor grado que las extra-
craneales. Este hallazgo hace necesario continuar la investigacién en esta linea, en busca de nuevas dianas
terapéuticas relacionadas con la resistencia insulinica, con el objetivo de prevenir el desarrollo y compli-
caciones de esta entidad. Se desconoce por el momento qué implicacién prondstica tiene la presencia de
la aterosclerosis intracraneal asintomatica y es por eso que en la actualidad no existe ninguna guia de pre-
vencién primaria que haga referencia a las estrategias de cribado poblacional o a la aplicacién de medidas
de prevencién primaria en esta patologia. En la fase longitudinal del estudio AslA podremos determinar el
verdadero impacto prondstico de la aterosclerosis intracraneal asintomatica, por encima de la existencia de
determinados factores de riesgo vascular, y podremos analizar si algin subgrupo de la poblacién se podria

beneficiar de la realizacion de una prueba diagndstica no invasiva con el fin de detectar esta patologia.

Por ultimo, el hallazgo de un diferente perfil de factores de riesgo y molecular asociado a la distinta locali-
zacién de la aterosclerosis cerebral, apoya la hipdtesis de que las arterias intracraneales, desde un punto de

vista fisiopatoldgico, parecen responder de una manera propia ante determinados estimulos aterogénicos.
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El disefio de este estudio prospectivo y de base poblacional ha permitido determinar
la prevalencia de la aterosclerosis intracraneal asintomatica en nuestro medio, asi
como los factores clinicos y biolégicos asociados a su presencia. La fase longitudinal

del estudio permitira determinar su impacto pronéstico a largo plazo.

La prevalencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica de cualquier grado en una
poblacién caucasica con un riesgo vascular moderado-alto y sin antecedentes de en-
fermedad cerebrovascular ni cardiopatia isquémica es del 8.6%, y la prevalencia de

aterosclerosis intracraneal de grado moderado-grave del 3.3%.

La edad, la diabetes, el sindrome metabélico y la resistencia insulinica se asociaron
de forma independiente a la presencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica, y

especialmente a la presencia de estenosis intracraneales de mayor grado.

La concentracién sérica elevada de ADMA se asoci6 de forma independiente a la pre-
sencia de aterosclerosis intracraneal asintomatica aislada. Los niveles séricos altos de
resistina se asociaron de forma independiente a la presencia de aterosclerosis intra-

craneal en combinacion con la extracraneal.
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Manuscrito en Revision

DISTRIBUTION AND SEVERITY OF ASYMPTOMATIC
EXTRA & INTRACRANIAL ATHEROSCLEROSIS:
DIFFERENTIAL RISK FACTOR AND BIOMARKER PROFILES

The Barcelona- AsIA (Asymptomatic Intracranial Atherosclerosis) Study

Loépez-Cancio, E (MD); Galan, A (MD phD); Dorado, L (MD); Jiménez, M (MD); Herndndez, M (MD);
Millan, M (MD phD); Reverté, S (RN); Sufiol, A (RN); Barallat, J (MD); Massuet, A (MD);
Alzamora, MT (MD phD); Dédvalos, A (MD phD); Arenillas, JF (MD phD)

Background: Intracranial atherosclerotic disease (ICAD) remains a challenge for stroke primary and secondary prevention.
Molecular pathways involved in the development of ICAD from its asymptomatic stages are largely unknown. In our
population-based study, we aimed to compare the risk factor and biomarker profiles of intracranial vs. extracranial
asymptomatic cerebral atherosclerosis.

Methods and results: AsIA study cohort includes a random sample population of 933 Caucasian subjects older than
50, with a moderate-high vascular risk and without history of stroke (64% males, mean age 66 years). Carotid and
intracranial atherosclerosis were screened by cervical and transcranial color-coded Duplex ultrasound, being moderate-
severe stenoses confirmed by MR angiography. We registered clinical and anthropometric data and created a biobank
with blood samples at baseline. A panel of biomarkers known to be representative of key molecular pathways involved
in atherothrombogenesis was determined: C-reactive protein (CRP), asymmetric dimethylarginine (ADMA), resistin
and plasminogen activator inhibitor (PAI-1). Insulin resistance was quantified by HOMA-IR index. After multinomial
regression analyses, male sex, hypertension, smoking and alcoholic habits were independent risk factors of isolated
extracranial atherosclerotic disease (ECAD). Diabetes and metabolic syndrome were stronger independent risk factors
of ICAD. Moreover, metabolic syndrome and insulin resistance were independent risk factors of moderate-severe ICAD
but were not risk factors of moderate-severe ECAD. Regarding biomarkers, ADMA was independently associated with
isolated ICAD and resistin with combined ICAD-ECAD.

