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RESUMEN

Introduccion: La estenosis carotidea es responsable de un 20% de todos los
ictus isquémicos. Teniendo en cuenta que la aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria cronica, es posible que determinados marcadores de inflamacion
permitan predecir el riesgo de recurrencia de ictus, y otras complicaciones
vasculares en pacientes con estenosis carotidea grave (>70%) sometidos a
endarterectomia carotidea. El objetivo principal del presente estudio fue
determinar si los niveles circulantes de metaloproteasas (MMPs) de matriz
extracelular (MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 y MMP-10), el inhibidor tisular de
MMPs (TIMP-1) y la cuantificacion de la inflamacion in vivo de la placa carotidea
estudiada de forma no invasiva mediante 8F-FDG-PET / CT son l(tiles para
diferenciar entre pacientes con estenosis carétidea sintomaticas y asintomaticas,
0 en la prediccion de eventos vasculares recurrentes en pacientes con estenosis

carotidea sometidos a endarterectomia.

Pacientes y métodos: Estudio de cohorte prospectivo, longitudinal
multicéntrico. Se reclutaron pacientes atendidos en la Unidad de Ictus del
Hospital de Navarra y la Clinica Universidad de Navarra con edades
comprendidas entre 50-80 afios con diagnostico de infarto cerebral (con déficit
menor) o AIT de origen aterotrombdtico por estenosis carotidea grave, y
pacientes con estenosis carotidea grave asintomatica, que fueron sometidos a
endarterectomia carotidea. Se obtuvieron muestras de plasma y suero 2 dias
antes de la cirugia y se analizaron los niveles de MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-
9, MMP-10, TIMP-1, HDL, LDL, proteina C reactiva y velocidad de sedimentacion
globular. Se realiz6 un estudio *¥F-FDG-PET / CT para cuantificar el metabolismo

de la pared vascular de ambas carotidas y otros territorios vasculares, como
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reflejo de la presencia de inflamacion intraplaca. Se realizaron estudios
histolégicos e inmunohistoquimicos con anticuerpos dirigidos frente a MMP-10,
MMP-9, TIMP-1y CD68 en la placa carotidea extraida quirdrgicamente mediante
endarterectomia. Asimismo, se incluyeron en el estudio 26 controles sanos,
trabajadores de la Universidad de Navarra, comparables en edad y sexo a la

poblacién de pacientes.

Resultados: Se incluyeron 31 pacientes consecutivos con estenosis carotidea
sintomética (n=23) o asintomatica (n=8) grave a los que se les realizd
endarterectomia carotidea entre julio de 2013 y marzo de 2016. Los pacientes
con estenosis carotidea presentaron niveles circulantes de MMP-1, MMP-7 y
MMP-10 significativamente mas elevados que los controles sanos. No se
encontré ninguna correlacion entre las MMPs circulantes y el grado de
inflamacion en la placa carotidea in vivo evaluado mediante ¥F-FDG-PET / CT.
El TIMP-1 intraplaca se correlacion6 moderadamente con su nivel plasmatico (r
= 0,42 p = 0,02) y con la captaciéon de ¥F-FDG-PET / CT (r = 0,38 p = 0,05).
Después de una mediana de seguimiento de 1077 dias, se registraron 4 eventos
cerebrovasculares, 7 eventos cardiovasculares y 11 eventos vasculares
periféricos que requirieron hospitalizacion. El nivel de MMP-7 circulante fue
capaz de predecir eventos mas alla de los factores de riesgo tradicionales (HR
= 1,15 p = 0,006). Cuando el modelo de regresion se asoci6 con las variables de
interés, la capacidad de la *®F-FDG-PET / CT para predecir eventos vasculares

no fue significativa.

Conclusiones: Los hallazgos del presente estudio no apoyan el uso de 8F-
FDG-PET / CT o los niveles de metaloproteasas o sus inhibidores para

diferenciar estenosis carotideas sintomaticas o asintomaticas y tampoco para
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establecer el riesgo de recurrencia de ictus. Nuestros hallazgos proporcionan
evidencia de que la MMP-7 circulante podria representar un biomarcador de
eventos cardiovasculares recurrentes en pacientes con estenosis carotidea

grave.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

BE-FDG-PET / CT: 18 fluor-fluoro-desoxi-glucosa, emision combinada
con tomografia computarizada.

ACAS: Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study
ACST: Asymptomatic Carotid Surgery Trial.

ADAM: -disintegrina y metaloproteasa.

ADAMTS: -disintegrina y metaloproteasa con dominios de
trombospondina.

AIT: accidente isquémico transitorio.

AVAC: afios de vida ajustado por calidad.

CCA: arteria car6tida comun.

CD68: cluster of differentiation 68.

CSP: Veteran Affairs Cooperative Studies Program.
DE: desviacion estandar.

EANM: Asociacién Europea de Medicina Nuclear.
ECA: arteria carotida externa.

ECV: enfermedad cerebrovascular.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.

HDL: lipoproteinas de alta densidad.

HIC: hemorragia intracerebral.

HSA: hemorragia subaracnoidea.

ICA: arteria carotida interna.
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ICSS: International Carotid Stenting Study.

IMC: indice de masa corporal.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

MMPs: metaloproteasas de matriz.

NASCET: North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial.
ECST: European Carotid Surgery Trial.

PCR: proteina C reactiva.

PESA: Progression of Early Subclinical Atherosclerosis.

RICORNA: Rlesgo para eventos CORonarios en la poblacion de Navarra.
RM: Resonancia magnética.

ROC: caracteristicas operativas del receptor.

ROI: region de interés.

SEN: sociedad espafiola de neurologia.

SUV: valor de captacion estandarizado.

TBR: target to background ratio.

TC: Tomografia computarizada.

TIMP: inhibidor tisular de metaloproteasas.

TNF: factor de necrosis tumoral.

VSG: velocidad de sedimentacion globular.
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1.1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

1.1.1 Concepto

La enfermedad cerebrovascular (ECV) representa la segunda causa de muerte
en Espafa, tras las enfermedades isquémicas del corazén, segun los ultimos
datos del ministerio de sanidad previos a la pandemia por SARS-CoV-2,
publicados en 2019. Esto no es un dato puntual ya que, a pesar de una tendencia
descendente en la tasa de mortalidad, el ictus se ha mantenido entre las primeras

causas de muerte en Espafia desde 1981 (1).

El término ECV engloba cualquier alteracion, transitoria o permanente, de una o
varias areas encefalicas, como consecuencia de un trastorno de la circulacion
cerebral de origen isquémico o hemorragico (2). Se define como ictus a la ECV
gue se presenta de forma aguda. El ictus abarca la isquemia cerebral, la

hemorragia intracerebral (HIC) y la hemorragia subaracnoidea (HSA) (3).

En lineas generales, las ECVs pueden dividirse en dos grandes grupos segun
su mecanismo de produccion: isquémicos y hemorragicos. Los ictus isquémicos
representan entre el 80-85% de todos los ictus, mientras que el 15-20% son
hemorragicos. En pacientes con isquemia cerebral, segun la duracién del
proceso isquémico, se puede distinguir entre el ataque isquémico transitorio
(AIT) y el infarto cerebral. EI AIT se define como un episodio de isquemia cerebral
focal o retiniana con sintomas clinicos de duracion inferior a 1 horay sin signos
de infarto agudo en neuroimagen, mientras que el infarto cerebral produce un
déficit neurologico que persiste mas de 1 hora, indicando la presencia de

necrosis tisular (4).
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1.1.2 Incidencia y prevalencia

La incidencia de ictus en Espafa, de acuerdo con los datos del estudio
IBERICTUS, es de 187,4 casos por cada 100.000 habitantes (5). La prevalencia
estimada en Espafia de ictus en el afio 2006 (6) fue del 6,4% en poblacién de 70
afios 0 mas, con diferencias significativas en funcion del sexo (7,3% en hombres
y 5,6% en mujeres). Por tanto, cada afio se producen mas de 71.000 nuevos
casos de ictus en Espafa, y fallecen aproximadamente 27.000 personas a causa
de la ECV, lo que supone la segunda causa de muerte en nuestro pais y la

primera en mujeres (7).

En los dltimos afos, la mortalidad por ictus descendio en todos los rangos de
edad en gran medida debido a los avances en el diagnéstico y tratamiento (8).
Sin embargo, dos de cada tres personas que sobreviven a un ictus presentan
algun tipo de secuela que limita sus actividades requiriendo asistencia y tienen
un elevado riesgo de recurrencia, en torno al 12% durante el primer afio y del
5% por afio en los afios posterior (9). También se observa un elevado riesgo de
muerte de origen vascular, de hasta el 2,1% anualmente (10). Ademas, la
atencion de los pacientes que sobreviven a un ictus tiene un enorme impacto
sobre los sistemas de salud, en gran medida dependiente de la necesidad de
rehabilitacion (11). Por todo lo expuesto, la prevencion secundaria del ictus
representa una estrategia esencial para reducir la mortalidad, discapacidad y

coste de la enfermedad.
1.1.3 Ictus isquémico aterotrombotico

Segun la causa subyacente, se distinguen varios subtipos etiologicos de infarto
cerebral: aterotrombotico, cardioembdlico, lacunar, de causa inhabitual y de

origen indeterminado. El infarto cerebral aterotrombético es la consecuencia
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clinica de la enfermedad ateromatosa que afecta a los troncos supraadrticos y/o
a las grandes arterias intracraneales y representa aproximadamente un 20-25%
de los ictus isquémicos en nuestro medio (12). De acuerdo con las
recomendaciones del Grupo de Estudio de Enfermedades Cerebrovasculares de
la SEN para el diagnéstico de ictus isquémico aterotrombotico (13) se requiere
al menos uno de los siguientes criterios: (1) demostrar la existencia de oclusiéon
0 estenosis >50% en una arteria extracraneal o intracraneal de gran calibre, (2)
demostrar arteriosclerosis sin estenosis hemodinamicamente significativa, pero
con presencia de placas o estenosis menores del 50% en la arteria extracraneal
correspondiente 0 en la arteria intracraneal de gran calibre (cerebral media,
cerebral posterior o tronco basilar), en ausencia de otra etiologia y en presencia
de al menos dos factores de riesgo vascular como edad mayor de 50 afios,
hipertension arterial, diabetes mellitus, tabaquismo o hipercolesterolemia. La
prevencion del ictus aterotrombaético depende en gran medida del tratamiento de
los factores de riesgo modificables. Se considera que mas del 90% del riesgo de
ictus corresponde a factores de riesgo modificables entre los que se incluyen la
hipertension, el tabaquismo, la diabetes mellitus, la dislipemia, la obesidad, y la

aterosclerosis carotidea entre otros (14).

Entre los pacientes que han sufrido un ictus aterotrombotico, la incidencia de
eventos cardiovasculares (recurrencia de la ECV, cardiopatia isquémica, o
enfermedad arterial periférica) es mayor que en la poblacién general con factores
de riesgo vascular (15). Asi, la incidencia de muerte cardiovascular, infarto agudo
de miocardio, ictus u hospitalizacion por eventos aterotrombadticos fue del
14,53% en pacientes con ictus aterotrombdético previo y del 5,31% en pacientes

con factores de riesgo vascular (15, 16).
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Por tanto, teniendo en cuenta el elevado riesgo vascular asociado al ictus
aterotrombaotico, la identificacion de aquellos pacientes con mayor riesgo de

sufrir eventos vasculares es una prioridad.
1.2. ATEROMATOSIS

1.2.1. Anatomiay fisiologia arterial

En ausencia de enfermedad, las arterias cuentan con una estructura en tres
capas: la tunica intima, la tinica media y la adventicia. La tanica intima esta en
contacto directo con la luz arterial y estd compuesta mayoritariamente por
células endoteliales (17). La homeostasis arterial depende en gran medida del
endotelio. La regulacion de la vasodilatacion a expensas de la produccion de
sustancias como el 6xido nitrico y la prostaciclina corre a cargo de las células
endoteliales. Anadlogamente, la produccion de endotelina y angiotensina Il por
parte de las células endoteliales conduce a vasoconstriccién. La lamina elastica
interna delimita la separacién entre las tlnicas intima y media. Adheridas a la
parte externa de ésta, se encuentran varias capas de células de musculo liso
vascular que forman parte de la tunica media. En la arteria carotida y otras
arterias de gran calibre, las células musculares se disponen de forma concéntrica
junto con matriz extracelular, con predominio de elastina, cuya funcion es
soportar la energia derivada del paso de flujo de sangre pulsatil. Mas alla de la
lamina elastica externa se sitda la tunica mas externa, la adventicia. Esta capa
tiene funcién de sostén con predominio de fibroblastos, mastocitos y matriz

extracelular rica en colageno y proteoglicanos (18).

1.2.2. Definicion de ateromatosis
La ateromatosis es un proceso inflamatorio sistémico, crénico y progresivo.

Desde principios del siglo XX la nocion de que la ateroesclerosis era
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consecuencia de un proceso meramente mecanico de la sangre sobre los giros
de las arterias evoluciono gracias a algunos experimentos en canidos a los que
la inyeccion de sustancias quimicas, como el &cido lactico (19) o el colesterol
disuelto en aceite de sésamo (20) durante meses, condujo a las lesiones
vasculares caracteristicas. Hoy en dia se conoce mas sobre la fisiopatologia. El
colesterol LDL (low density lipoprotein) es la principal lipoproteina implicada en
la enfermedad ya que es el que se acumula en el endotelio vascular. La distincion
con el colesterol HDL (high density lipoprotein) es fundamental, ya que éste
altimo tiene como destino el higado, no participa de forma directa en la formacién
de placas de ateroma y los niveles elevados de HDL se consideran un factor

protector frente a la ateromatosis.

Por otra parte, la participacion del sistema inmune es también crucial en la
génesis de la ateromatosis (21). Diferentes células del sistema inmune,
productoras de citoquinas y quimiocinas, modulan e influencian la apariciéon de
la placa ateroesclerdtica y su propension a la ruptura. La interaccidon entre el
sistema inmune y los lipidos es bidireccional. Es decir, la dislipemia aumenta el
namero de monocitos circulantes, eminentemente a través de hematopoiesis
extramedular, y se ha comprobado que estos mismos monocitos
Ly6Cheh/CD14**CD16" son lo que se adhieren al endotelio vascular (22). Desde
este momento estas células pasan a denominarse macréfagos de placa. El
sistema inmune adaptativo, concretamente las células T especificas para
lipoproteinas como el colesterol LDL, agrava la ateromatosis y modula el
metabolismo de las lipoproteinas (23). Los macrofagos de placa se transforman

en células espumosa, o foam cells, en inglés, lo que parece estar inducido por el
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contacto con el LDL. Estas foam cells expresan, entre otras proteinas, el cluster

of differentiation 68 (CD68) en su membrana celular (24).

La evolucion de la enfermedad ateromatosa puede distinguirse en dos estadios
gue a su vez se corresponden con la composicion de la placa. Asi pues, se
definen dos tipos de placas de ateroma: estables e inestables (25). Las placas
estables se componen habitualmente de una capa fibrosa gruesa con un nucleo
lipidico que ocupa menos del 50% del total de la placa (26). Por otro lado, se
define como placa inestable o vulnerable, aquella con capa fibrosa fina,
abundante ndcleo necrético, inflamaciébn con macréfagos, linfocitos T,
mastocitos, apoptosis de células de musculo liso vascular y hemorragia

intraplaca (25, 27).

1.2.3. Enfermedad carotidea

En torno al 20% de los ictus son debidos a enfermedades que afectan a la arteria
carétida (12). Especificamente, la ateromatosis de la bifurcacién carotidea se
considera la localizacion mas frecuentemente de las placas de ateroma (28). No
obstante, existen otras enfermedades menos frecuentes de la arteria carotida
gue pueden, potencialmente, conducir a ictus. Entre éstas, destacan la diseccién
arterial y la displasia fiboromuscular (29). La diseccion arterial, en la que un
hematoma en la tinica media se rompe hacia la intima comprometiendo la luz
arterial, es una causa frecuente de ictus en pacientes jovenes (30). El
antecedente de trauma o manipulacion cervical podrian apuntar a una accion
directa sobre la arteria 0 bien un trauma causado por las apdfisis transversas del
axis (C2), de C3 o la apdfisis estiloides del hueso temporal (28). La displasia
fiboromuscular se caracteriza por un engrosamiento fibroso de la pared arterial,

mas frecuentemente de la tanica media, de origen idiopatico. La causa no es
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bien conocida, pero no tiene un origen inflamatorio ni ateroesclerético. La
displasia fibromuscular afecta con mayor frecuencia a mujeres y puede
presentarse en forma de ECV o enfermedad renal isquémica por afectacién de

las arterias renales (31).

El riesgo de ictus por ateromatosis depende en gran medida del grado de
estenosis arterial. Sin embargo, existe evidencia de que otras caracteristicas de
la placa también influyen en el riesgo de accidente cerebrovascular y se ha
demostrado que las denominadas placas inestables o vulnerables se asocian
con mayor riesgo de ictus (32). Se considera que una placa es vulnerable,
cuando presenta un nucleo necraotico rico en lipidos, una capa fibrosa delgada,
infiltracion de células inflamatorias, neovascularizacion intraplaca, hemorragia
intraplaca, ulceracion superficial y microembolizacién cerebral (33, 34). La
inflamacion en el interior de la placa podria ser un indicador uatil de la
vulnerabilidad de la placa, y se ha demostrado una correlacién entre el grado de
inflamacion y el riesgo de ictus (35). La inflamacion intraplaca se puede detectar

y cuantificar in vivo mediante ®F-FDG-PET / CT (36).

1.2.4. Tratamiento de la ateromatosis carotidea

En la actualidad, en los pacientes con ictus isquémico de etiologia
aterotromboética por estenosis carotidea, las decisiones terapéuticas de
reperfusion arterial no estan basadas en la identificacion de placas inestables o
vulnerables, sino que se considera unicamente el grado de estenosis vascular.
El tratamiento puede ser Unicamente farmacolégico o bien quirdrgico mediante
endarterectomia o stent carotideo, seguido de tratamiento farmacolégico (37-

39).
1.2.4.1. Tratamiento farmacoldgico
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El tratamiento farmacolégico de la ateroesclerosis se inicia como prevencién
secundaria tras la identificacion de lesiones o eventos isquémicos en cualquier
vasculatura. Esto incluye la utilizacion cronica oral de fArmacos anti-plaquetarios
como la aspirina o el clopidogrel y su combinacién con farmacos hipolipemiates.
De estos ultimos, las estatinas son, salvo contraindicacion, el farmaco de
eleccion debido a sus propiedades pleiotropicas. Estas incluyen propiedades
anti-inflamatorias y de estabilizacion de las placas ateroscleroticas. El control de
los factores de riesgo vascular es capital para lo que pueden ser necesarios
tratamientos antihipertensivos, antidiabéticos y vitamina B en caso de

hiperhomocisteinemia (40).
1.2.4.2. Tratamiento quirargico

Actualmente, el tratamiento quirlrgico se reserva para pacientes sintomaticos
con estenosis moderadas (50-70%) y graves (>70%). Se consideran pacientes
sintomaticos aquellos que han tenido un ictus o un accidente isquémico
transitorio (AIT) de ese territorio en los 6 meses previos. Se debe optar por el
tratamiento quirdrgico de pacientes asintomaticos sin contraindicacién quirdrgica
con una estenosis superior al 60% de la luz del vaso. El tratamiento de eleccion
es, tradicionalmente, la endarterectomia sobre el stenting. No obstante, este
ultimo se puede considerar en caso de mayor riesgo quirurgo (41). Los ultimos
estudios han encontrado resultados comparables de ambas intervenciones (42-
46). El siguiente algoritmo resume las recomendaciones de tratamiento en

funcion del grado de estenosis:
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Figura 1. Algoritmo de tratamiento de la ateromatosis carotidea.

La evidencia del algoritmo vigente radica en los resultados de los estudios North
American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) (47), European
Carotid Surgery Trial (ECST) (48) y el Veteran Affairs Cooperative Studies
Program Trial (CSP) (49), que demostraron un claro beneficio de la
endarterectomia carotidea en comparacion el tratamiento médico en estenosis
criticas sintomaticas, mayores del 70% de la luz vascular, con un beneficio mas
discreto en el caso de estenosis moderadas (50-70%). Un metaandlisis reciente
demostré que la endarterectomia precoz en pacientes sintomaticos, dentro de
las primeras 48 horas, se correspondia con una menor incidencia de ictus peri-
operatorio (50). También en pacientes con estenosis sintométicas se completo
el ensayo International Carotid Stenting Study (ICSS) con hasta 10 afios de
seguimiento que demostré6 mayor incidencia de ictus en los primeros 120 dias
tras el procedimiento en aquellos que se colocaron stent carotideo (8,5% frente

a 5,2% en el grupo endarterectomizado, HR: 1,69 p=0,006). Si bien, la incidencia
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de ictus grave, de re-estenosis, afilos de vida ajustado por calidad (AVAC o
QALY) y coste de la intervencion fueron equiparables a los 5 afos (51). Un
analisis posterior de los datos reveldé que durante seguimiento la re-estenosis
critica (270%) y el ictus ateroescelerético ipsilateral no variaron entre grupos. No
obstante, la reestenosis moderada (=50%) fue mas frecuente en el grupo tratado

mediante stent (42).

En el caso de las estenosis carotideas asintomaticas, la endarterectomia esta
indicada en el caso de estenosis mayores del 60%, de acuerdo con los
resultados de diferentes estudios como el Asymptomatic Carotid Atherosclerosis
Study (ACAS) y UK Medical Research Council Asymptomatic Carotid Surgery
Trial (ACST) (43, 44). La colocacion de stent carotideo, en lugar de la tradicional
endarterectomia demostré “no inferioridad” en un ensayo aleatorizado que
compar6 ambas intervenciones en pacientes con estenosis asintoméaticas (52),
aunque el analisis retrospectivo de mas de 17000 pacientes asintomaticos, en
los que se habian realizado endarterectomia o stenting, sugeria un mayor riesgo
de ictus post-intervencién y muerte intrahospitalaria en aquellos en los que se
opto por el stent (45). El recientemente publicado estudio ACST-2 ha demostrado
gue la morbilidad de la endarterectomia y el stenting carotideo en pacientes

sintomaticos son comparables (46).

Sin embargo, las decisiones de tratamiento en pacientes con estenosis carotidea
podrian estar basadas en la deteccion de placas vulnerables y no solo en el
grado de estenosis. Entre los rasgos asociados a la vulnerabilidad de la placa se
considera que la presencia de inflamacion es uno de los mas relevantes (32). La

inflamacion puede ser estudiada a través del estudio de niveles de mediadores
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inflamatorios en sangre e intraplaca, asi como técnicas de imagen que

cuantifiqguen la inflamacion de la pared vascular (35, 36).

1.2.5. Las metaloproteasas de matriz

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) conducen a la descomposicion o lisis de
proteinas de la matriz extracelular, tales como el colageno. Los monocitos/
macrofagos, ademas de las células endoteliales y las de muasculo liso vascular

pueden producir MMPs (53).

Las MMPs pertenecen a la superfamilia conocida como metzincinas. Ademas de
las MMPs, la superfamilia de las metzincinas incluye las a-disintegrina y
metaloproteasa (ADAM ), y las a-disintegrina y metaloproteasa con dominios de
trombospondina (ADAMTS) (54). Las funciones de esta superfamilia de enzimas
van mas allq de la degradacion de la matriz extracelular: la regulacion de la
actividad de si mismas y de otras proteasas, factores de crecimiento,
guimiocinas, asi como la regulacién de varias fases del ciclo celular (55). Como
ejemplo, la deficiencia o la acciébn de anticuerpos frente a una de estas
proteasas, la proteasa de membrana ADAMTS13, se identificé como la causa de
la purpura trombocitopénica idiopatica (56). Una reduccion en la actividad de
esta proteasa se ha relacionado con un incremento en la mortalidad por COVID-

19 (57).

La principal diferencia entre el resto de metzincinas y las MMPs radica en la
presencia, en el caso de estas Ultimas, de un dominio hemopexina que, en su
lugar, en el caso de ADAMs es ocupado por dominios similares al factor de

crecimiento epidérmico (EGF-like), mientras que las ADAMTS, en el extremo C-
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terminal contienen dominios trombospondina tipo 1 (TSP-1) (58). Hasta la fecha,
se han descrito 23 proteasas dentro del grupo de las MMPs, 21 dentro del grupo
de ADAMS y 19 ADAMTS en el ser humano (58). La actividad de las MMPs esta
determinada por el catabolismo de su grupo propeptidico que las convierte en
enzimas activas, asi como su inhibicion. Es decir, las MMPs se sintetizan y
secretan como proenzimas inactivas que poseen dicho dominio propeptidico rico
en cisteinas, capaz de plegarse e interactuar con el cinc (Zn++) de su dominio
catalitico, lo que impide su actividad enzimatica. Este mecanismo es comun a
las proteasas de la superfamilia de las metzincinas. La plasmina es el principal
activador fisiologico (59). De forma indistinta, se utiliza el término pro-MMP o
zimdgeno para referirse a la MMP inactiva (58). La escision del propétido y por
ende la activacion de la MMP se produce también a través de otras MMPs o
serin-proteasas. Asi, por ejemplo, MMP-3 y MMP-10 pueden activar MMP-8,
MMP-9 y MMP-7 con lo que la destruccién de la matriz extracelular se ve

potenciada (60).

El inhibidor natural de las MMPs es el “inhibidor tisular de metaloproteasas”
(TIMP). La desregulacion, por exceso o por defecto en la funcién de las MMPs
puede conducir a la aparicion de enfermedades vasculares, cancer, fibrosis

pulmonar y enfermedades neurodegenerativas entre otras (61-65).

Ademas del dominio propeptidico rico en cisteinas mencionado previamente,
ampliamente conservado entre estas proteasas, las MMPs tienen dominios
estructurales que caracterizan su funcién. De esta manera, se clasifican como
gelatinasas, colagenasas, estromelisinas, matrilisinas y metaloproteasas unidas
a membrana (MT-MMPs) (66). Estas ultimas se asemejan a las ADAMs en que

permanecen siempre unidas a la membrana celular. Por otra parte las MMPs
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solubles también pueden unirse puntualmente a la membrana celular,
concretamente a algunas proteinas de membrana como CD44, los
proteoglicanos de heparan sulfato o al colageno tipo IV de la membrana basal

(67).

1.2.6. Gelatinasas y colagenasas

Las gelatinasas hidrolizan la gelatina a péptidos, polipéptidos y aminoacidos que,
por su tamafo, pueden ser secretados por la membrana celular. Dentro de este
grupo se encuentran la MMP-2 y MMP-9. Ambas MMPs se unen a gelatina y
colageno mediante dominios de su regién catalitica, concretamente a través de
un dominio de tres repeticiones similares a la fibronectina tipo Il (fibronectine
type-ll-like en inglés) (60). El catabolismo que también producen en el colageno
explica por qué la expresion incrementada de MMP-9 se ha atribuido a la
supresion del proceso de curacién de heridas (68). No obstante, las enzimas que
caracteristicamente catabolizan el colageno, las colagenasas, son MMP-1,
MMP-8 y MMP-13, cuya expresién en macrofagos en regiones criticas para la
integridad de las placas podria contribuir a la expansion, ruptura y hemorragia
de le placa carotidea (69), ademas su accién en el cartilago articular se ha

relacionado con la inflamacion a dicho nivel (70).

1.2.7. Estromelisinay matrilisina

La familia de las estromelisinas esta formada por la MMP-3, la MMP-10 y la
MMP-11. Tienen actividad frente a un amplio espectro de colagenos (Il, lll, IV, V,
IX, Xy XI) y frente a tejido conectivo no colagénico que incluye fibronectina,
laminina y proteoglicanos mayoritariamente (71). La MMP-7 es la Unica
representante del grupo de las matrilisinas. Se ha comprobado la degradacion

por la MMP-7 de la elastina, vitronectina, fibronectina, agrecanos, proteoglicanos

36



ademas del colageno tipo Il, componente principal de tejidos cartilaginosos en el

ser humano (72).

1.2.8. Inhibidores tisulares de las metaloproteasas

La familia de los TIMPs esta formada por cuatro miembros en el ser humano:
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3y TIMP-4. El dominio N-terminal de la molécula de TIMP
constituye la region inhibitoria y es la que interacciona tanto con MMPs como
con las ADAMs y las ADAMTS (73). No obstante, la molécula de TIMP-1 en su
totalidad, incluyendo su extremo C-terminal ha demostrado una inhibicion mas
potente de MMPs, especificamente de MMP-3 (74). En general, la inhibicion de
estas moléculas no es especifica para una Unica metzincina, si bien, la unién de
TIMP-2 y MMP-2 es mas fuerte que otras y la actividad sobre esta MMP varia en
funcion de la regién de la molécula de MMP-2 a la que se una. Asi, puede
producirse la unién del dominio hemopexina del zimégeno de MMP-2 a TIMP-2

por un lado y del proMMP-2 a un activador de membrana celular por el otro (75).

1.2.9. Moléculas de sefalizacién y MMPs

Diferentes moléculas de sefializacion celular y de vias metabdlicas regulan la
produccion de MMPs lo que explica su importancia en enfermedades muy
diversas. Con respecto a la inflamacion, la expresion del factor de necrosis
tumoral (TNF) conduce al aumento en la sintesis de las colagenasas MMP-1 y
MMP-3 (76). En un contexto infeccioso, como la enfermedad pulmonar causada
por Mycobacterium tuberculosis, la hipoxia se ha observado como un inductor
de la produccién de MMP-1 (77). Factores de transcripcidbn como el factor nuclear
kB (NF-kB) potencian la secrecion de MMP-1, MMP-3 por parte de macréfagos

y la transcripcion de MMP-9 entre otras (78, 79). La integrina-1, la integrina-2 y
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la fosforilacidon del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

conducen a un aumento en la expresion de la MMP-7 (80).

1.2.10. Metaloproteasas y la ateroesclerosis

La inflamacion y la actividad proteolitica estan fuertemente asociadas con
inestabilidad y rotura de la placa (53, 81). Sin embargo, hay pocos estudios que
evallen el valor pronéstico de las MMPs como biomarcadores de inflamacion y
riesgo de enfermedad cardiovascular, realizados en el contexto de una
endarterectomia carotidea (82). Los defectos en la sintesis y degradacion de la
matriz extracelular se consideran factores clave en el desarrollo de la
enfermedad aterosclerdtica y sus complicaciones tromboticas y en este proceso
las MMPs juegan un papel clave (83). Debido a su relevancia en la
aterosclerosis, en los ultimos afios se ha planteado la posibilidad de que los
niveles de MMPs puedan utilizarse como marcadores de riesgo vascular (84).
Varios estudios han demostrado que los niveles plasmaticos de diferentes MMPs
estan mas elevados en pacientes con aterosclerosis carotidea o ictus isquémico
(26, 82, 85-87). En particular, los niveles de MMP-2, MMP-9, MMP-7, MMP-12 y

TIMP-1 podrian contribuir a la inestabilidad de la placa carotidea (82, 85).

1.2.11. Las metaloproteasas en las enfermedades cardiovasculares

La ateroesclerosis conduce de forma inicial a una modificacion en el flujo habitual
de sangre. Con el tiempo, la ateroesclerosis grave puede conducir a
hipertension, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, ictus e incluso la
muerte. Las MMPs se han relacionado directamente con distintas entidades que
per sé, conducen a un agravamiento de la ateroesclerosis (88). La
hiperglucemia, la dislipemia, la diabetes mellitus y la hipertensién se han

relacionado con el aumento de distintas MMPs (89). Concretamente, las MMP-2
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y MMP-9, entre otras, dafian las células endoteliales y las células de musculo
liso vascular lo que conduce a una liberacion de factor de crecimiento tumoral
(TGF) que a su vez da lugar a la calcificacion y rigidez vascular. Ambas MMPs
son expresadas por fibroblastos, cardiomiocitos y macréfagos, mientras que
MMP-9 se expresa a su vez en leucocitos polimorfonucleares, neutréfilos (90).
La MMP-2 en particular y su zimogeno (proMMP-2) estan elevadas en la diabetes
mellitus tipo 2 y en saliva de pacientes con periodontitis aguda (91). Por otra
parte, la dislipemia y la alteracion del metabolismo lipidico son considerados
factores de riesgo cardiovascular independientes. Recientemente se ha
observado que la apolipoproteina A-1V puede ser un sustrato de la MMP-7 y la
MMP-14, ambas producidas por monocitos activados (92). La valores de MMP-
1 y MMP-7 han sido utilizados para predecir la mortalidad en pacientes con
insuficiencia cardiaca (93). Asi pues, la influencia de las MMPs se relaciona con
distintas en enfermedades cardiovasculares y podria ir mas alla de la accién local
de éstas sobre la matriz extracelular de la pared vascular.