Conclusions: Our findings show distinct clinical and biological signatures of subclinical ICAD vs. ECAD. Insulin
resistance emerged as a crucial molecular pathway involved in the development of ICAD from its asymptomatic stage.

Key word list: cerebral atherosclerosis M risk factors B insulin B inflammation B prevention

Atherosclerosis is a multifactorial, progressive and
systemic disease considered the most important
cause of morbidity and mortality in developing coun-
tries. Atherosclerosis usually attacks multiple arteries
throughout the body, including the aorta, coronary
arteries, limbs and arteries supplying the brain. Al-
though similar well-known vascular risk factors and
molecular pathways are involved in the global process
of atherogenesis, local expression and severity of ath-
erosclerosis differs among vulnerable individuals. A
paradigm of this disparity is the different ethnical-race
cervicocephalic distribution of large artery cerebral
atherosclerosis. Whereas intracranial arteries are much
more frequently affected in Asians, African-Americans

and Hipanics, extracranial carotid atherosclerosis is
more prevalent among Caucasians1-4. The origin of
these differences is not explained alone by a differ-
ent prevalence of conventional vascular risk factors
among races, then supporting the hypothesis that other
underlying environmental, molecular and genetic fac-
tors must play determinant roles in the distinct cerebral
atherogenic process. Besides this, differences in he-
modynamic, histological and anatomic characteristics
between extra and intracranial arteries could lead to
diverse responses to the same deleterious stimuli in the
same race-ethnic group.

Intracranial atherosclerotic disease (ICAD) remains
a challenge for stroke secondary prevention since even
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with aggressive medical treatment, stroke recurrence is
high5. Therefore, the study of risk factors and molecular
pathways involved in this disease from its asymptom-
atic stage is essential to improve preventive strategies
and to find new therapeutic targets. Some risk factors,
as diabetes, insulin resistance and metabolic syndrome,
have been lately reported to be more strongly associated
with intracranial than with extracranial atherothrombotic
ischemic stroke 6-9. Moreover, few retrospective studies
have evaluated inflammatory markers associated to the
different location and severity of cerebral atherosclero-
sis 10-13. However, studies in asymptomatic stages of
cerebral atherosclerosis, when atherosclerotic lesions are
not yet complicated by thrombosis or plaque rupture, are
lacking.

The main objective of the present study is to inves-
tigate whether there is a differential profile of vascular
risk factors and relevant biomarkers between asymptom-
atic intracranial atherosclerosis and cervical large artery
atherosclerosis in a randomly recruited stroke-free Cau-
casian population. Novel vascular risk factors assessed
included direct measures of insulin resistance. Several
predefined biomarkers, considered to be representative
of key molecular pathways involved in atherogenesis,
were determined.

Methods

Barcelona-AsIA study (Asymptomatic Intracranial Ath-
erosclerosis study) is an ongoing population-based, cross-
sectional and longitudinal study that includes a random
sample of 933 subjects older than 50 years, with a moder-
ate-high vascular risk and without previous history of nei-
ther stroke nor coronary disease. Complete study protocol
and first results on intracranial atherosclerosis prevalence
have been reported in detail elsewhere %15, This study is
approved by the Ethics Committee of our institution.

Briefly, all subjects were visited at the clinic of our
public tertiary stroke center, the Germans Trias i Pujol
Hospital (Badalona, Barcelona, Spain). At baseline visit
and after signing written informed consent, a complete
questionnaire on sociodemographic and clinical data
was obtained, anthropometric variables were measured
(blood pressure, weight, height, waist circumference)
and fasting blood samples were drawn

processed and stored in a biobank at -80°C. All sub-
jects underwent a complete color-coded-duplex ultra-
sound study of the cervical and intracranial vessels to
determine the presence of atherosclerotic lesions. Signif-
icant stenoses of the intra and extracranial vessels were
confirmed by MR angiography (MRA).