Sin embargo, los estudios sobre la relacion entre las MMPs y la actividad
metabdlica de la pared vascular, medida mediante tomografia por emisiéon de
positrones con 18 fluor-fluoro-desoxi-glucosa, emision combinada con
tomografia computarizada (**F-FDG-PET/ CT), como medida indirecta de la
inflamacion carotidea in vivo, han producido resultados contradictorios, si bien
en algunos estudios se comprobd una correlacion entre la captacion carotidea
de FDG y los niveles sanguineos de MMP-1 y MMP-9 (94, 95) en el estudio dal-
PLAQUE del farmaco dalcetrapib, no se observo correlacion entre los niveles de

MMP-3 y MMP-9 y la captaciéon de 8F-FDG-PET carotidea (86).
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Nuestro conocimiento de la actividad de las MMPs ha evolucionado en las
Ultimas décadas. Actualmente, la evidencia sugiere que las MMP-2 y MMP-9
(gelatinasas), la MMP-10 (estromalisina 2) y la MMP-7 (matrilisina) ademas de
desempefiar un papel importante en la fisiopatologia del proceso aterotrombético
pueden ser de utilidad como biomarcadores de riesgo ateroesclerdtico y
predictores de recurrencia de enfermedad cerebrovascular (84). A saber, la
actividad de las MMP-2 y MMP-9 ha demostrado ser indispensable en la
neovascularizaciéon de la placa ateroesclerdtica y, por ende, en la vulnerabilidad
de ésta (96). La MMP-10, por su parte, se ha demostrado en concentraciones
elevadas en sujetos asintomaticos con un perfil pro-inflamatorio (97). También
se objetivado una adecuada correlacién entre los valores de MMP-9, MMP-10 y
los del espesor intima-media carotidea en sujetos sin historia vascular previa.
Ademas, la MMP-10 se ha determinado en el estudio histolégico de placas

carotideas avanzadas procedentes de endarterectomia (97-99).

Razonablemente, cuanto mayor es la inflamacién en una regién y mayor nimero
de macréfagos, mayor es la expresion de MMPs. De la misma forma, distintos
mediadores pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa, (TNFa) y
la interleucina 1 (IL-1), se ven incrementados y regulan, a su vez, la expresion
de las MMPs (100). El estudio in vitro de células de musculo liso vascular
demostré un aumento de MMP-9 inducido por proteina C reactiva (PCR). La
correlacion entre la PCR y la MMP-9 en pacientes con sindrome coronario agudo
podria explicar el elevado riesgo de eventos coronarios en sujetos con niveles

de PCR elevados en sangre (101).
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En pacientes con sindrome metabdlico se ha observado elevacion de los niveles
circulantes de MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 y del factor de crecimiento de

endotelio vascular (VEGF) al ser comparados frente a controles sanos (102).

1.3. EL VALOR DE LA PET EN EL ESTUDIO VASCULAR

1.3.1. Bases

Debido a su mayor resolucion espacial (=5 mm), la tomografia por emisioén de
positrones (PET) se consideré como una herramienta mas util para el estudio del
metabolismo vascular, en lugar de otras técnicas de medicina nuclear como

imagenes planares o SPECT, con una resolucion en torno a 1,5 cm.

El transporte intracelular de glucosa estd mediado mayoritariamente por
transportadores GLUT. En el ser humano GLUT 1-4 y 6 son los mas prevalentes.
El analogo de glucosa 2-desoxi-D-glucosa (2DG), tiene una sustitucion de
hidrégeno por un grupo hidroxilo en el carbono 2 (C2). Esto provoca que esta
molécula pueda entrar en la célula y ser fosforilada por la hexoquinasa a 2DG-
6-fosfato que no puede ser utilizada para glucogénesis, glucolisis ni en la via de
las pentosas fosfato, por lo que se acumula en el citosol. Tras el marcaje del
2DG con el isétopo radiactivo ¥F, se genera fluorodesoxiglucosa (FDG). La
degradacion del 18F emite un positron que, al colisionar con un electrén, produce
dos fotones de aniquilacion de 511 KeV, detectados por la camara PET. De esta
forma se puede valorar la tasa metabdlica de los tejidos. Esto es aplicable tanto

en oncologia como en el estudio de enfermedades inflamatorias (103, 104).
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1.3.2. Primeros estudios de PET vascular

Los primeros estudios en modelos animales, a finales de los 90, demostraron
captacion del 1F-FDG en el arco aértico de conejos alimentados con una dieta
rica en colesterol (105). Posteriormente, utilizando un modelo similar, se constato
una reduccidon marcada de dicha captacion tras la retirada del colesterol de la
dieta (106). Mas adelante, el estudio anatomopatolégico vascular de conejos con
hipercolesterolemia hereditaria, encontré una clara relacion entre la cantidad de
macro6fagos y la captacion de 8F-FDG, pero no entre dicha captacion y el grosor

de la capa intima vascular (107).

1.3.3. SUVo TBR

Habitualmente la captacion del radiotrazador se ha medido en torno al minimo y
maximo valor de captacion estandarizado, SUV. El SUVmax 0 SUVmin Se mide en
la regidn de interés (siglas en inglés: ROI). Para mejorar su reproducibilidad, el
grupo de Rudd y colaboradores recomendd en 2007 la utilizacion de un nuevo
paradmetro, el target to background ratio (TBR), producto del cociente entre el
méaximo/ minimo SUV y una captacion media venosa, estimada a partir del valor
obtenido en la vena yugular o vena cava (108). Tanto el SUV como el TBR
carecen de unidades. En 2014, un estudio de 32 pacientes a los que se les
realiz6 endarterectomia, se compard SUV y TBR y se observé mejor correlacion
del TBR con la inflamacién de la placa en el estudio histolégico (109). Si bien, su
utilizacion en lugar del SUV sigue siendo motivo de debate puesto que
actualmente algunos grupos utilizan el SUV y otros el TBR. El TBR no se ha
extendido totalmente por lo que ambos métodos se siguen utilizando
indistintamente (110). Tras esto, se publicaron las recomendaciones de la

Asociacion Europea de Medicina Nuclear (EANM), que incluyen la utilizacién del
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TBR en lugar del SUV, la dosis del radioisétopo inyectada y limites de glucemia

previa al estudio (111).

1.3.4. Primeros estudios en humanos

En 2001, el estudio retrospectivo de 137 pacientes en los que se habia realizado
FDG-PET para analizar su estadio oncologico, se determind la presencia de
captacion en la pared vascular del 50% de los pacientes, y se observé una clara
correlacion con factores de riesgo vascular, principalmente con la edad (112). El
primer estudio observacional prospectivo en humanos se realizé en 8 pacientes
con enfermedad carotidea sintomatica. Se combind, como se haria en adelante,
con imagenes de tomografia computarizada (TC) para aumentar la resolucion
espacial. En aquellos pacientes con ateromatosis en ambas carétidas la tasa de
acumulacion de ¥F-FDG del lado sintomatico fue un 27% superior que la del
contralateral (113). No obstante, un estudio similar que combinaba resonancia
magnética (RM) con FDG-PET, no objetivaron diferencias significativas en la
captacion del radiofarmaco entre el lado en el que se definié la presencia de una

placa mediante RM y el lado contralateral (114).

1.3.5. FDG-PET en el estudio de hipolipemiantes

En 2006, se completd un ensayo en el que 43 pacientes consecutivos fueron
asignados a recibir tratamiento hipolipemiante con simvastatina o dieta. Tras tres
meses se observé un descenso en la captacion del 18F-FDG en la aorta toracica
y arterias caroétidas de los pacientes en tratamiento con la estatina. Ademas, la
atenuacion en la captacion de las placas se correlacioné positivamente con los

niveles de colesterol HDL (115).

En 2010 y 2012 se publicaron 2 estudios que demostraron atenuacion

significativa de la captacion arterial de ¥F-FDG en varios territorios ademas del
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carotideo tras tratamiento con dosis 20 mg y 40 mg de atorvastatina (116, 117).
Posteriormente, se utilizo el FDG-PET para observar el efecto sobre las placas
de farmacos en ensayo clinico como con el losmapimod, un inhibidor de MAPK
p38 (118) y el dalcetrapib, un inhibidor de la proteina inhibidora del transporte de
los ésteres de colesterol (119), que demostraron disminucion del TBR del
segmento con mas ateromatosis del territorio carotideo y adrtico tras el

tratamiento (86).

1.3.6. ¢Qué esta mostrando la FDG-PET vascular?

Con el objetivo de entender el mecanismo subyacente a la captacion de las
placas de ateroesclerosis, en 17 pacientes con estenosis carotidea grave, en los
gue se realiz6 endarterectomia, se constaté un aumento de la densidad de
macrofagos, mediante una tincién para CD68, en relacion con la captacion de
BE-FDG (113). El estudio de la composicién de las placas, mediante RMy TC,
establecié tres grupos de placas: placas ricas en colageno, placas con nucleo
necrotico-lipidico y aquellas con mayor contenido de calcio. La inflamacion
estimada mediante FDG-PET fue claramente mayor en las placas ricas en lipidos
(més vulnerables) respecto a los otros 2 grupos, que demostraron valores de
TBR similares. Ademas, se objetivd mayor valor de TBR en relacion con mayor
grosor de la placa, a partir de 19 mm, Unicamente en las placas lipidicas (120).
Otros autores (36) también mostraron que la cuantificacion de la inflamacion
intraplaca en la arteria carétida se correlaciona con el grado de inflamacion en la
histologia. Sin embargo, el estudio de Kwee y colaboradores no observé una
correlacion significativa entre la composicion de la placa y su comportamiento

con FDG-PET (121).
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1.3.7. PET yriesgo vascular

A pesar de la aparente relacién entre la captacién de ®F-FDG en zonas de
inflamacion, se ha discutido la posibilidad de que la captacidén que se observa en
las carétidas se corresponda con otros fendmenos como la neoangiogénesis
(122) y la hipoxia (123). Sin embargo, si que se pudo establecer que el
incremento en la captacién de ®F-FDG se relaciona con desestabilizacién
reciente de la placa causante de ictus, accidentes isquémicos transitorios (AITS)
(124) y microembolismos (125). En un estudio de Ogawa y colaboradores (126)
se demostré que la captacion de 8F-FDG se correspondia con la presencia de
células espumosas, derivadas de macrofagos y células de muasculo liso vascular,
en su fase mas inicial, previa a la diferenciacion. Tras la diferenciacion a células
espumosas maduras cambia la actividad de la glucosa-6-fosfatasa y se expresa
el transportador de glucosa 1 (GLUT-1). En esta fase no se observo correlacion
con la captacion de 8F-FDG (126). Para comprobar la relacion entre la captacion
de 8F-FDG a nivel carotideo y la presencia de factores de riesgo (circunferencia
de la cintura, hipertension arterial, resistencia a la insulina, grosor intima-media
carotideo, niveles de colesterol HDL -relacién inversa-), se realiz6 un estudio
prospectivo de 236 pacientes que demostré una correlacion significativa con
todos ellos y, en definitiva, entre el "sindrome metabdlico" y la captacion

carotidea en PET (127).

En un estudio de 2008, se observé cémo en 2000 pacientes con cancer en
situacion estable, la mayor captacion vascular en PET se correspondié con
mayor riesgo de eventos vasculares en los siguientes 6 meses. Un afio después,
en el seguimiento de 932 pacientes en una situacion similar, objetivé que dicho

aumento del riesgo se producia por encima de una media de TBR > 1,7 (128).
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En contraposicion con los estudios iniciales, la mayoria de los cuales fueron
retrospectivos y sobre pacientes oncolégicos, se completd un estudio
prospectivo con mayor potencia estadistica que involucré a 100 sujetos (63 + 10
afos; 64 hombres, 36 mujeres) sin historia de enfermedad cerebrovascular, en
los que se realizaban a su vez ecografia-Doppler carotidea para cribado de
ateroesclerosis. Se comprobd una captacién sugestiva de inflamacién, definida
como SUV 21,60, en el 29% de los sujetos con ateroesclerosis y 10% de los
sujetos sin ateroesclerosis (129). En los ultimos afos, se han realizado estudios
prospectivos con mayor numero de pacientes, que ha ratificado la potencial
utilidad del FDG-PET para diferenciar entre placas sintomaticas y asintomaticas
(35). El estudio prospectivo de 1089 adultos asintométicos, con una edad media
de 51,8 + 6,3 afios, en su mayoria varones, supone el mayor estudio en
asintomaticos hasta la fecha. Durante un seguimiento de 4,2 afos (rango 1,0-
5,5) se produjeron eventos vasculares en 19 pacientes. La captacion carotidea
elevada fue un factor de riesgo independiente de los factores de riesgo
tradicionales, evaluados mediante la puntuacion de Framingham, y el grosor
intima-media (130). La captacion en la aorta ascendente, medida mediante TBR,
fue capaz de mejorar la prediccion de eventos vasculares en una cohorte de
pacientes en los que se realizaba cribado oncoldgico. Cabe destacar que los
valores de TBR estaban inversamente relacionados con el tiempo hasta el

evento vascular (131).

1.3.8. FDG-PET y otros marcadores de ateroesclerosis
En 2009, un estudio prospectivo de pacientes a los que se les realizo
endarterectomia carotidea por ateroesclerosis, confirmd la correlacion entre

captacion de 8F-FDG vy la expresion génica de MMP-9, ademas del marcador
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de macrofagos CD68 (132). Este mismo grupo demostré posteriormente y en
similares condiciones, buena correlacion de la captacién con la expresion de
genes marcadores de angiogénesis (CD-34, avp3, vascular endotelial growth
factor -VEGF-) (133) e hipoxia (HIF-1a) (134). Mas recientemente, se demostré
gue los niveles séricos de colesterol total y colesterol LDL estaban asociados a
la captaciéon en FDG-PET de la carétida sintomatica y aguda, es decir, cuya
ruptura habia sido reciente (130). Esto refrenda el conocimiento tedrico y
experimental que sugiere que los lipidos promueven la inflamacion de la placa 'y
su ruptura (135). Ademas, se ha documentado una correlacion entre la captacion
carotidea en la *8F-FDG-PET/ CT, con los niveles sanguineos de MMP-1y MMP-

9 (94, 136).

1.3.9. FDG-PET vascular en la actualidad

En 2019, se publicé el estudio prospectivo de Kelly y colaboradores (137) que
incluia pacientes en dos cohortes en Barcelona y Dublin, con un total de 192
pacientes con enfermedad carotidea sintomatica. Se utiliz6 el SUVmax como
medida de captacién. Durante el periodo de seguimiento de 90 dias se
sucedieron 37 ictus, 29 de ellos antes del FDG-PET. El hazard ratio ajustado
para la recurrencia de ictus tras la PET fue de 4,57 (IC 1,5-13,96; p=0,008) por
lo que los autores establecieron la potencial capacidad de la FDG-PET vascular

de predecir recurrencia de ictus.

También en 2019, 755 participantes del estudio Progression of Early Subclinical
Atherosclerosis (PESA) realizado en trabajadores del banco Santander
demostrd captacion sugestiva de inflamacion arterial al estudiar varios territorios
vasculares mediante FDG-PET combinado con resonancia magnética. La

ateroesclerosis subclinica en sujetos de mediana edad (49,6 +4,3 afios) se
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correlacioné con inflamacion arterial. No obstante, la mayor parte de las regiones
con captacion de FDG se correspondieron con segmentos arteriales sin placas
de ateroesclerosis o con placas ricas en lipidos. Este Ultimo hallazgo sugeriria
gue la inflamacion arterial es predominante en la ateroesclerosis en estadios

iniciales (138).
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2. Hipétesis de trabajo

En los dltimos afios existe un interés creciente en identificar a aquellos sujetos
con placas de ateroma carotideas vulnerables. El estudio de pacientes con
estenosis carotidea deberia incluir exploraciones que permitan establecer si la
placa de ateroma es vulnerable y por tanto tiene alto riesgo de ruptura y
embolizaciéon. La inflamacién en el interior de la placa podria asociarse a una
mayor vulnerabilidad independientemente del grado de estenosis. En definitiva,
nuestra hipotesis primaria es que el estudio de la vulnerabilidad de la placa a
través de técnicas de imagen y/o biomarcadores plasmaticos de inflamacion y
degradacion de la placa como las MMPs, podrian ser indicadores pronosticos,
més alla del grado de estenosis que es el patron oro o gold standard que
determina el tratamiento en la actualidad. En la actualidad, diferentes técnicas
de imagen, como el ¥F-FDG-PET / CT, permiten la deteccion in vivo de
inflamacion en el interior de la placa ateromatosa carotidea de forma no invasiva,
lo que podria correlacionarse con la vulnerabilidad de la placa y el riesgo de
eventos vasculares a largo plazo. Por otro lado, entre los mediadores
inflamatorios que participan en los fendmenos inflamatorios intraplaca y en la
ruptura de la placa destacan las MMPs. El aumento de algunas MMPs se asocia
con la presencia de macrdéfagos en el interior de la placa y una mayor
vulnerabilidad de la placa carotidea. El estudio de la presencia de inflamacion y
de los niveles circulantes de las MMPs y sus inhibidores podria permitir la
deteccion no invasiva de las placas vulnerables, mejorar la seleccion de los
pacientes candidatos a endarterectomia carotidea, predecir el riesgo de eventos
vasculares y abrir una nueva via terapéutica para la estabilizacién de la placa y

por tanto para el tratamiento de la aterosclerosis.
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Secundariamente, hipotetizamos que si, como se ha descrito, el *¥F-FDG-PET /
CT es una buena medida de la inflamacion de las placas podria existir una
correlacién entre el grado de inflamacién intraplaca medido mediante 8F-FDG-
PET / CT y la presencia de macréfagos que expresan la glicoproteina CD68

puesto que participan en la captacién de lipoproteinas de baja densidad.
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3. Objetivos
1. Comparar el grado de inflamacion de las placas carotideas, medidas
mediante ¥F-FDG-PET / CT en pacientes con estenosis carotideas graves

sintomaticas frente a las asintomaticas.