Traditional vascular risk factors

Vascular risk was calculated using the REGICOR score.
REGICOR is the Framingham function adapted and vali-
dated for Spanish population and evaluates the 10-year
risk (%) of having cardiovascular events based on a com-
pute of traditional risk factors (sex, age, diabetes, smok-
ing, blood pressure and cholesterol levels). REGICOR
<5% indicates low risk, 5-9% moderate risk, 10-14%
high risk and = 15% very high risk.'®

Hypertension, diabetes and dyslipemia were defined
based on personal history of these diagnoses and on cur-
rent diet or medical treatment intake for these disorders.
Cholesterol, triglycerides and fasting glucose determined
in baseline samples were also evaluated separately as
continuous variables. Smoking habit was considered to
be present in current smokers or if the time interval since
abstinence was < 5 years. Alcohol consumption was con-
sidered moderate-severe if superior to 20 gr/day.

Novel metabolic vascular risk factors

Metabolic syndrome was defined following the unified cri-
teria of the last joint interim statement'”, when three or more
of the following were present: abdominal obesity for Euro-
pean population (>94 cm in men, and >80 cm in women),
arterial blood pressure =130/=85 mmHg in baseline visit
or specific medication, level of triglycerides =150 mg/dl or
specific medication, low HDL cholesterol (in men <40 mg/
dl, and in women <50 mg/dl) or specific medication, and
fasting plasma glucose =100 mg/dl or history of diabetes
mellitus or taking antidiabetic medications.

Insulin resistance (IR) was evaluated using the homeo-
static model assessment technique index (HOMA-IR),
following the formula described by Matthews et al '*:
HOMA-IR= glucose mg/dl X insulin mUI/ml / 405. In-
sulin resistance was considered when HOMA-IR > 3.2,
based on the previously published 75" percentile of a
general nondiabetic Spanish population .

We also evaluated triglyceride/HDL ratio (TG/HDL),
also related to insulin resistance.

Biomarkers

ASsIA study design included the analyses of the follow-
ing prespecified circulating biomarkers involved in the
atherothrombogenic process: high sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP) as a classical inflammatory marker for
atherosclerosis; Asymmetric Dimethylarginine (ADMA)
as a marker of endothelial dysfunction, acting as an en-
dogenous inhibitor of endothelial Nitric Oxide (NO)
synthase, not previously studied in intracranial athero-
sclerosis; Resistin as a marker for atherosclerosis and a
novel link of metabolic signals, inflammation and ath-
erosclerosis, and not previously studied in intracranial
atherosclerosis either; and finally

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) as a marker
of impaired endogenous fibrinolysis and also related to
insulin resistance.

All blood samples were drawn at baseline visit after
overnight fast of at least 12 hours. After centrifugation at
3500 rpm and 4°C for 15 minutes, serum or plasma was
blind coded and stored at -80°C until analyzed. CRP mea-
surement was carried out with a nephelometric method
(Delta, Radim Iberica). PAI-1 levels were measured in
citrated plasma using a sensitivity ELISA method (TECH-
NOZYM ® PAI-1 Actibind, Technoclone GmbH , Vienna,
Austria). Serum resistin concentrations were determinate
using a ELISA method (BioVendor, Czech Republic).
ADMA was measured in serum with a competitive AD-
MA-ELISA from DLD Diagnostika (ref. EA201/96). All
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previous ELISA analyses were performed in replicate in
an automatic open system (Brio 2, Radim SpA pomezia,
Rome, Italy). Mean coefficients of variation (CV) were
<8% in all replicated samples. Insulin was measured using
an ELISA handily determination (Radim ref KP101W),
with a CV inter-assay lower than 6%.

Evaluation of extracranial and intracranial
atherosclerosis

All cervical and transcranial color-coded duplex (TCCD)
ultrasound studies were performed at baseline in the
same lab by two experienced neurologists using a Gener-
al Electric Vivid/Pro equipment (Horten, Norway). Intra-
venous echo-contrast agents were used in subjects with
insufficient transcranial acoustic window. Details about
our ultrasound protocol have been previously published .
Carotid atherosclerotic plaques were defined in B-mode
as the presence of any focal structure encroaching into
the arterial lumen of at least 0.5 mm and/or a thickness
> 1.5 mm of the intima-media interface in the common
carotid artery, bifurcation, internal or external carotid
arteries. Significant internal carotid stenosis = 50% was
defined if systolic peak velocity was higher than 125
cm/s. Intracranial stenoses were defined based on pre-
viously published criteria . Intracranial stenosis sever-
ity by TCCD was classified following cut-off values of
systolic peak velocity for mild/moderate-severe stenosis:
>155/=220 cm/s for middle cerebral artery; =120/=155
cm/s for anterior cerebral artery; =100/=145 cm/s for
posterior cerebral and basilar arteries and =90/=120 cm/s
for vertebral artery. Subjects with a significant extracra-
nial carotid stenosis (= 50%) and/or a moderate-severe
intracranial stenosis in the baseline neurosonologic study
underwent a confirmatory MRA study with a 1.5 T equip-
ment (Philips). Intracranial stenoses were assessed with
a time-of-flight (TOF) sequence and carotid stenoses
with a contrast enhanced angiography and MIP recon-
struction sequence.

Subject grouping
According to location of atherosclerotic lesions, subjects
were categorized in four groups: (1) Non-atherosclerotic
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group, if neither carotid plaques nor intracranial stenoses
were found in the baseline ultrasound examination. This
group served as the reference group for all further analy-
ses; (2) Extracranial atherosclerosis disease (ECAD)
group, if one or more carotid plaques were present in
carotid arteries, regardless of stenosis degree, and with
no concurrent intracranial arterial stenosis; (3) Intra-
cranial atherosclerotic disease (ICAD) group, if at least
one intracranial stenosis of any degree was present, and
without carotid atherosclerotic lesions; (4) Combined ex-
tracranial and intracranial group (COMB group), if intra-
cranial cerebral arteries and extracranial carotid arteries
were affected simultaneously.

According to the severity of lesions, subjects were
classified into moderate-severe ECAD if at least one ca-
rotid stenosis =50% or occlusion was present and into
moderate-severe ICAD if at least one moderate-severe
intracranial stenosis was present. Subjects with moder-
ate-severe lesions in both extra and intracranial vascu-
latures were not considered for this classification due to
low numbers.

Statistical Analysis

Statistics were performed with the SPSS 15.0 statistical
package. The association of vascular risk factors and cir-
culating biomarkers with each location of atherosclerosis
was analyzed by Pearson’s %2 test for categorical variables
and Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test, Student-
t test or ANOVA test for continuous variables. Different
multinomial logistic regression models were performed
to identify vascular risk factors and biomarkers indepen-
dently associated with each location of atherosclerosis and
with their severity, taking the non-atherosclerosis group as
the reference for all analyses. For traditional vascular risk
factors, we included in the model all those factors signifi-
cantly associated with any location in the bivariate analy-
ses (p<0.05). For metabolic syndrome, we performed a
model adjusted for age, sex and REGICOR score. Insu-
lin resistance was evaluated in two models, one adjusted
for REGICOR score and the other adjusted for the rest of
components of metabolic syndrome. Regarding circulat-
ing biomarkers, we analyzed them as continuous variables

Figure 1: Prevalence of asymptomatic atheroscle-
rosis (%) according to vascular risk score REGI-
= Con COR (R). Bars represent the percentage of atheroscle-
- D rosis in each location. Non-Athero: subjects without
# VEALE atherosclerosis. ECAD: subjects with extracranial
R ATHERG atherosclerotic disease. ICAD: subjects with intracra-
nial atherosclerotic disease. COMB: subjects with com-
bined extra and intracranial atherosclerotic disease.
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LOCATION SEVERITY

Baseline characteristics Control ECAD group ICAD group COMB group ECAD mod-sev ICAD mod-sev