2. Determinar si existe un incremento en los niveles circulantes de
metaloproteasas (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10) o de sus inhibidores (TIMP-

1) en pacientes con estenosis carotideas graves respecto a controles sanos.

3. Establecer si existe relacion entre los niveles circulantes de
metaloproteasas (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10) o de sus inhibidores (TIMP-
1) y la actividad inflamatoria de la placa de ateroma estudiada mediante F-

FDG-PET / CT.

4, Correlacionar la inflamacion de las placas carotideas, medidas mediante
BE-FDG-PET / CT y los niveles de metaloproteasas/ inhibidores, con la
presencia de nuevos eventos isquémicos tras un seguimiento de al menos 12

meses.

5. Estudiar la presencia de metaloproteasas en el estudio histologico de las
placas y su correlacién con los niveles circulantes de MMPs. Estudio de la
densidad de células que expresan el marcador macrofagico CD68 en la pieza

quirargica extraida mediante endarterectomia.

6. Correlacionar el valor de captacion de **F-FDG-PET / CT observado en la

lesion ateromatosa carotidea con la presencia de CD68 intraplaca.
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4, Pacientes y Métodos

4.1. Pacientes y controles

Estudio de cohorte prospectivo, longitudinal multicéntrico. Se incluyeron
pacientes atendidos en la Unidad de Ictus del Hospital de Navarra y en el
departamento de Neurologia de la Clinica Universidad de Navarra con edades
comprendidas entre 50-80 afios con ateromatosis carotidea grave (>70%)
sintomatica, y pacientes con estenosis carotidea grave asintomatica (véase tabla
1). Los pacientes fueron clasificados como sintomaticos si habian tenido un ictus,
AlTs o amaurosis fugax ipsilateral a la arteria carotida estendética o asintomaticos
si no padecian sintomas, pero se realizaron una ecografia carotidea de cribado
debido a la presencia de factores de riesgo cardiovascular que demostré una
estenosis grave.

En el caso de los pacientes sintoméaticos con ictus, la TC cerebral objetivd
hipodensidad y las secuencias de difusion por Resonancia Magnética (RM)
demostraron restriccion a la difusién en las lesiones isquémicas agudas. Los
pacientes con AIT padecieron sintomas de amaurosis fugax o sintomas
hemisféricos autolimitados. Entre los pacientes con ateromatosis carotidea
>70% asintomatica candidatos a cirugia solo se incluyeron en el presente estudio
aquellos en los que no se detectaron lesiones cerebrales en secuencias de
difusion, T2 y T2-FLAIR por RM.

Los pacientes fueron atendidos por neurdlogos especialistas en el diagnodstico y
tratamiento del ictus. Todos los pacientes fueron tratados siguiendo las
recomendaciones para el tratamiento del ictus del Grupo de Estudio de

Enfermedades Cerebrovasculares de la Sociedad Espafiola de Neurologia
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(SEN). Si la persona candidata cumplia los criterios de inclusion y ninguno de
los criterios de exclusion (tabla 1), se le explicaron todos los procedimientos que
se realizaban en el estudio y debia firmar el documento de consentimiento
informado (Anexo 1).

Tabla 1: Criterios de inclusion/ exclusion

Criterios de inclusién Criterios de exclusién
Pacientes atendidos en la Unidad de Ictus | Pacientes con infarto de miocardio
del Hospital de Navarra y la Clinica reciente (Ultimos 3 meses), cirugia
Universidad de Navarra. reciente (Ultimos 3 meses), insuficiencia
renal, enfermedad inflamatoria o
neoplasica.

Edades comprendidas entre 50-80 afios. Enfermedad médica grave que supusiera
una esperanza de vida inferior a un afio,
enfermos inmunodeprimidos o con
infeccion por el VIH, pacientes
alcohdlicos crénicos o adictos a drogas o
pacientes que hubieran recibido farmacos
en fase de investigacion durante el Gltimo

afio
Diagnostico de infarto cerebral (con Los pacientes portadores de marcapasos,
déficit menor) o AIT de origen claustrofobia o portadores de dispositivos
aterotrombatico por ateromatosis metélicos no compatibles con RM.

carotidea (grupo sintomatico).
Pacientes con estenosis carotidea
asintomatica (grupo asintomatico).

Se excluyeron aquellos pacientes con infarto de miocardio reciente (ultimos 3
meses), cirugia reciente (Ultimos 3 meses), insuficiencia renal, enfermedad
inflamatoria o neoplasica. También se excluyeron a aquellos pacientes con
enfermedad médica grave que supusiera una esperanza de vida inferior a un
afio, enfermos inmunodeprimidos o con infeccion por el VIH, pacientes
alcohdlicos cronicos o adictos a drogas o pacientes que hubieran recibido
farmacos en fase de investigacion durante el Ultimo afio. Los pacientes
portadores de marcapasos, claustrofobia o portadores de dispositivos metalicos

no compatibles con RM fueron también excluidos del estudio.
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Se analizaron, en todos los pacientes, los factores de riesgo vascular. Los
fumadores activos o los pacientes que habian dejado de fumar en los 2 afos
previos al reclutamiento se consideraron fumadores. Los antecedentes de ictus
previo en pacientes asintomaticos incluyeron ictus de etiologia no
aterosclerdtica.

Asimismo, se incluyé un grupo de 26 controles sanos, sujetos libres de
enfermedades cardiovasculares, trabajadores de la Universidad de Navarra, que
acudieron a la consulta de Medicina Interna para un chequeo general, de una
edad comparable a los pacientes y que no cumplian ninguno de los criterios de
exclusion.

Se inform6 asimismo a todos los participantes del derecho a poder retirarse del
estudio en cualquier momento sin que ello les supusiese perjuicio alguno. La
participacion en el estudio, en ningun caso, caus6é demora alguna en la
realizacion de los tratamientos médicos y/o quirdrgicos necesarios para la
atencion del paciente. El proyecto fue aprobado por el comité ético de

investigacion de la Clinica Universidad de Navarra con el nUmero 058/2012.

4.2. Métodos

El equipo de Neurologia evallo a los pacientes antes de la cirugia. Los pacientes
fueron seleccionados para la endarterectomia en base a un consenso entre los
miembros del equipo multidisciplinario de enfermedad carotidea, que incluy6
cirujanos vasculares, cardiélogos y neurdlogos.

Se realizd una extraccion sanguinea en ayunas para la determinacién de MMPs
pacientes y controles. La analitica sanguinea se extrajo en los 2 dias previos a

la cirugia. Las muestras de los pacientes incluidos en el estudio se almacenaron
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el Biobanco de la Universidad de Navarra y se procesaron siguiendo los
procedimientos operativos estandar aprobados por los Comités Cientifico y Etico
de Investigacion.

En todos los pacientes se realizd, ademas del protocolo diagndstico y terapéutico
habitual de acuerdo con los criterios del GEECV de la SEN, un estudio duplex
carotideo para determinar el grado de estenosis, de acuerdo con las ultimas
guias (139) y un estudio de angiografia por resonancia magnética con
secuencias coronales rapidas en 3D potenciadas en T1 tras la administracion de
una dosis Unica de contraste de gadolinio intravenoso, con sustraccion digital y
reconstrucciones de proyeccion de maxima intensidad, utilizando un escaner de
resonancia magnética 3-T (Magnetom Trio Tim, Siemens, Erlanger, Alemania).
La medicién de la estenosis se realizd siguiendo las recomendaciones de
NASCET (140).

La cirugia se realiz6 por cirujanos vasculares con experiencia en la realizacion
de la endarterectomia carotidea. Todos los procedimientos fueron realizados
bajo anestesia general. La placa se intenté extraer de una sola pieza para facilitar
el estudio posterior. Las placas de ateroma extraidas mediante endarterectomia
se almacenaron en el Biobanco de la Universidad de Navarra y se procesaron
siguiendo los procedimientos operativos estandar aprobados por los Comités
Cientifico y Etico de Investigacion.

Los datos recogidos se volcaron en una base anonimizada y disefiada
especificamente para este estudio.

Por otro lado, a los controles sanos se les realizé una extraccidon sanguinea en
ayunas para la medicion de niveles en sangre de MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-

9, MMP-10y TIMP-1.
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4.2.1 Evaluacién de biomarcadores

Se recogieron muestras de sangre, precedidas de 12 horas de ayuno, en los 2
dias previos a la endarterectomia carotidea en tubos con EDTA y citrato. Para
Su procesamiento, se dejo coagular la sangre y se centrifug6 a 2000 x g durante
10 minutos usando una centrifugadora refrigerada. El suero se extrajo, se
alicuoté y se almacené a -80 ° C hasta su analisis. De igual manera, el plasma
se obtuvo a partir de sangre citratada mediante centrifugacion a 2000 x g durante
10 minutos utilizando una centrifugadora refrigerada, se alicuoté y se almacend
a -80 ° C hasta su andlisis.

Los niveles de MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 y MMP-10 se midieron en
plasma citratado con un ensayo multiplex basado en esferas magnéticas
utilizando tecnologia Luminex (MILLIPLEX MAP Human MMP Magnetic Bead
Panel 2, ref. HMMP2MAG-55 K; Merck, Darmstadt, Alemania). Se obtuvo el valor
de TIMP-1 en suero usando un enzyme-linked immunosobent assay (ELISA)
especifico (Human TIMP-1 Quantikine ELISA Kit, ref. DTM100; R&D Systems,
Minneapolis, EE.UU.). Las MMPs y TIMP-1 se midieron siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Los coeficientes de variacion interensayo e
intraensayo para estos ELISA fueron <6%.

El colesterol sérico total, el colesterol HDL vy los triglicéridos se midieron en
muestras de sangre en ayunas utilizando técnicas estandar de laboratorio. El
colesterol LDL se calculd mediante la ecuacion de Friedewald y la proteina C
reactiva de alta sensibilidad (hs-CRP) se midié utilizando un inmunoensayo

(Immulite; Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EE. UU.). La
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velocidad de sedimentacion globular (VSG) se analizé mediante el método de

Westergren (141).

4.2.2. Evaluacion histolégica

Los segmentos vasculares se extrajeron cuidadosamente (se intentd que la
placa fuera extraida en una sola pieza) durante la realizacion de la
endarterectomia para preservar la estructura de la placa. Las muestras de los
pacientes sometidos a endarterectomia carotidea se cortaron en trozos
transversales y se fijaron inmediatamente en paraformaldehido al 4%, se
descalcificaron durante 24 a 72 horas a temperatura ambiente (Osteosoft: Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania), tras lo cual se embebieron en parafina. Se
utilizaron las tinciones de hematoxilina-eosina y tincion de van Gieson para
examinar las caracteristicas morfologicas microscépicas del tejido (Nikon
Optiphot-2, Japoén). Para la inmunolocalizacion de proteinas, las secciones de
tejido en serie de todos los pacientes se analizaron mediante técnicas de
inmuno-histoquimica. La medicion del antigeno se realizé utilizando citrato 10
mM, pH 6,0, (MMP-10) o TE, pH 9,0, (MMP-9, TIMP-1, CD68) y una cadmara de
presidon DakoCytomation Pascal (Dako) a 95 ° C durante 30 min. Los
portaobjetos se trataron con peréxido de hidrégeno (H202) durante 10 minutos
para bloquear la actividad de peroxidasa endogena, y las secciones se
bloquearon con suero normal de cabra al 5% en tampdn de fosfato salino (PBS).
Las secciones de tejido se incubaron con anticuerpos dirigidos frente a MMP-10
(policlonal de conejo, Acris ref. APO7210PU-N, dilucién 1:20), MMP-9 (policlonal
de conejo, Thermo Fisher ref. PA5-13199, dil. 1: 800), TIMP-1 (monoclonal de

raton, Merck ref. MAB13429, dilucion 1: 400) y CD68 (monoclonal de ratén, Dako
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ref. GA609, dilucion 1: 2000), como se ha descrito previamente (99). Después
del lavado, las secciones se incubaron durante 30 minutos con polimero
marcado con Horseradish Peroxidase-labeled Antibodies (HRP) conjugado con
anticuerpos secundarios anti-conejo (ref. K4003) o anti-raton (ref. 4001) (Dako).
La sefal se reveld utilizando el sistema de cromdgeno de sustrato
diaminobenzidina (DAB +; Dako ref. K3468). Los controles negativos,
preparados omitiendo el anticuerpo primario, se incluyeron en cada lote
procesado. Tres observadores independientes, cegados a los datos clinicos,
utilizaron una escala de clasificacion visual semicuantitativa para evaluar la

inmunotincion (escala de 0 a 5).

4.2.3. Imagen vascular mediante PET / TC con 8F-FDG

El valor captacion méxima estandarizada (SUVmax) se utilizé para medir la
captacion de 8F-FDG en las arterias car6tidas ipsilaterales y contralaterales. El
TBR se calculd6 como la relacion entre el SUVmax medido en la placa
aterosclerotica o el vaso arterial y el SUVmax de sangre venosa para corregir la
captacion del pool de sangre. La captacion venosa se obtuvo del SUV medio en
la vena yugular ipsilateral en los estudios carotideos y de la vena cava inferior
para los otros territorios (arco adrtico y aorta abdominal). La evaluacion del calcio
peri e intraplaca a través del estudio de imagen (TC) se realizé siguiendo el
método semicuantitativo de “Calcium score” o CaScore (142). Este método
distingue cuatro niveles de calcificacién de 0 a 4, donde 0 es la ausencia de
calcio y 4 la ocupacion de toda la pared vascular por calcio utilizando un corte

axial.
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Figura 2. Técnicas de imagen vascular estructural y metabdlica.

La imagen de la carétida antes de la endarterectomia se evalué mediante 8F-FDG-PET
combinada con TC (A, B). El panel A muestra las imagenes de ®F-FDG-PET. La *F-
FDG-PET combinada con la TC permite la fusion de imagenes de ambas técnicas y
localiza el calcio (flecha blanca) (B). ElI grado de estenosis se confirmé mediante
angiografia por resonancia magnética con imagenes sin procesar y proyeccion de maxima
intensidad con medicién de la estenosis (sefialado con flechas blancas). Se muestra un
dibujo esquematico de la medida de la estenosis (C). La estenosis se midié siguiendo las
recomendaciones de NASCET, donde se compara el punto de méxima estenosis (*) con
la luz distal de la ACI (flecha). En la ultima imagen se observa la placa de ateroma
eliminada mediante endarterectomia; la cirugia se realiz6 dentro de la semana siguiente a
la obtencion de imégenes (D). ICA: arteria carétida interna; ECA: arteria carétida externa;
CCA: arteria carotida comun.

4.2.4. Seguimiento de los pacientes

Los pacientes fueron seguidos en el servicio de consultas del Departamento de
Neurologiay /o Cirugia Vascular cada 3 0 6 meses. También se obtuvieron datos
de sus visitas al Servicio de Urgencias (mediana de seguimiento 1077 dias

[rango intercuartilico, 689-1484 dias]) hasta mayo de 2018. La variable de
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estudio principal, o primary endpoint del estudio se defini6 como la combinacién
de muerte cardiovascular, un evento cardiovascular no fatal (incluyendo
accidente cerebrovascular e infarto de miocardio) o rehospitalizacién por
isquemia aguda (AIT, amaurosis fugax, angina de pecho y enfermedad arterial
periférica) como se habia descrito anteriormente (143). El registro de estos
eventos se completé mediante una revision del historial médico de cada paciente
y llamadas telefonicas. El diagndstico de enfermedad arterial periférica se
establecié mediante la combinacion de sintomas compatibles, exploracion fisica,
indice tobillo-brazo y ecografia duplex (144). Se realizaron estudios de imagen
adicionales (con angiografia por TC, angiografia por resonancia magnética o
angiografia por sustraccion digital) cuando se considero el tratamiento mediante
revascularizacion (145). Los pacientes con sintomas de enfermedad coronaria
fueron revisados por el equipo de cardiologia y se realiz6 una coronariografia u
otras pruebas complementarias de acuerdo con las Ultimas guias de actuacién
(146).

Se calcul6 el periodo entre la cirugia y el dia del evento, y se calculd la
supervivencia general y la presencia de eventos cardiovasculares recurrentes
desde el dia de la cirugia hasta la fecha del ultimo seguimiento disponible.
Ningun paciente se perdio durante el seguimiento.

4.2.5. Andlisis estadistico

Todas las variables categéricas se expresan como frecuencias y todas las
variables continuas se expresan como la media (+ error estandar). El analisis
estadistico incluyé una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. El coeficiente de
correlacion de Pearson y el coeficiente de correlacién de Spearman se utilizaron

para probar las correlaciones entre MMP y SUVmax 0 TBR. Se realizé una
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correccién de Bonferroni para comparaciones multiples (usando como referencia
para el valor p 0,05 dividido por el nUmero de comparaciones). Se utilizé una
prueba t de Student para datos no emparejados para comparar los valores de
MMP entre los pacientes (sintomaticos y asintomaticos) y controles sanos, y se
utilizé un modelo de regresion de Cox para eventos recurrentes con imputacién
multiple de datos ausentes para determinar el papel de las MMPs en la
prediccidon de eventos. Las razones de riesgo o hazard ratios (HR) se obtuvieron
después de ajustar las co-variables relevantes. Se utilizaron curvas de
caracteristicas operativas del receptor (ROC) seguido de un modelo de regresiéon
logistica multivariante para analizar la capacidad de MMP-7 para predecir
eventos en la cohorte de pacientes con estenosis carotidea grave, sintométicos
y asintomaticos.  La puntuacion o score para evaluar el riesgo vascular global
mediante la ecuacién de Framingham-Wilson, se utilizé para agrupar factores de
riesgo como la edad, el sexo, el tabaquismo, los niveles de colesterol, la
hipertension y la diabetes mellitus (131). Considerando que la poblacion de
Navarra tiene niveles mas altos de colesterol HDL de media que el resto de la
poblacién espafiola, se utilizé6 una versién adaptada especificamente de dicha
ecuacion: puntuacion de Rlesgo para eventos CORonarios en la poblacion de
NAvarra (RICORNA) (147). La significacion estadistica se estableci6 en p <,05,
y el andlisis estadistico, incluidos los célculos del tamafio muestral, se realizé
utilizando el paquete de software Stata version 15.1 para Mac (StataCorp;
College Station, TX, EE. UU.). El tamafo de la muestra disponible es pequeiio,
razon por la cual se realizaron algunos analisis no paramétricos. Para un analisis
de regresion de Cox, este tamafio de muestra junto con un nivel de significacién

de 0,05 y una potencia estadistica de 0,20 que permite la deteccion de HR de
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tamafio menor que 0,0001 asumiendo una desviacién estandar de 0,04, lo cual
es razonable ya que para eso obtenemos una HR de 0,006. Para la mayor
desviacion estandar (tenemos 2,7), se pudo detectar una HR de tamafio 0,8300,

lo cual es razonablemente bueno ya que obtuvimos una HR de 1,7.
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5. Resultados
5.1. Estudio descriptivo de la muestra

5.1.1. Pacientes

Se reclutaron 32 pacientes consecutivos con estenosis carotidea grave (= 70%)
sintomatica o asintomatica que estaban programados para endarterectomia
carotidea en la Clinica Universidad de Navarra o el Hospital de Navarra entre
julio de 2013 y marzo de 2016 y que cumplian los criterios de inclusion. No se
incluyd ningun paciente en el postoperatorio y se excluyo a los pacientes en los
gue se encontro evidencia de infeccion activa, enfermedad inflamatoria
generalizada o local (al margen de la ateroesclerosis), enfermedad renal cronica,
enfermedad neoplasica o si estaban en hemodidlisis. Se obtuvo un historial
médico completo de todos los pacientes, incluidos los antecedentes de accidente
cerebrovascular, ataque isquémico transitorio, enfermedad coronaria (infarto de
miocardio, angina o revascularizacion), claudicaciéon intermitente, hipertension
arterial, tabaquismo, diabetes mellitus, indice de masa corporal y grado de
estenosis carotidea bilateral y medicacién actual y previa

Finalmente, la cohorte de estudio incluyé 31 sujetos (edad media + desviacion
estandar 67,4 + 2,6 afios, 21 hombres) tras la exclusion de un paciente con
estenosis carotidea asintomatica por diagnostico de neoplasia de vejiga
detectado tras realizarle el estudio ®F-FDG-PET / CT.

De entre los pacientes, 23 presentaban ateromatosis carotidea sintomatica y 8
eran asintomaticos. Las tasas de hipertension y diabetes mellitus fueron

similares en ambos grupos de pacientes, mientras que otros factores de riesgo
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como el habito tabaquico y el consumo de estatinas, fueron mas frecuentes en

los asintomaticos (Tabla 2).

5.1.2. Controles
Se incluy6 una poblacion de 26 controles sanos (16 hombres) con una edad
media 66,8 + 3,0 afios, comparable en edad y sexo a la poblacién de pacientes.

Las caracteristicas de los pacientes estan resumidas en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes.

Historia clinica y caracteristicas
Edad, (afios)

Sexo masculino n (%)
Hipertension n (%)

Diabetes melitus n (%)
Prediabetes n (%)

Enfermedad coronaria n (%)
Tabaco n (%)

Previo ictus/AlIT n (%)

IMC, kg/m? (DE)

Grado de estenosis ipsilateral % (DE)
Grado de estenosis contralateral % (DE)
Medicacion

Estatinas n (%)

Antiagregantes n (%)
Anticoagulantes n (%)

Analisis sanguineo

Leucocitos, 101 (DE)

Plaquetas, 10%1 (DE)

VSG, mm/h (DE)

hs-CRP, mg/l (DE)

Colesterol LDL, mg/dl (DE)
Colesterol HDL, mg/dl (DE)

Triglicéridos, mg/dl (DE)

Sintomaticos (n= 23)
67,3 (16,0)
15 (65)

17 (74)

8 (35)
1(4)
7(30)

12 (52)
4(17)
27,5 (1,1)
82,6 (16,2)

37,4 (25,0)

13 (57)
11 (48)

0

7,69 (0,43)
210,3 (10,1)
10,86 (1,30)
1,94 (0,41)
102,3 (6,2)
443 (2,4)

119,4 (14,5)

Asintomaticos (n= 8)
66,3 (22,5)
6 (75)

6 (75)

2 (10)

2 (25)
1(12)
7(87)

2 (25)
29,2 (1,3)
85,0 (14,2)

35,0 (23,2)

7(87)
7(87)

1(12)

7,50 (0,73)
210,7 (13,5)
4,83 (1,25)
1,38 (0,74)
80,0 (10,0)
497 (5,8)

134,6 (27,4)

69

P-valor

P=4

Controles P-valor

(n=26)
66,8 (3,0) P=4

16 (62) P=3
0

0

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A

DE desviacion estandar
AIT ataque isquémico
transitorio

IMC indice de masa
corporal

N/A no aplica

VSG velocidad de
sedimentacion globular
hs-CRP high-sensitivity C
reactive protein

LDL low-density
lipoprotein, HDL high-

density lipoprotein,

Los datos estan presentados
como ndmero total
(porcentaje) o media

(desviacidn estandar).



5.2. Comparacion del grado de inflamacién de las placas carotideas,
medidas mediante PET-FDG en pacientes con estenosis carotideas

sintomaticas frente a las asintomaticas.

La imagen de ®F-FDG-PET / TC centrada en el metabolismo de la pared
vascular se realiz6 en 29 de los 31 pacientes (figura 3), ya que no habia
disponibilidad a lo largo de las 2 semanas previas a la cirugia para realizar PET-
FDG en 2 pacientes sintomaticos. La inflamacion medida a traves del PET-FDG
de las placas de carotideas en pacientes sintomaticos y asintomaticos arrojo
valores similares (tabla 3). El estudio mediante U de Mann-Whitney,
seleccionado por el nimero de pacientes en la muestra, fue de U=77,5, (mediana
en sintomaticos= 2,5; rango intercuartilico 2,18-3,205 = 1,025); mediana en
asintoméaticos= 2,695; rango intercuartilico 2,48-2,995 = 0,515) con un valor P
de 0,4354, por lo que no podemos establecer la existencia de una diferencia en
la media de SUVmax entre grupos. La comparacion entre los valores de TBR del
lado sintomatico o con >70% de estenosis en asintomaticos, respecto al
contralateral, con estenosis comprendidas entre 30% Yy 70%, en los 31 pacientes,
se realizd mediante una t de Student pareada que arrojo un valor de t de -
1,224402, (media en sintomaticos ipsilateral = 1,88; rango intercuartilico = 1,625-
2,135 = 0,51; media en sintomaticos contralateral = 1,76; rango intercuartilico =
1,5-1,91 = 0,41) lo que corresponde con un valor P a una cola de ,11533, no
significativo. Por otra parte, en consonancia con la nocion de la enfermedad
ateroesclerdtica como una enfermedad sistémica en la que un mismo vaso a lo
largo de su recorrido y varios vasos de distintos territorios pueden verse
afectados simultdneamente, observamos una buena correlacion estadistica

entre los TBR de territorios vecinos. La correlacion de TBR de la carétida interna
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y la carétida comdn con los valores contralaterales fue de r=0,63 y r=0,72,
respectivamente. Encontramos una correlacion fuerte (r=0,63) entre la captacion
de radiofarmaco medida a través de SUV en carétidas y en iliacas. Los valores

de SUVmaxde arterias iliacas pueden observarse en la tabla 4.
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Tabla 3. Valores de SUVmax carotideos de sintomaticos y asintomaticos.

Sintomaticos | Asintomaticos
N=23 N=8
2,91 3,4
2,4 2,58
2,28 2,76
2,91 3,23
2,39 2,64
2,68 2,75
2,2 2,38
2,5 1,92
3,27
2,48
2,34
2,76
1,92
1,64
3,37
3,14
2,75
2,16
3,54
2,24
1,83
2,86

Figura 3. Fusion de *F-FDG-PET con la TC.

Imagen de ¥F-FDG-PET / TC que muestra la captacion de una placa carotidea calcificada
(flecha blanca) en un paciente sintomatico tras un AIT.
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Tabla 4. Valores de SUVmax iliacas de sintomaticos (carotideos) y asintomaticos.

Arteriailiaca derecha Arteriailiaca izquierda
Sintomaticos Asintomaticos = Sintomaticos = Asintomaticos
N=23 N=8 N=23 N=8
2,76 3,59 2,92 2,37
2,24 2,14 3,07 1,78
2,52 2,65 2,61 1,04
2,25 2,76 2,25 2
2,44 2,65 1,68 1,92
3,05 33 3,43 1,74
2,35 1,14 2,32 1,98
1,69 3,59 1,81 1,12
2,55 2,73
2,47 2,36
2,22 2,78
2,22 2,62
2,17 1,83
1,94 1,64
2,7 2,18
4,01 2,95
1,81 1,95
3,88 3,25
2,02 2,06
2,51 2,41
3,15 2,86
3,27 2,84
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5.3. Niveles circulantes de metaloproteasas (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-
10) o de su inhibidor (TIMP-1) en pacientes con estenosis carotidea

sintomatica y asintomatica, y controles sanos.

En nuestra cohorte de pacientes no pudimos observar una diferencia significativa
entre los valores de MMPs de pacientes sintomaticos y asintométicos. No
obstante, estos hallazgos eran esperables dado el reducido nUmero de pacientes
especialmente en el grupo de asintomaticos (N=8) y la similitud en los valores de

SUVmax carotideos de ambos grupos (véase 5.2).

Por otro lado, la comparacién entre los niveles basales de MMPs y el grupo de
controles sanos fue significativamente superior en el grupo pacientes para los
valores de MMP-1, MMP-7 y MMP-10, como puede observarse en la tabla 5. No

se observaron diferencias entre pacientes sintomaticos y asintomaticos.

Tabla 5. Niveles plasmaticos basales de MMPs 'y TIMP-1.

Biomarcador Pacientes (n=31)  Controles (n=26) P-valor
MMP-1, ng/ml 11,8 (9,5) 6,2 (4,1) p=,003
MMP-2, ng/ml 125,3 (6,5) 135 (6,4) p=,3
MMP-7, ng/ml 20,4 (6,4) 17,5 (4,1) p=,02
MMP-9, ng/ml 117,8 (10,7) 123,5 (12,4) p=7
MMP-10, pg/ml 726,7 (81,6) 513,2 (40,0) p=,01
TIMP-1, ng/ml 211,6 (9,4) 195,5 (8,1) p=,2

MMP metaloproteasa; TIMP inhibidor tisular de metaloproteasas.
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5.4. Relacién entre los niveles circulantes de metaloproteasas (MMP-2,

MMP-7, MMP-9, MMP-10) o de su inhibidor (TIMP-1) y la actividad

inflamatoria de la placa de ateroma estudiada mediante PET-FDG.

No se encontré6 una correlacion significativa entre los niveles sanguineos de

MMPs y el SUV de la arteria car6tida sintomatica (Tabla 6) o la arteria carétida

contralateral (datos no mostrados). Se obtuvieron resultados similares con la

TBR normalizada para la arteria carétida ipsilateral o para la arteria carotida

contralateral (datos no mostrados). Los valores de SUVmax Se correlacionaron

consistentemente entre territorios vecinos (carétida y arco aortico, r = 0,41 p =

0,03; carodtida y aorta abdominal, r = 0,51 p = 0,02). Sin embargo, ninguno de los

niveles sanguineos de MMPs se correlacioné con la captacion de F-FDG en el

arco aortico o la aorta abdominal (ver tabla 6).

Tabla 6. Correlaciones entre niveles sanguineos de MMPs y captacion de *F-FDG

(SUVmax).
Captacion de
la cardtida
sintomatica
MMP-1 -0,05

MMP-2 -0,01
MMP-7 -0,20

MMP-9  -0,28
MMP-10 -0,19
TIMP-1 0,05

MMP metaloproteasa; TIMP inhibidor tisular de metaloproteasas.

P-valor

0,77
0,95
0,28
0,13
0,33
0,78

Captacion
del arco
aortico

-0,07
0,01

-0,28
-0,11
-0,14
-0,29

P-valor

0,68
0,95
0,12
0,57
0,46
0,12

Captacion

de la aorta

abdominal
0,15

0,05

0,12

0,09

0,07

-0,17

P-valor

0,4

0,78
0,53
0,62
0,71
0,36

Como se ha comentado previamente (véase 5.2), encontramos una correlacion

fuerte (r=0,63) entre el SUVmax hallado en carotidas y en arterias iliacas (figura

4).
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5.5. Morfologia de las placas. Calcificacion en imagen TC

La inmensa mayoria de las placas carotideas observadas en la imagen de TC
estaban calcificadas, es decir, contaban con areas de >130 unidades Hounsfield
(UH). Unicamente se objetivé la ausencia de calcificacion (<130 UH) en tres de
las placas sintomaticas o de mayor grado de estenosis en caso de pacientes
asintomaticos (9%) y en un 25% de las placas contralaterales (8/31) (x*= 2,74 P
= 0,097). La mediana del grado de circunferencia ocupada por calcificacion
(CaScore) del lado sintomatico o de interés (1 = 0-25%; 2 = 25%-50%; 3 = 50%-
75%; 4= >75%) fue de 3 (con una media de 2,6), rango intercuartilico = 1,5-4 =
2,5. En el lado contralateral, el CaScore obtuvo una mediana de 2 (media de
2,04), rango intercuartilico = 1,5 — 3 = 1,5). La diferencia entre los CaScore del
lado sintomatico y asintomatico se calcul6 mediante el test de la U de Mann-
Whitney para la comparacion de medianas (z = 1,6185 P = 0,052). Estos datos
muestran una mayor circunferencia de calcificacion del lado sintomatico, con la

diferencia respecto al lado asintomatico al borde de la significacion estadistica.

Se observo gue la captacion de FDG no se correspondia con zonas calcificadas
de los vasos que, razonablemente, estan en un estadio posterior al de la fase
inflamatoria. La correlacion entre la inflamacion, medida a través de PET-FDG y
el CaScore fue negativa y estadisticamente significativa, con unar =-0,41 P =

0,021 (figura 4).
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All AID

Figura 4. Captacion de arterias iliacas.

Estudio de imagen 8F-FDG-PET / TC centrado en las arterias iliacas. La primera fila se
corresponde con el estudio FDG-PET, la segunda con la TC y la tercera con la fusion de
ambas. Las imagenes de la izquierda se centran en la arteria iliaca izquierda (All) y las
imagenes de la derecha en la arteria iliaca derecha (AID). Se observa una mayor
calcificacion de la AID (flecha blanca) lo que se corresponde con una menor captacion
del radiotrazador (véase la primera fila), SUVmax All 2,39 vs. 2,30 AID.
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5.6. Correlacion entre la inflamacion de las placas carotideas, medidas

mediante PET-FDG y los niveles de metaloproteasas/inhibidor, con la

presencia de nuevos eventos isquémicos tras un seguimiento de al

menos 12 meses.