n=448 n=404 n=57 n=23 N=25 N=27
REGICOR score 6 (5-8) 7 (6-11) 9 (6.5-11)** 11 (7-17)* 10 (7-16)** 9 (7-11)**
Age 64.1£7.7 67.9+7.9** 69+8.6** 71.9+7.5* 72.8 (£7.4)* 69.6 (10)**
Sex (%male) 56 72.5** 54.4 82.6* 84** 59.3
Smoking habit (%) 214 28.2* 17.5 21.7 36 14.8
Alcohol abuse (%) 8.5 16.6™* 8.8 8.7 4 14.8
Hypertension (%) 47.5 62.3* 70.2* 91.3* 72* 77.8
Diabetes (%) 18.8 30.2** 50.9** 65.2** 44 63**
Dyslipidemia (%) 50.4 56.7 64.9 69.6 52 66.7
Metabolic Syndrome (%) 61.8 73.1% 82.5** 95.7** 64 88.9**
BMI (kg/m2) 28.7 (4.3 28.7 (x4.4) 28.1 (+3.5) 29.2 (+4.5) 28.8 (+5.3) 28.1 (x3.1)
HOMA-IR>3.2 (%) 54.3 65** 66.7* 69.6 56 81.5**
TG/HDL ratio 2.48 (+1.47) 2.51 (x1.49) 2.41 (x1.41) 2.98 (x2.41) 2.2 (1) 3.1 (x2.25)
Fasting glycemia (ma/dl) 107.2 (+24.7) | 119.4 (£36.1)*  126.2 (x45.5)*  128.8 (x45.5)* | 109.7 (x29.1)  131.1 (£51.6)*
Total cholesterol (mg/dl) 206.7 (+39.6) 204.2 (+40.6) 211.3 (x42) 188.7 (+42.8)* 201.2 (£32.4) 211.9 (+45.6)
LDL-cholesterol (ma/dl) 132.9 (+34.3) 129 (+35.6) 133.74 (36.3) 116.4 (+37)* 129.3 (+29.9) 131.7 (+40.7)
HDL-cholesterol (mg/dl) 53.6 (x11.1) 54.6 (+=11.9) 56.8(x12.9) 50.3 (=11.8) 53.9 (x10.9) 55.1 (x12.5)
Triglycerides (ma/d) 125.6 (+63.8) 128.9 (+66.2) 129.6 (+69.5) 137.5 (+94.6) 112.6 (+44.1)  157.2 (£97.5)*
PCR (mg/dl) 4.1 (+0.26) 5.64 (+0.65)* 4.07 (x0.53) 6.78 (x2.5)* 6.4 (+1.82) 4.38 (+0.87)
Resistin (mg/dI) 4.35 (+0.08) 4.57 (£0.11) 5.09 (+0.59)* 6.53 (+1.83)** 5.23 (x0.47)* 4.57 (+0.38)
ADMA (mg/dI) 0.71 (x0.01) 0.73 (x0.01) 0.80 (+0.04)* 0.67 (x0.07) 0.63 (=0.04) 0.73 (=0.04)
PAI-1 (mg/dl) 6.08 (+0.43) 6.64 (+0.82) 6.34 (+1.35) 6.65 (+1.41) 5.5 (x2.11) 9.81 (x2.40)*

Control: non-atherosclerosis group. ECAD: extracranial atherosclerotic disease; ICAD: intracranial atherosclerotic disease; COMB: combined extra and
intracranial atherosclerotic disease. Mod-sev: moderate-severe lesions. TG/HDL ratio: triglyceride/HDL ratio.Values are provided as median (IQR),
mean=+SD, mean=SE (circulating biomarkers) or percentages when (%) is indicated in the first column. Each group was compared to the reference group
(control) using Chi2, t-student or U-Mann Whitney tests. * p<0.05; **p < 0.01

due to the small size of some groups that did not allow
reliable analyses by quartiles. Circulating biomarkers
were included in three different models in order to study
their independent association with location and severity of
atherosclerosis: model 1, adjusted for REGICOR score;
model 2, adjusted for age, sex and metabolic syndrome;
model 3, adjusted by individual risk factors significantly
associated in bivariate analyses. Statistical significance
was defined as a p value < 0.05. Results were expressed as
odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI).

Results
Of the 933 subjects included at baseline (64.2% men,
mean age 66 years, 99% of Caucasian origin), 449
(48.2%) were classified in the non-atherosclerosis group
(reference group), 404 (43%) in ECAD group, 57 (6.1%)
in the ICAD group and 23 (2.5%) in the combined extra-
intracranial group (COMB). Regarding stenosis sever-
ity, 29 subjects (3.1%) had a significant carotid stenosis
(=50%) and 31 subjects (3.3%) had at least one moder-
ate-severe intracranial stenosis; 4 patients had both ex-
tra and intracranial moderate-severe lesions and were
excluded for the analyses on stenosis severity. Baseline

characteristics according to the location and severity of
atherosclerosis and comparisons with the non-athero-
sclerotic group are shown in table 1.

Traditional vascular risk factors and location/
severity of atherosclerosis

REGICOR score was progressively higher among the
non-atherosclerosis, ECAD, ICAD and COMB groups
p<0.001 (table 1). Prevalence of atherosclerosis in each
location according to REGICOR score classification in
moderate, high and very-high vascular risk subjects is rep-
resented in figure 1.