Después de un seguimiento medio de 1004 dias, se registraron 4 eventos

cerebrovasculares (2 ictus isquémicos y 2 ataques isquémicos transitorios), 7

cardiovasculares (4 infartos de miocardio, 3 angina de pecho) y 11 eventos

vasculares periféricos que requirieron hospitalizacion. No se registraron muertes

durante el seguimiento. Como era de esperar, la puntuacién de riesgo RICORNA

predijo eventos futuros (HR = 1,08 p = ,002). Cuando se agregaron otras

variables al modelo (tabla 7), la MMP-7 circulante fue la anica MMP capaz de

mejorar el valor predictivo de RICORNA (HR = 1,15 p = 0,006).

Tabla 7. Variables del modelo.

Variable

Tipo

Descripcion

TBR carétida

Cuantitativa continua

Valor de captacion SUVmax
dividido entre el SUVmax de la
vena cava.

TBR carétida contralateral

Cuantitativa continua

Valor de captacion SUVmax
dividido entre el SUVmax de la
vena cava.

TBR iliacas Cuantitativa continua Valor de captacion SUVmax
dividido entre el SUVmax de la
vena cava.

TBR cayado Cuantitativa continua Valor de captacion SUVmax
dividido entre el SUVmax de la
vena cava.

MMP-1 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

MMP-2 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

MMP-7 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

MMP-9 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

MMP-10 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

TIMP-1 Cuantitativa continua Valores sanguineos.

VSG Cuantitativa continua Valores sanguineos.

PCR Cuantitativa continua Valores sanguineos.
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RICORNA Cuantitativa discreta Ecuacion que tiene en cuenta
los principales factores de
riesgo vascular.

Estatinas* Catego6rica nominal 1= toma de estatinas
0= no hay toma de estatinas.

*La toma de estatinas se incluyé como una variable adicional dada su accion
antiinflamatoria en la placa ateroesclerética. VSG: velocidad de sedimentacion globular,
PCR: proteina C reactiva, RICORNA: Rlesgo para eventos CORonarios en la poblacién
de Navarra.

El TBR de la arteria car6tida contralateral parecia ser un buen predictor de tales
eventos (HR = 3,5 p = 0,05), aunque cuando el modelo se asocid con las
variables de interés, a saber, RICORNA y MMP-7, el riesgo no fue
estadisticamente significativo para el TBR (HR = 2,5 p = ,15). La inclusion de
otras variables, como el resto de MMP, TIMP-1, PCR 0 VSG y 8F-FDG-PET, no
logr6 mejorar la prediccion de eventos vasculares. Se aplicaron veinte
imputaciones multiples para los 8 valores perdidos en la variable MMP-7 y 8F-
FDG-PET. Cuando se utilizé solo RICORNA, el modelo fue predictivo (P = 0,001)
y cuando se utilizé MMP-7 y 18F-FDG-PET, el modelo también fue predictivo (P
= 0,019). Esto demuestra el buen comportamiento predictivo de MMP-7 gracias
al uso de la imputacién multiple de los datos ausentes. Los niveles de MMP-7 no
fueron significativamente diferentes en pacientes con y sin enfermedad
coronaria. Cuando se estudiaron las curvas ROC con una regresion logistica
para la MMP-7, se establecid un punto de corte de 20,48 ng / ml (para una
probabilidad de ,4986). Esto se corresponde con un area bajo la curva (AUC) de
0.7115 que indica el poder predictivo de la regresién logistica en general (P =
0,0844). Dicho punto de corte llevd a una sensibilidad del 61%, una especificidad
del 87%, y un valor predictivo positivo del 80%. Esta probabilidad vino de

maximizar la curva ROC (figura 5).
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Figura 5. Curva ROC.

El gréfico refleja la sensibilidad y la especificidad: el punto de corte (flecha) tiene buena
sensibilidad y especificidad en comparacion con el punto de interseccion.
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5.7 Metaloproteasas en el estudio histolégico de las placas y su

correlacion con los niveles circulantes.

Todas las muestras de endarterectomia correspondian a placas ateroscleroticas
avanzadas (tipos V-VIII) segun la clasificacion histolégica de la American Heart
Association (AHA) (148). La mediana de la escala de clasificacion visual
semicuantitativa (0-5) para cada inmunotincion de MMP puede verse en la tabla
8. Hubo una asociacién significativa entre el CD68 y MMP-9 (r = 0,42, p = 0,009)
o TIMP-1 (r = 0,38, p =,018), incluso después de la correccion de Bonferroni,
pero no con MMP-10 (r = 0,28). En las figuras 6 a 8 pueden observarse algunos
ejemplos de inmunotincion. Se encontré una correlacion moderada entre los
valores de TIMP-1 en plasma e intraplaca (r = 0,42; p = ,02), pero no hubo
asociacion entre los valores de MMP-9 o MMP-10 intraplaca y su concentracion
plasmatica. Las correlaciones entre las MMP plasméaticas y los hallazgos
histolégicos se muestran en la tabla 9. El TIMP-1 intraplaca se correlacion6 con
su nivel plasmatico (r = 0,42 p = 0,02) y con la captacion de *¥F-FDG (r = 0,38 p

= 0,05).
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Tabla 8. Escala de clasificacion visual semicuantitativa (escala de 0 a 5).

Paciente MMP-9 MMP-10 CD68 TIMP-1
1 4,5 4 4 1
2 2,5 1 0 0
4 3 1 4 4
5 2,5 35 3 1
6 3 2 3 1
7 5 45 3 0
8 45 2,5 5 2
9 0 0 0 0
10 45 0,5 4 2
11 5 3,5 2 5
12 0,5 2 0 0
13 2,5 3 3 4 MMP metaloproteasa
14 25 15 2 3 CD68 cluster of
15 7 35 > 3 differentiation 68
16 4 25 2 2 tTlsll':/llaPr E‘:ibidor
17 15 2 1 1 metaloproteasas.
18 15 2 1 0
19 1 15 0 1
20 15 15 1 0
21 3 2,5 3 5
22 4 2,5 4 5
23 35 5 5 1
24 2,5 2,5 3 2
25 2 2,5 2 1
26 1 0 1 1
27 3 3 3 1
28 5 3 4 3
29 4 3 3 2
30 5 4 5 3
31 2 1 2 3
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Figura 6

Imagen representativa de A= baja inmunotincion CD68 (1/5); B= media (2/5) y C= alta
(4/5).
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Figura 7

Imagen representativa de A= baja inmunotincion MMP-9 (1/5); B= media (3/5) y C=
alta (5/5).
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Figura 8

Imagen representativa de A= baja inmunotincion MMP-10 (1/5); B= media (2/5) y C=
alta (4/5).
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Tabla 9. Correlacion entre MMPs plasmaticos y hallazgos histolégicos.

Histologia Plasma Correlacion * P-valor
CD68 MMP-9 r-0,42 0,009
MMP-10 r-0,28 0,09
MMP-7 r=0,04 0,83
TIMP-1 r-0,38 0,018
MMP-10 MMP-10 r-0,14 0,45
MMP-9 MMP-9 r-0,37 0,08
TIMP-1 TIMP-1 r=0,42 0,02

CD68 cluster of differentiation 68; MMP metaloproteasa; TIMP inhibidor tisular de
metaloproteasas. *En las variables que seguian una distribucion normal se utiliz6
coeficiente de correlacién de Pearson mientras que en las que no seguian una distribucion
normal se utilizo el coeficiente de correlacion de Spearman.

5. 8. Correlacion entre el valor de captacion de ®F-FDG observado en la
lesion ateromatosa carotidea con la densidad de células que expresan el
marcador macrofagico CD68 en la pieza quirdrgica extraida mediante

endarterectomia.

Existe una correlacion débil entre CD68 intraplaca (marcador de macrofagos) y
BE-FDG-PET (r = 0,31), aunque no alcanzd significacion estadistica (p = 0,12).
No se encontro correlacion entre CD68 intraplaca y las MMP intraplaca, TIMP-1,

y los niveles de hs-CRP o VSG.
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6. Discusion

En el presente estudio no se observo una diferencia significativa entre el grado
de inflamacién medida por 8F-FDG-PET / CT en la regién de maxima estenosis
arterial entre los pacientes con estenosis carotidea sintomatica y asintomatica,
con independencia de que, para establecer el grado de inflamacion intraplaca,
se utilice el SUVmax o el TBR. En estudios previos se habia sugerido que el
grado de inflamacién medido por ¥F-FDG-PET / CT permitia diferenciar
carotidas sintomaticas y asintoméaticas. Asi, Demeure y colaboradores (149)
compararon el grado de inflamacién en 30 pacientes con estenosis carotidea
grave (superior al 70%), 11 de ello sintomaticos y 19 asintomaticos, con un
disefo similar al del presente trabajo. Observaron que los valores de TBR fueron
mayores en los pacientes sintomaticos que en los asintomaticos (1,97 + 0,28
versus 1,68 + 0,35; p = 0,05). Por otro lado, Rudd y colaboradores (113)
estudiaron 8 pacientes con estenosis sintomatica mediante ®F-FDG-PET de los
cuales 6 mostraron algun grado de estenosis en el lado contralateral y se
comparo la captacion en la car6tida sintomética con la contralateral. El grado de
captacion en la placa sintomatica era un 27% mas elevado que el de la estenosis
asintomatica contralateral. A diferencia del presente estudio, en el que se
compararon estenosis superiores al 70% en pacientes sintomaticos y
asintomaticos, el grado de estenosis de la cardtida asintomatica de los 6
pacientes con estenosis bilateral fue de entre el 35% y el 75%. Siguiendo la
metodologia de Rudd y colaboradores (108), se compard en esta cohorte de
pacientes, el grado de inflamacién de las lesiones ateromatosas criticas con la
de otras placas asintomaticas existentes en la carétida contralateral de los

pacientes y tampoco se detectaron diferencias significativas. La mayoria de los
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pacientes de esta cohorte presentaban placas carotideas en la carétida
contralateral a la lesion critica, aunque estas placas asintomaticas eran
mayoritariamente eran inferiores al 70%. Es posible que el grado de inflamacion
intraplaca medido mediante 8F-FDG-PET / CT dependa del grado de estenosis
arterial lo que explicaria estos resultados. En linea con los hallazgos del presente
estudio, otros autores observaron, en 15 pacientes con estenosis carotidea
sintomatica, que el grado de inflamacién era comparable entre las lesiones
sintométicas y asintomaticas (114). En este trabajo, Okane y colaboradores
(109) estudiaron la captacibn en 15 pacientes con estenosis carotidea
sintomatica reciente y 2 pacientes con infartos cronicos y no identificaron una
captacion significativa en muchas de las lesiones o diferencias entre
sintomaticos y asintomaticos. Finalmente, en el estudio de Skagen vy
colaboradores (35), comparando dos grupos de 18 pacientes con estenosis
sintomatica y asintomatica se describié una diferencia significativa en los valores
de SUVmax en favor del grupo sintomatico (P = ,03) con respecto al asintomatico.

Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas al aplicar el TBR.

La ausencia de diferencias en la captacion por ®F-FDG-PET / CT podrian
explicarse porque el grado de inflamacién dependa de la composicion de la
placa. De hecho, algunos autores han observado que el grado de inflamacién es
habitualmente menor en placas calcificadas (150, 151). En el presente estudio
las placas eran heterogéneas, pero mayoritariamente muy calcificadas y la
captacion de FDG en las placas carotideas no se correspondia con zonas
calcificadas en las arterias, tal y como describieron Rudd y colaboradores (132).

Idénticas conclusiones se obtuvieron del estudio de Demeure F y colaboradores
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(149) que observaron que la captacion de 8F-FDG y el nimero de macréfagos
(por tanto, el componente inflamatorio intraplaca) se asociaron de forma inversa

con la cantidad de calcio en la placa.

Otro de los objetivos de este trabajo fue establecer si los niveles circulantes de
metaloproteasas (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10) o de sus inhibidores (TIMP-
1) permitian diferenciar a los pacientes con estenosis carotideas sintomaticas y
asintomaticas y pacientes sanos. En la presente cohorte de pacientes no se
encontraron diferencias significativas entre los niveles de MMPs de pacientes
sintomaticos y asintométicos. A diferencia de nuestra serie, algunas
publicaciones previas demostraron que los niveles de MMP-9 y TIMP-1, se
asociaban con una mayor prevalencia de estenosis carotidea y aterosclerosis
subclinica en la arteria cardtida interna (152) y que en pacientes con estenosis
carotidea existe un desequilibrio entre los niveles de MMP -1, -2, -3y -9y TIMP-
1y -2 (153) como reflejo de la vulnerabilidad de la placa de ateroma. Otros
estudios observaron que los niveles circulantes de otras MMPs como la MMP-8
estan también elevados en pacientes diabéticos con placas sintoméaticas o que
progresan respecto a aquellos pacientes con placas asintomaticas (154, 155).
En relacion con la MMP-7, un estudio previo que incluyé 182 pacientes con
ateromatosis carotidea, observo que los pacientes con ateromatosis carotidea
superior al 50% presentaban niveles plasméticos de MMP-7 significativamente
mas elevados en comparacion con controles sanos, especialmente en pacientes
con sintomas recientes (es decir, en los ultimos 2 meses) (82). Sin embargo, en
ningunos de los estudios realizados hasta la fecha se compararon los niveles de
MMPs o TIMP-1 entre pacientes sintomaticos y asintomaticos con estenosis

carotideas criticas.
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Los resultados del presente estudio confirman que los niveles de MMP-1, MMP-
7y MMP-10 son diferentes en pacientes con ateromatosis respecto a controles
sanos. Es bien conocido que los niveles circulantes de MMPs o de sus
inhibidores (TIMP-1) se alteran en respuesta a la presencia de mdultiples factores
de riesgo vascular o ateromatosis, aunque sea subclinica (53). Por tanto,
nuestros hallazgos sugieren que los niveles de metaloproteasas reflejan la
presencia de ateromatosis, con independencia de que las placas sean o no
sintométicas, al igual que describen otros autores (156). La MMP-10 participa en
el proceso de remodelado vascular inducido por mediadores inflamatorios (157)
y se ha demostrado que un aumento en los niveles de MMP-10 se relaciona con
un aumento en la gravedad de la aterosclerosis y un peor pronéstico de la
enfermedad arterial periférica (158). Por su parte, la MMP-1 junto con la MMP-8
y la MMP-13 se asocia con un aumento de la degradacion del colageno en la
capa fibrosa de la placa ateromatosa que conduce a su ruptura (159). Ademas,
es posible que el aumento de MMP-1, MMP-7 y MMP-10 se deba a la presencia
de placas vulnerables en otros territorios arteriales. La aterosclerosis es una
enfermedad generalizada y muchos de los pacientes asintomaticos de la
presente cohorte, presentaban placas en otros territorios arteriales que podrian
condicionar alteraciones de los niveles de metaloproteasas circulantes o sus
inhibidores. De hecho, aunque se traté de reclutar pacientes con estenosis
carotideas sin enfermedad vascular activa en otros territorios arteriales, en todos
los pacientes incluidos (tanto sintométicos como asintomaticos) se observaron
en el estudio PET placas con un elevado componente inflamatorio, sobre todo

en femorales e iliacas.
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En este trabajo también se estudio si existia una correlacion entre la presencia
de inflamacion de las placas carotideas, medidas mediante *®F-FDG-PET /CTy
los niveles de metaloproteasas/ inhibidores. Considerando que la inflamacion
intraplaca y los niveles circulantes de las MMPs y sus inhibidores podrian
identificar placas de ateroma vulnerable, se consider6 que alguna de las MMPs
deberia estar elevada en estenosis sintomaticas con actividad inflamatoria. Sin
embargo, en nuestra serie de pacientes, no se observdé una correlacion
significativa entre los niveles de MMPs y los valores de captacion en la estenosis
carotidea medida mediante F-FDG-PET. Estos hallazgos estan en
concordancia con estudios previos (86). Asi, Duivenvoorden R y colaboradores
(86) observaron que los niveles plasmaticos de PCR de alta sensibilidad, IL-6 ,
selectina sP, selectina s, ICAM-1, ECAM-1 y MMP-3 y MMP-9 no se
correlacionaron con el grado de inflamacién de la placa evaluada mediante 8F-
FDG / CT a nivel carotideo o aodrtico. En esta misma linea, otros estudios han
demostrado que los niveles de marcadores circulantes de inflamacién no se

correlacionan con la actividad inflamatoria intraplaca (83, (160).