We performed a multinomial regression analysis to
compare the strength of the associations of vascular risk
factors with the different location of the cerebral athero-
sclerotic disease. Male gender, smoking habit, alcohol
abuse and hypertension were independent predictors for
isolated ECAD but not for [CAD. Age and diabetes were
independent risk factors of both locations, but diabetes
conferred a higher risk for the intracranial location (fig-
ure 2). Independent risk factors for combined ECAD-
ICAD were age, male sex, diabetes and hypertension
(data not shown in figure 2).
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Table 2. Multinomial regression analysis: independent risk factors of
moderate-severe ECAD and ICAD

Moderate-severe Moderate-severe

ECAD ICAD
Age (1 year) 1.13(1.07-1.19) 1.08 (1.02-1.14)
p<0.001 p=0.005
Male gender 4.17 (1.31-13.3) 1.45 (0.61-3.45)
p=0.01 p=0.39
Hypertension 1.98 (0.76-5.16) 2.29 (0.86-6.07)
p=0.16 p=0.09
Diabetes 3.76 (1.5-9.4) 6.65 (2.8-15.78)
p=0.005 p<0.001
Metabolic 1.04 (0.4-2.66) 4.24(1.22-14.76)
syndrome* p=0.93 p=0.023

ECAD: extracranial atherosclerotic disease; ICAD: intracranial athero-
sclerotic disease. The model was built including all factors significantly
associated (p<0.05) with any severity group in the bivariate analysis.
*Metabolic syndrome was analyzed in a different model adjusted by age,
sex and REGICOR score. The non-atherosclerosis group was used as the
reference. OR represented as OR (95% Cl).

Regarding severity of atherosclerosis, subjects with
moderate-severe atherosclerotic lesions were significantly
older, had a higher vascular risk score assessed by REGI-
COR, and were more frequently hypertensive and diabetic
both in the moderate-severe ECAD and moderate-severe
ICAD groups, when compared to controls (table 1). In
the multinomial regression analysis for severity groups
(table 2), age and diabetes were independent risk factors
for the presence of moderate-severe lesions in both ECAD
and ICAD groups. Once more, diabetes was a stronger
risk factor of moderate-severe ICA location (OR 6.65 for
moderate-severe ICAD and OR 3.76 for moderate-severe
ECAD). Differentially, male gender was an independent
risk factor only for moderate-severe-ECAD.

Novel metabolic risk factors and location/
severity of atherosclerosis

Metabolic syndrome was more prevalent in atheroscle-
rosis groups than in controls (table 1). After multinomial

regression analysis adjusted for age, sex and REGICOR,
metabolic syndrome was an independent risk factor of
both locations of atherosclerosis, but with a higher odds
ratio for intracranial location (figure 2). Regarding se-
verity, metabolic syndrome was significantly associated
with moderate-severe-ICAD and was not with moderate-
severe-ECAD. Moreover prevalence of moderate-severe
ICAD was progressively higher with increasing number
of metabolic syndrome criteria, while prevalence of
moderate-severe ECAD was similar among these groups
(figure 3). Metabolic syndrome emerged as an important
predictor for moderate-severe-ICAD (OR 4.24, 95% CI
[1.22-14.76]
p=0.01) after multinomial regression analysis (table 2).
Insulin resistance (HOMA-IR =3.2) was also more
prevalent in all atherosclerotic groups, especially in
moderate-severe ICAD (table 1). Prevalence of moder-
ate-severe ICAD was progressively higher with HOMA-

Table 3. Multinomial regression analysis: insulin resistance mea-
sured by HOMA-IR and severity of atherosclerotic lesions in ECAD
and ICAD groups

Moderate-severe Moderate-severe

ECA ICA
Model 1 0.85 (0.36-2.03) 3.45(1.26-9.48)
p=0.72 p=0.01
Model 2 1.24 (0.52-2.96) 2.91(1.05-8.08
p=0.63 p=0.04

ECAD: extracranial atherosclerotic disease; ICAD: intracranial atheroscle-
rotic disease. OR and (95% Cl) with non-atherosclerosis group taken as
the reference. Model 1: adjusted for REGICOR score, age and sex; Model 2:
adjusted for rest of components of metabolic syndrome: waist circumfer-
ence, blood pressure, triglycerides and low-HDL components.

IR quartiles, while prevalence of moderate-severe ECAD
was similar among these groups (figure 4). In multivari-
ate analysis adjusted for age, gender and REGICOR
score, insulin resistance was an independent predictor
for moderate-severe ICAD and was not a predictor for
moderate-severe ECAD. When adjusted for the rest of
components of the metabolic syndrome, insulin resis-
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Table 4. Multinomial regression models of circulating biomarkers for

location of the cerebral atherosclerotic disease.

ECAD ICAD COMBINED

CRP

mg/dl

Model 1 1.02(0.99-1.04) 0.99(0.94-1.04) 1.03 (0.99-1.07)
p=0.07 p=0.78 p=0.14

Model 2 1.02(1.00-1.04) 1(0.95-1.05) 1.03 (0.99-1.07)
p=0.04 p=0.98 p=0.09

Model 3 1.02 (0.99-1.04) 0.99 (0.94-1.05) 1.03 (0.99-1.06)
p=0.06 p=0.86 p=0.15

Resistin

mg/dl

Model 1 1.03(0.96-1.1)  1.09(0.99-1.18) 1.14(1.03-1.24)
p=0.33 p=0.06 p<0.01

Model 2 1.03(0.96-1.1)  1.08(0.98-1.19) 1.11(1.01-1.22)
p=0.43 p=0.12 p=0.03

Model 3 1.02(0.95-1.09) 1.06 (0.97-1.17)  1.1(1.01-1.20)
p=0.62 p=0.19 p=0.04

ADMA

mg/dl

Model 1 1.43(0.88-2.31) 2.8(1.24-6.52) 0.59 (0.08-4.14)
p=0.14 p=0.01 p=0.60

Model 2 1.55(0.94-2.55) 2.72(1.17-6.34) 0.58 (0.09-3.69)
p=0.08 p=0.02 p=0.56

Model 3 154 (0.93-253) 2.91(1.21-6.27) 0.48 (0.07-3.35)
p=0.09 p=0.02 p=0.46

ECAD: extracranial atherosclerotic disease; ICAD: intracranial athero-
sclerotic disease; Combined: extracranial and intracranial atherosclerotic
disease. OR and (95% CIl) with non-atherosclerosis group taken as the
reference. Model 1: adjusted for REGICOR score; Model 2: adjusted for
metabolic syndrome, age and sex; Model 3: adjusted for individual vascu-
lar risk factors age, sex, smoking habit, alcohol consumption, hyperten-
sion and diabetes.

tance kept independently associated with moderate-se-
vere ICA (table 3).

TG/HDL ratio was significantly associated with mod-
erate-severe I[CAD (table 1), but did not resist multivari-
ate analysis.

Circulating biomarkers and location/severity of
atherosclerosis
Regarding location groups, CRP was significantly asso-
ciated with isolated ECAD and with combined ECAD-
ICAD, high resistin levels were significantly associated
with ICAD and with combined ECAD-ICAD, and high
ADMA levels were significantly associated with isolated
ICAD (table 1 and figure 5A). In multivariable analyses,
resistin kept independently associated with combined ex-
tra-intra atherosclerotic disease and ADMA kept indepen-
dently associated with isolated ICAD (Table 4). PCR was
independently associated with ECAD location in model 2
(adjusted for age, gender and metabolic syndrome).

Regarding severity of atherosclerosis, high PAI-1 lev-
els were significantly associated with moderate-severe
ICAD and high resistin levels were significantly associ-
ated with moderate-severe ECAD (table 1 and fig 5B),
but these associations did not resist multivariate analy-
ses. There were no differences in ADMA or CRP levels
between moderate-severe atherosclerosis groups and the
control group.

Discussion

In our stroke-free Caucasian population, different tradi-
tional vascular risk factors are independently associated
with the distinct cervicocephalic location and severity
of asymptomatic atherosclerosis. Male gender, smoking
habit and alcohol abuse were independent predictors of
isolated extracranial carotid atherosclerosis, being male
gender independently associated with moderate-severe
carotid stenoses. Age and diabetes were independent risk
factors of atherosclerosis in both locations, but diabetes
conferred a substantially higher risk for intracranial loca-
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Figure 3: Prevalence of moderate-severe EGAD and moderate-severe ICAD (%) according to number of criteria of Metabolic Syndrome.
Numbers in x-axis represent number of criteria of metabolic syndrome. Each bar represents the prevalence (percentage within bars) of moderate-severe
extracranial (ECAD) and intracranial (ICAD) atherosclerotic disease in the whole population.
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Figure 4: Prevalence of moderate-severe ECAD and moderate-severe ICAD (%) according to HOMA-IR quartiles. Quartiles represented in x-axis.
Each bar represents the prevalence (percentage within bars) of moderate-severe extracranial (ECAD) and intracranial (ICAD) atherosclerotic disease in

the whole population.

tion of atherosclerosis and especially for the presence of
moderate-severe intracranial atherostenoses.