Sin embargo, otros autores observaron que la captacion en las placas carotideas
se correlaciona con la expresion de diferentes marcadores de inflamacion a nivel

local, incluida la MMP-9 intraplaca (132).

Es indudable que la inflamacion es un elemento esencial en el desarrollo de la
enfermedad aterosclerética y las MMP estan involucradas en la desestabilizacion
de la placa de ateroma. Sin embargo, el perfil inflamatorio o los niveles de MMPs
y sus inhibidores circulantes no predicen de forma fiable el grado de inflamacién
de la placa en pacientes con estenosis carotidea. Esta falta de correlacion podria

explicarse parcialmente por el hecho de que las placas de ateroma presentasen
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una alta calcificacion, lo cual se correlaciona negativamente con la inflamacién
medida a través de la FDG-PET (95) o que esta correlaciéon solo pueda

observarse a nivel local, en la placa de ateroma.

Paradojicamente, en el presente estudio, el TIMP-1 circulante, se correlacion6
de forma débil a moderada con el grado de inflamacién medido mediante 8F-
FDG-PET. En pacientes con placas ateroscleroticas vulnerables deberia
prevalecer la degradacion de la matriz, con un aumento de la secrecion de
MMPs, mientras que los inhibidores como el TIMP-1 deberian estar disminuidos,
lo que induciria una mayor actividad proteolitica e incrementaria el riesgo de
ruptura de la placa. De hecho, experimentalmente la sobreexpresion de TIMP-1
reduce las lesiones ateroscleréticas y reduce los niveles de MMP-2, MMP-3 y
MMP-13 (161). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los niveles
elevados de TIMP-1 se asocian con mayor riesgo vascular o de eventos de
origen cardiaco. En el Framingham Heart Study se observé que los niveles
plasmaticos de TIMP-1 son mas altos en hombres que en mujeres y se
correlacionaron con los principales factores de riesgo vascular, los indices de
hipertrofia del ventriculo izquierdo y disfuncién sistélica (162). En esta misma
linea, en pacientes con lesiones coronarias, los niveles circulantes de TIMP-1,
pero no los de MMP-9 se asocian con mayor riesgo de muerte de origen
cardiaco, infarto de miocardio y revascularizacion de la lesién diana (163). En
este trabajo, la ausencia de correlacion de las MMPs circulantes estudiadas con
la captacién de FDG en la placa sugieren que el TIMP-1 puede tener efectos que
van mas alla de sus acciones sobre las MMPs. Por otro lado, Orbe et al (164)
demostraron que las areas de calcificacion en las placas aterosclerdticas se

asociaban con un aumento de la expresion de TIMP-1. Es posible que la
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correlacidén observada no esté reflejando la inflamacion intraplaca, sino que se
relaciona con la composicion de las placas que en este estudio mayoritariamente

son calcificadas.

Una cuestion interesante que se planteo al inicio de este estudio fue conocer si
los niveles de metaloproteasas/inhibidores predecian la aparicion de nuevos
eventos isquémicos a lo largo del seguimiento. En este sentido, unos de los
resultados mas interesantes del presente estudio es que el nivel de MMP-7
circulante, demostré ser capaz de predecir eventos vasculares después de un
seguimiento de 1004 dias, mejorando la capacidad predictiva de los factores de
riesgo cardiovascular tradicionales. Este hallazgo novedoso es consistente con
los datos de un estudio previo (82) en el que los niveles plasmaticos elevados
de MMP-7 se asociaron de forma independiente con la mortalidad total después
de un seguimiento medio de 3,5 afios. En contraste con el presente trabajo,
Abbas y colaboradores (82) no documentaron una asociacion de la MMP-7 con
la aparicion de eventos cardiovasculares (82). Los mecanismos subyacentes a
la asociacion entre MMP-7 y eventos cardiovasculares recurrentes aln no se
han definido. No obstante, parece razonable pensar que el aumento de MMP-7
pueda estar involucrado en la progresion de la placa ateromatosa. Asi, en un
estudio previo que incluyd 106 endarterectomias, se demostr6 que la
sobreexpresion del gen MMP-7 era 100 veces mayor en las placas que en las
arterias normales (165). Otra posible explicacién es que la MMP-7 podria
aumentar la vulnerabilidad de la placa a través de procesos inflamatorios (86,
156). Sin embargo, en el presente estudio no encontramos ninguna correlacion
entre la MMP-7 circulante y la inflamacion de la placa carotidea in vivo evaluada

mediante ®F-FDG-PET/CT. Podria sugerirse que en la PET/TC con ¥F-FDG
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puede ser menos sensible que la histologia para la deteccién de inflamacion lo
gue explicaria la ausencia de correlacion. También se podria hipotetizar que son
los niveles de MMPs intraplaca los que podrian correlacionarse con el grado de
inflamacion. Sin embargo, tampoco se encontré una correlacién entre el grado
de inflamacién de la placa en PET / TC con ®F-FDG y las MMP que se
determinaron intraplaca. En este estudio, no se midi6é la MMP-7 intraplacay, por
lo tanto, no se puede saber con certeza si la inflamacion intraplaca es un reflejo
de los niveles locales de MMP-7. Finalmente, es posible que la elevacion de los
niveles plasmaticos de MMP-7 refleje la carga aterosclerética del paciente, pero
no informe sobre la presencia de inflamacion de la placa en un territorio vascular

especifico.

A diferencia de lo observado con la MMP-7, en el presente estudio el grado de
inflamacién en la placa carotidea medido mediante ¥F-FDG-PET / TC no
permiti6 predecir el riesgo de ictus o eventos vasculares después de un
seguimiento de 1004 dias. Estos resultados contrastan con lo publicado
previamente por Kelly y colaboradores (133) que encontraron que los valores de
SUVmax se asociaron con un HR de 4,57 (IC 1,5-13,96; p=0,008) tras un
seguimiento de 90 dias. No obstante, la alta incidencia de ictus en dicho estudio
(37 de 192 pacientes) pudo favorecer la obtencién de hallazgos significativos.
Por otra parte, y a diferencia del presente estudio, en la publicacién de Kelly y
colaboradores (133) las placas de ateroma no eran mayoritariamente
calcificadas. En nuestra cohorte se observd que la mayoria de los pacientes
presentaban placas calcificadas y que la presencia de calcio intraplaca se

correlacionaba negativamente con la captacién del radiotrazador FDG.
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La composicion de la placa es uno de los factores que podria condicionar la
presencia de inflamacion intraplaca. En este trabajo, se observo una correlacion
no significativa entre el valor de captaciéon de 8F-FDG-PET / CT observado en
la lesibn ateromatosa carotidea con la densidad de células que expresan el
marcador macrofagico CD68 en la pieza quirargica extraida mediante
endarterectomia. A diferencia del presente estudio, Rudd y colaboradores (108).
demostraron que existia una buena correlacion entre la inflamacion medida
mediante FDG-PET vy la expresién de CD68 intraplaca (113). No obstante, al
igual que en nuestra cohorte, otros autores no han encontrado una correlacién
entre la composicion de la placa y la captacion de FDG (36, 121). Aunque es
posible que nuestros hallazgos no alcancen la significacion estadistica por falta
de potencia, algunos investigadores apuntan a que el FDG-PET podria medir
otros fendmenos mas alla de la inflamacién como la neoangiogénesis (122) y la
hipoxia a nivel local (123).

Como se ha comentado previamente, la composicion de la placa podria explicar
la presencia de captacion en PET y es menor en placas de ateroma calcificadas,
como ocurre en la mayoria de sujetos de este estudio. En concordancia con
nuestros hallazgos, el mayor estudio hasta la fecha que evaluo la presencia de
inflamacién vascular mediante 8F-FDG-PET / MRI en individuos con
ateromatosis, mostré que la mayoria de las captaciones de FDG se detectaron
en segmentos arteriales libres de calcio, asi como en placas ricas en lipidos, lo
gue sugiere que la inflamacién arterial es mas activa en etapas tempranas de la
aterosclerosis (138).

Los pacientes con estenosis carotidea grave tienen un mayor riesgo de ictus,

enfermedad de la sustancia blanca (166), enfermedad de las arterias coronarias
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(167), arteriopatia periférica y muerte de origen vascular (168). El neurdlogo
clinico tiene un especial interés en conocer el riesgo de ictus en pacientes con
estenosis carotidea. En la actualidad, no existe un biomarcador que permita
predecir el riesgo de ictus o eventos vasculares en pacientes con estenosis
carotidea. Nuestros hallazgos sugieren que, en pacientes con estenosis
carotidea critica, el aumento de MMP-7 circulante podrian utilizarse como un
biomarcador de riesgo de eventos vasculares, aunque puede incrementarse en
otras enfermedades (160), pero no es un marcador especifico de riesgo de ictus
o de recurrencia de ictus isquémico. La elevacion de MMP-7 probablemente
refleja la carga aterosclerética de los pacientes, pero no el riesgo de
complicaciones de la placa carotidea sintomatica o asintomética. No en vano, la
MMP-7 se ha utilizado en paneles de protedémica tanto para prevencion primaria
(169) como secundaria (170) de eventos cardiovasculares. El estudio simultaneo
de la expresién de varias proteinas implicadas en el riesgo cardiovascular ha
demostrado utilidad en un estudio reciente. Nurmohamed y colaboradores
testaron un modelo de 50 proteinas plasmaticas en 870 participantes que ya
habian padecido un evento vascular. El mismo panel se testé en una cohorte de
validacion que incluia 700 pacientes similares. En la primera cohorte, 263
pacientes (30,2%), presentaron un nuevo evento cardiovascular en un periodo
con una mediana de seguimiento de 8 afios (4,6-12,2 afios) incluyendo ictus
isquémico (12,1%) infarto de miocardio (5,5%) y muerte de origen vascular
(12,6%). En la segunda cohorte, con una mediana de seguimiento de 3 afios
(2,2-3,1 afios), un 7,5% de los pacientes sufrieron un ictus isquémico, un 5,6%
un infarto de miocardio y un 5,4% una muerte de origen vascular. El estudio

protedmico mejoro el modelo clinico de factores de riesgo vascular clasicos tanto
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en la primera (AUC = 0,810 vs. 0,750; P = 0,001) como en la segunda cohorte
(AUC = 0,801 vs. 0,765; P = 0,001). De las 50 proteinas representadas en el
modelo, la MMP-7 fue la tercera en importancia solo por detras del N-terminal
pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP) y la kidney injury molecule 1 (KIM-1)
(171). Estos datos avalan nuestros hallazgos y estan en linea con el potencial
valor de la MMP-7 como biomarcador.

Hasta la fecha, se han estudiado otros mediadores para predecir el riesgo de
ictus isquémico recurrente. Uno de los trabajos méas relevantes evalué 14
biomarcadores diferentes (172), incluida la IL-6 y la proteina C reactiva. Que
mostraron una utilidad limitada en la prediccibn de ictus recurrente. La
osteopontina, la neopterina y la mieloperoxidasa (173), asi como la fosfolipasa
A2 asociada a las lipoproteinas (174), los niveles de acidos grasos libres (175)
niveles elevados de la lipoproteina A (176) y las células madre endoteliales
circulantes (177), podrian predecir el riesgo de recurrencia, mientras que los
datos sobre el ligando CD40 soluble son inconsistentes (173, 178). No obstante,
ninguno de estos marcadores se ha comparado con MMP-7 en un entorno similar

y, por lo tanto, son necesarios mas estudios con muestras mas amplias.

En esta cohorte de pacientes el estudio PET se ampli6 para detectar la presencia
de placas en arterias de miembros inferiores y se detectaron placas con actividad
inflamatoria en PET en las arterias iliacas en un 100% de los pacientes, en
ausencia de sintomatologia clinica de arteriopatia periférica. Se observo una
correlacion fuerte (r=0,63) entre el SUVmax hallado en cardtidas y en arterias
iliacas. En concordancia con estas observaciones, otros autores (35) también

han descrito aumento de captacion SUVmax y TBR en arterias localizadas en
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otros territorios vasculares en pacientes con estenosis carotidea grave. En
concordancia con estos resultados, otros autores observaron que en pacientes
con estenosis carotidea se detecta enfermedad coronaria y arteriopatia periférica
en el 68% y 21% de los pacientes, respectivamente (179). Ademas, el riesgo de
presentar enfermedad vascular en otros lechos vasculares es mayor entre los
pacientes con estenosis carotidea critica. La alta probabilidad de detectar
ateromatosis en otros territorios, unido a la elevada frecuencia de
complicaciones relacionadas con la enfermedad arterial periférica a lo largo del
seguimiento observada en este estudio, sugiere que los neurdlogos deberiamos
considerar la ateromatosis carotidea critica como un indicador de que el paciente
padezca enfermedad polivascular y realizar una evaluacion mas exhaustiva de
la presencia de ateromatosis en otros territorios arteriales. De hecho, el riesgo
de eventos vasculares es mas elevado en pacientes con enfermedad de dos o
mas territorios arteriales. El estudio REACH demostré6 un aumento acumulativo
de casi tres veces del riesgo de muerte cardiovascular, infarto de miocardio o
ictus en pacientes con enfermedad ateromatosa de mas de un territorio vascular
en comparacion con pacientes con solo factores de riesgo de aterotrombosis
(180), que se confirmd en estudios posteriores (181, 182). En este trabajo se
detectaron ademas placas asintométicas en no solo en arterias iliacas y
femorales sino también en la aorta, como expresion de que la enfermedad

ateromatosa es generalizada

La enfermedad carotidea también es mas frecuente en los pacientes con
enfermedad arterial periférica, y existe una relacién entre la gravedad de la

enfermedad arterial periférica y la ateromatosis carotidea (183, 184).
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El estudio tiene una serie de fortalezas que deben ser destacadas. En primer
lugar, se realiz0 una seleccion cuidadosa de los pacientes, los datos
demograficos, clinicos y resultados de pruebas diagndsticas eran detallados y
estaban disponibles para todos los pacientes durante todo el seguimiento y
tratamiento, el cual se realizé siguiendo estrictamente las Ultimas guias clinicas
en todos los casos. Se excluyeron aquellos pacientes con enfermedades
infecciosas, autoinmunes o inmunosupresion, con antecedentes de enfermedad
vascular, eventos isquémicos cardiacos y cirugias recientes o que recibieran
tratamientos que pudieron alterar la medicion de metaloproteasas o el
componente inflamatorio de la placa. Ademas, se realizé en todos los pacientes
un ¥F-FDG-PET/TC en las primeas dos semanas y en ninglin caso se retraso la
cirugia para realizar esta exploracién. En tercer lugar, el grado de inflamacién de
la placa carotidea se midié de forma detallada y en todos los pacientes se realizé
un seguimiento prolongado, sin que haya habido pacientes perdidos. Finalmente,
todas las muestras se recogieron y almacenaron siguiendo los estrictos criterios
de calidad del Biobanco de la Universidad de Navarra y las mediciones de
metaloproteasas se realizaron en un laboratorio con amplia experiencia.

La principal limitacion del estudio es el bajo numero de pacientes. Un mayor
ndimero de pacientes podria haber identificado diferencias en los niveles de
MMP-7 entre pacientes sintomaticos y asintomaticos, asi como la utilidad de
otros biomarcadores potenciales. De hecho, la consiguiente falta de poder
estadistico puede haber impedido observar el valor predictivo de la 1®F-FDG-PET
en la prediccion de eventos vasculares. Los estrictos criterios de inclusion y la
necesidad de realizar un 8F-FDG-PET antes de 2 semanas desde el inicio de

los sintomas han sido los principales factores limitantes del reclutamiento de
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pacientes. Ademas, se ha observado un aumento del niumero creciente de
pacientes con estenosis carotidea grave tratados con stenting. Diferentes
estudios han mostrado que la colocacién de endoprotesis para la estenosis
carotidea sintomatica se asocia con un mayor riesgo de accidente
cerebrovascular periprocedimiento o muerte que la endarterectomia (185). Sin
embargo, este riesgo adicional se atribuye principalmente a un aumento de ictus
leves no discapacitantes que ocurren en personas mayores de 70 afios y a largo
plazo la colocacion de un stent carotideo es tan eficaz para prevenir la
recurrencia de ictus como la endarterectomia. Por este motivo, el nimero de
cardtidas sintomaticas tratadas con stenting en pacientes menores de 70 afos
experimentd un aumento significativo, que también influy6 en el reclutamiento de
pacientes sometidos a endarterectomia. Por otro lado, es posible que la actividad
infamatoria de la placa de ateroma en PET esté influida por el uso de estatinas
en los pacientes del presente estudio. El uso de estatinas a altas dosis en
pacientes con estenosis carotidea se realiz6 en todos los pacientes antes del
realizar la PET, siguiendo las guias clinicas vigentes para el tratamiento del ictus.
Por cuestiones éticas no se retraso el inicio de ningun tratamiento que estuviera
indicado a criterio medico antes de la realizacién del 1®F-FDG-PET. Es necesario
tener en cuenta que la resolucién espacial de los estudios PET es limitada y
puede que en el estudio histoldgico de la placa no se haya incluido la zona en la
gue se detecta inflamacion en el PET. En este estudio no se incluyeron pacientes
con estenosis menores del 70% porgue se queria estudiar la histologia de la
placa. Es posible que incluyendo lesiones menos avanzadas se hubiera obtenido
placas con menor grado de calcificacion y con mas componente inflamatorio.