Metabolic syndrome has received increased attention
in the past few years as it seems to promote the de-
velopment of atherosclerotic cardiovascular disease. In
our population, metabolic syndrome was independently
associated with both ECAD and ICAD, being stronger
this association with intracranial location, and especial-
ly with moderate-severe lesions. Metabolic syndrome
has been previously reported as a specific risk factor
for intracranial atherosclerosis in stroke populations
of different racial backgrounds °?'"*, and the present
study confirms this particular association in asymp-
tomatic Caucasian subjects. The reasons that explain

Iili ‘il
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| ) T
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the different effect of vascular risk factors in the cer-
vicocephalic distribution of atherosclerotic lesions are
not well understood. In a recent study comparing stroke
mechanisms, authors conclude that the impact of meta-
bolic syndrome may differ by race-ethnicity, reporting
that metabolic syndrome was associated with ECAD
in withes and with ICAD in non-whites (Hispanics,
Asian-Americans and African-Americans) 2. However,
we found that metabolic syndrome is a stronger inde-
pendent risk factor of ICAD in our white population,
supporting the hypothesis that other underlying factors
have to determine this specific association in all ethnici-
ties. Metabolic syndrome confers a pro-inflammatory
and hypercoagulable state mainly mediated by insulin

CONTROL AR AR oM COMPNE. DCADN  IGAD  Oosm

Figure 5: Circulating biomarkers according to location and severity of cerebral atherosclerosis. Circulating biomarkers related to any degree of
atherosclerosis (panel A) and to moderate-severe lesions (panel B). Control: non-atherosclerosis group. ECAD: extracranial atherosclerotic disease. ICAD:
intracranial atherosclerotic disease. *p<0.05 and **p<0.01 compared to control group (non atherosclerosis group). Bars show 95% Cl of the mean.
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resistance. Accelerated atherosclerosis in metabolic
syndrome has been related to defective insulin signal-
ing pathways in humans and animal models . In the
present study, insulin resistance measured by HOMA
index was an independent marker of moderate-severe
ICA even after adjusting for the rest of components of
metabolic syndrome. These findings support the idea
that intracranial arteries are especially prone to suffer
the effects of insulin resistance and impaired insulin
signaling. In a previous autopsy study, authors showed
that in younger ages, intracranial arteries contain a
higher activity of antioxidant enzymes compared to ex-
tracranial arteries

protecting them from atherosclerosis. This antioxidant
activity decreases with age, coinciding with a rapid ac-
celeration of atherosclerosis in intracranial arteries . In
this line and supported by our findings, intracranial ar-
teries seem to be more sensitive to the oxidative stress
conferred by insulin resistance and related metabolic
and molecular alterations, even from the early subclini-
cal stages of atherosclerosis. This hypothesis needs to be
confirmed by further basic research.

Circulating biomarkers may represent a powerful tool
to assess the pathophysiology of atherosclerosis in vivo.
We found that CRP levels were significantly higher in
subjects with ECAD than in those with ICAD, similar to
previously reported 2. Resistin is a protein secreted by
adipocytes and related to insulin resistance in rodents,
while in humans is mainly secreted by inflammatory
cells and has been reported as a marker of coronary and
carotid atherosclerosis 2’28, In the present study, resistin
was independently associated with atherosclerotic bur-
den, especially with combined ECAD and ICAD. As in
previous studies in humans, resistin was not associated
with metabolic syndrome or insulin resistance in our
sample. High levels of asymmetric dimethylarginine
(ADMA), an endogenous inhibitor of endothelial Nitric
Oxide (NO) synthase and marker of endothelial dysfunc-
tion, were independently associated with isolated ICAD,
but were not with moderate-severe ICAD or with com-
bined ECAD and ICAD. ADMA has previously been as-
sociated with carotid intima-media thickness (IMT) but
in a site-specific manner, being independently associated
with IMT in the carotid bulb but not in the common ca-
rotid artery . In the present study, higher circulating
levels of ADMA may indicate an important role of en-
dothelial dysfunction in early stages of intracranial ath-
erosclerosis.

Strengths of this study include the large random pop-
ulation-based sample, the determination of molecules
blinded to atherosclerosis data and determination of
molecules not previously studied in asymptomatic in-
tracranial atherosclerosis. Limitations include the cross-
sectional design that does not allow us to establish causal
inferences.

In conclusion, asymptomatic ICAD and ECAD seem
to be characterized by a differential risk factor and mo-
lecular profile in our Caucasian population, thus sug-
gesting a distinct vulnerability of intracranial and ex-

tracranial arteries to be affected by atherosclerosis. Our
findings support a preeminent role of insulin resistance
and related metabolic abnormalities in the development
of ICAD from its early stages. This observation may
have practical implications for the design of specific pre-
vention strategies in ICAD and for the research with new
therapies targeting insulin sensitivity. This study also
warrants further study on genetic background explaining
the differential profile in cerebral atherosclerosis.
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