Ademas, no se obtuvieron imagenes de la placa aterosclerética mediante una
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modalidad de imagenes de alta resolucion como la resonancia magnética que
podria haber permitido identificar mejor los componentes histolégicos de la placa
y su vulnerabilidad. Otra posible limitacion es que la extensa descalcificacion
requerida para el analisis de las muestras de endarterectomia podria haber
afectado negativamente a la antigenicidad tisular, particularmente la de las
proteinas extracelulares como las MMP. Finalmente, la enfermedad arterial
periférica es comun en pacientes con estenosis carotidea y no se estudio la
presencia de enfermedad arterial periférica subclinica mediante indice tobillo-
brazo, ecografia, TC o RM antes de la endarterectomia. Aungque nuestros
pacientes no presentaban sintomas de claudicacién intermitente, no se puede
descartar por completo la presencia de estenosis de arterias femorales graves,
aunque sin sintomas clinicos, previa a la endarterectomia.

En conclusién, en la mayoria de los casos, el ictus isquémico aterotrombatico
estd causado por la desestabilizacién de una placa aterosclerética vulnerable.
En comparacion con las lesiones estables, las placas vulnerables suelen
presentar inflamacion y por este motivo la identificacion de las placas
ateroscleroticas en riesgo de ruptura constituiria un avance importante en el
tratamiento de la enfermedad ateroscleroética. Los hallazgos del presente estudio
no apoyan el uso de ¥F-FDG-PET / CT o los niveles de metaloproteasas o sus
inhibidores para diferenciar estenosis carotideas sintoméaticas o asintomaticas y
tampoco para establecer el riesgo de recurrencia de ictus. Nuestros hallazgos
proporcionan evidencia de que la MMP-7 circulante podria representar un
biomarcador de eventos cardiovasculares recurrentes (no especificamente de

ictus) en pacientes con estenosis carotidea grave.
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La aterosclerosis es una enfermedad muy compleja en el que la prediccion de
riesgos supone un desafio para el clinico. Es probable que el analisis combinado
de diferentes variables que obligatoriamente incluyan el grado de estenosis, las
caracteristicas histologicas de la placa y su actividad inflamatoria permitan
identificar con mayor precision los pacientes con riesgo de complicaciones

vasculares.
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5.

Conclusiones

1.

En pacientes con estenosis carotidea critica, el grado de inflamacion
de las placas medidas mediante 8F-FDG-PET / CT, no permite
discriminar entre estenosis carotideas sintomaticas y asintomaticas.
Los niveles circulantes de MMP-1, MMP-7 y MMP-10 se elevan en
pacientes con estenosis critica de carétida sintoméatica y asintomatica,
en comparacion con controles sanos, como reflejo de la actividad
inflamatoria de la aterosclerosis.

Los niveles circulantes de MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10,
y TIMP-1 no reflejan el grado de inflamacién medido mediante ®F-
FDG-PET / CT en la estenosis carotidea critica.

En pacientes con estenosis carotidea critica, los niveles de MMP-7
circulante permiten predecir el riesgo de eventos vasculares a lo largo
del seguimiento y la medicion de MMP-7 podria utilizarse como
biomarcador con significado prondstico.

Los niveles de MMP-9, MMP-10 medidos en la placa de ateroma no
reflejan los niveles circulantes de estas MMPs o el grado de
inflamacién intraplaca medido mediante 8F-FDG-PET / CT.

Los niveles de TIMP-1 intraplaca se correlacionaron con los niveles
circulantes y con el grado de inflamacion intraplaca medido mediante
18E-FDG-PET / CT.

El marcador macrofagico CD68 medido en la placa de ateroma no se
correlacioné con el grado de inflamacién intraplaca medido mediante

18F-FDG-PET / CT.
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo de proyecto: ESTUDIO DE LA PLACA CAROTIDEA VULNERABLE:
CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE METALOPROTEASAS Y LA
PRESENCIA DE ACTIVIDAD INFLAMATORIA

Centros Participantes: Hospital de Navarra y Clinica Universidad de
Navarra
Investigadores Principales: Eduardo Martinez-Vila

Informacién general

Con este escrito los investigadores del proyecto le invitan a participar en este
estudio que trata de avanzar en el conocimiento de los mecanismos que
provocan que una placa de ateroma se rompa y produzca sintomas como el ictus
isquémico. Para avanzar en biomedicina es imprescindible realizar examenes
complementarios y analizar muestras biolégicas humanas (sangre, y tejidos
como las placas de ateroma) extraidas de pacientes durante el proceso
asistencial. Habitualmente los materiales obtenidos para un proceso asistencial
se desechan. En la actualidad, todos los hospitales que invierten en investigacién
estan trabajando para poder aprovechar este tipo de materiales creando
servicios tecnolégicos especializados que se llaman Biobancos cuyo
funcionamiento se ajusta a la legislacion vigente (Real Decreto 1716/2011).

El objetivo de las pruebas que se le van a practicar es el diagnostico y/o
tratamiento de su enfermedad. Las exploraciones que se le proponen tienen
como objetivo conocer mejor por qué ha sufrido un ictus. Por otro lado, se
conservara el material sobrante de su atencién clinica para analisis futuros,
incluyendo la placa de ateroma carotidea en aquellas personas que vayan a ser
sometidas a cirugia. La donacion de las muestras, o la realizacion de
exploraciones adicionales no supondrdn molestia o riesgo afiadido al
procedimiento asistencial.

Objetivo

1-Investigar con diferentes técnicas de imagen (ecografia y PET) y analisis
sanguineos la presencia de signos que sugieren que una placa de ateroma
carotidea tiene mayor riesgo de romperse y producir sintomas.

2-Participar en el desarrollo de la investigaciéon biomédica que impulsa la
Universidad de Navarra donando gratuitamente el MATERIAL SOBRANTE de
las muestras que se le extraigan durante su asistencia clinica (placas de
ateroma) y un volumen de sangre, para que, en vez de desecharlo, se
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conserve en el Biobanco y poder utilizarlo en futuros proyectos de
investigacion.

Metodologia empleada. Desarrollo del estudio

En este estudio se pretende incluir un total de 60 pacientes atendidos en la
Unidad de Ictus del Hospital de Navarra y la Clinica Universidad de Navarra
con edades comprendidas entre 50-80 afios con diagndstico de infarto
cerebral (con déficit menor) o Accidente Isquémico Transitorio (AIT) de origen
aterotromboético por ateromatosis carotidea, y pacientes con estenosis
carotidea asintomatica. La duracion prevista del estudio es de 3 afios.

A los pacientes incluidos en el estudio se les realizara:
1-Una extraccion sanguinea
2-Una ecografia con contraste intravenoso
3-Un estudio PET con 18-FDG.
4-A un subgrupo de participantes (aquellos con estenosis carotideas
asintomaticas) se les realizara también un estudio PET con 11-CDP-
colina.

Intervencioén

No se le modificara el tratamiento que Vd. toma habitualmente. Si a lo
largo del estudio fueran necesarias modificaciones en su tratamiento habitual,
estas seran realizadas por el/los médico/s que le atienden habitualmente.

Beneficios y riesgos

Su participacion en el estudio le puede ayudar a un mejor conocimiento
de su estado de salud, de los factores de riesgo cardiovascular y de las
caracteristicas de la placa de ateroma. También es posible gue Vd. no obtenga
ningun beneficio directo por participar en el estudio. No obstante, es probable
gue parte de la informacién que se obtenga pueda beneficiar en un futuro a otros
pacientes y pueda contribuir a un mejor conocimiento del riesgo de ictus de la
estenosis carotidea.

El estudio no implica ningun riesgo para su salud ya que la cantidad de sangre
obtenida en la extraccion sera ligeramente superior a la cantidad extraida al
realizar una analitica completa. La inyeccién intravenosa del contraste de
ecografia (Sonovue) y de los radiofarmacos utilizados para el PET carece de
efectos secundarios relevante y se utilizan de forma habitual para estudiar
diferentes tipos de enfermedades neuroldgicas y vasculares. Para la correcta
realizacion de la ecografia carotidea, es necesario aplicar una pasta
conductora (gel) sobre el cuello. La exploracion dura habitualmente alrededor
de veinte minutos. Debera estar relajado, con los ojos abiertos, y seguir las
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instrucciones que se le indiquen. El Eco-Doppler es una técnica segura,
inocua y sin efectos secundarios. Para el PET se inyecta un radiofarmaco y
posteriormente se realiza un estudio en scanner. La duracion estimada del
PET es de 120 minutos y debe permanecer acostado/a y sin moverse durante
todo ese tiempo.

Acontecimientos adversos

No se prevé ningun efecto adverso, y es excepcional la aparicion de
hipersensibilidad a alguno de los radiofarmacos o el eco-contraste de ecografia.
En todo momento estara acompafiado por personal de enfermeria y médicos
expertos en este tipo de exploraciones.

Voluntariedad

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria por lo que en
cualquier momento puede retirarse del mismo, sin tener que dar explicaciones y
sin que se vaya a ver afectada la relacion con su equipo médico habitual.

Confidencialidad

Todos los datos recogidos sobre su participacion en este estudio seran
considerados como confidenciales. Los resultados seran analizados por grupos o
subgrupos de investigadores. Se le garantiza la absoluta confidencialidad de los
datos obtenidos en el estudio. En las listas de trabajo no constara su nombre y sélo
constara el nimero que se le haya asignado en el estudio. En el informe final del
estudio o en caso de comunicar estos resultados a la comunidad cientifica, se
mantendra su personalidad en el anonimato.

La Clinica Universidad de Navarra se hace responsable de la custodia de los
datos personales relativos a su salud, de acuerdo con la Ley de Proteccion de
Datos 15/1999. Sin salir de sus sistemas de seguridad, solo los datos que sean
necesarios para la investigacion se podran transferir al archivo informatico
desarrollado para la gestion del Biobanco, siempre de forma codificada para
garantizar la confidencialidad de los mismos. Solo tendra acceso a sus datos su
médico o el personal autorizado por el Biobanco, y siempre bajo compromiso de
confidencialidad. De acuerdo con la Ley de Proteccion de Datos 15/1999, usted
podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, oposicién y cancelacion sus
datos dirigiéndose a la unidad de proteccion de datos de Clinica Universidad de
Navarra.

Los resultados de los estudios realizados podran ser presentados en congresos
y publicados en revistas cientificas, siempre de forma anénima.

Compensacion
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No se prevé ningun tipo de compensacion econémica.

Investigadores del estudio

Si tiene alguna duda sobre algun aspecto del estudio o le gustaria comentar
algun aspecto de esta informacién, por favor no deje de hacérselo saber a los
miembros del equipo investigador. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico
de Investigacién Clinica de la Clinica Universidad de Navarra.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de proyecto: ESTUDIO DE LA PLACA CAROTIDEA VULNERABLE:
CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE METALOPROTEASAS Y LA
PRESENCIA DE ACTIVIDAD INFLAMATORIA

Centros Participantes: Hospital de Navarra y Clinica Universidad de
Navarra
Investigadores Principales: Eduardo Martinez-Vila

(nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
- He podido hacer preguntas sobre el estudio
- He recibido suficiente informacion sobre el estudio
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(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria. Sé que la pruebas que me
proponen tiene una finalidad de investigacion.

Comprendo que tengo derecho a recibir informacion de los estudios realizados
con las muestras que he donado.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- cuando quiera.
- sin tener que dar explicaciones
- sin que repercuta en mis cuidados meédicos y humanos

Doy mi conformidad para participar en el estudio

Fecha Firma del participante

Fecha Firma del investigador
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Abstract

Background: Major adverse cardiovascular events are the main cause of morbidity and mortality over the long
term in patients undergoing carotid endarterectomy. There are few reports assessing the prognostic value of
markers of inflammation in relation to the risk of cardiovascular disease after carotid endarterectomy. Here, we
aimed to determine whether matrix metalloproteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 and MMP-10), tissue
inhibitor of MMPs (TIMP-1) and in vivo inflammation studied by "8E-FDG-PET/CT predict recurrent cardiovascular
events in patients with carotid stenosis who underwent endarterectomy.

Methods: This prospective cohort study was carried out on 31 consecutive patients with symptomatic (23/31) or
asymptomatic (8/31) severe (> 70%) carotid stenosis who were scheduled for carotid endarterectomy between July
2013 and March 2016. In addition, 26 healthy controls were included in the study. Plasma and serum samples were
collected 2 days prior to surgery and tested for MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, TIMP-1, high-density
lipoprotein, low-density lipoprotein, high-sensitivity C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate. '8F-FDG-
PET/CT focusing on several territories’ vascular wall metabolism was performed on 29 of the patients because of no
presurgical availability in 2 symptomatic patients. Histological and immunohistochemical studies were performed
with antibodies targeting MMP-10, MMP-9, TIMP-1 and CD68.

Results: The patients with carotid stenosis had significantly more circulating MMP-1, MMP-7 and MMP-10 than the
healthy controls. Intraplaque TIMP-1 was correlated with its plasma level (r= 042 P=.02) and with '®F-FDG uptake
(r=0.38 P=.05). We did not find any correlation between circulating MMPs and in vivo carotid plaque metabolism
assessed by 18F_FDG-PET. After a median follow-up of 1077 days, 4 cerebrovascular, 7 cardiovascular and 11
peripheral vascular events requiring hospitalization were registered. Circulating MMP-7 was capable of predicting
events over and above the traditional risk factors (HR=1.15 P=.006). When the model was associated with the
variables of interest, the risk predicted by '*F-FDG-PET was not significant.

Conclusions: Circulating MMP-7 may represent a novel marker for recurrent cardiovascular events in patients with
moderate to severe carotid stenosis. MMP-7 may reflect the atherosclerotic burden but not plaque inflammation in
this specific vascular territory.

Keywords: Biomarker, Carotid endarterectomy, Matrix metalloproteinases, Positron emission tomography
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Background

Atherosclerotic disease of the carotid artery is responsible
for 30% of ischemic strokes [1]. Indeed, patients undergo-
ing carotid endarterectomy have been shown to be at risk
of major adverse cardiovascular events [2]. History of per-
ipheral artery disease [2], chronic renal insufficiency [3]
and ischaemic heart disease [4] have been identified as pre-
dictors of cardiovascular events following endarterectomy.

Inflammation and proteolytic activity are strongly as-
sociated with plaque instability and rupture and may
predict the risk of cardiovascular events [5, 6]. However,
there are few reports assessing the prognostic value of
markers of inflammation in relation to the risk of cardio-
vascular disease after carotid endarterectomy [7].

Defects in the synthesis and breakdown of the extra-
cellular matrix are considered key factors in the develop-
ment of atherosclerotic disease and its thrombotic
complications, and metalloproteinases (MMPs) are im-
portant mediators of these processes [8]. The relevance
of MMPs in atherosclerosis has raised the possibility that
they may be used as cardiovascular biomarkers [9]. Sev-
eral studies have shown that different MMPs are more
prominent in the blood of patients with carotid athero-
sclerosis or ischaemic stroke [7, 10-13]. Higher circulat-
ing levels of MMP-2, MMP-9, MMP-7, MMP-12, and
TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1)
might contribute to carotid plaque instability due to in-
flammatory mechanisms [7, 10]. However, studies into
the relationship between MMPs and the metabolic activ-
ity of the vascular wall, measured by '*fluorine-fluoro-
deoxyglucose-positron emission tomography combined
with computed tomography (**F-FDG-PET/CT), as an
indirect measure of carotid inflammation in vivo, have
produced conflicting results [11, 12, 14].

Here, we aimed to determine whether matrix metallo-
proteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 and
MMP-10), tissue inhibitor of MMPs (TIMP-1) and vas-
cular "®F-FDG-PET/CT predict recurrent cardiovascular
events in patients with carotid stenosis who underwent
endarterectomy.

Methods

Study population

In this prospective, longitudinal, hospital-based cohort
study, 31 consecutive patients with symptomatic or
asymptomatic severe (>70%) carotid stenosis who were
scheduled for carotid endarterectomy at Clinica Universi-
dad de Navarra or Hospital de Navarra (Spain) were re-
cruited between July 2013 and March 2016. No patient
was included postoperatively, and patients were excluded
if there was evidence of active infection, generalized or
local inflammatory disease (discounting atherosclerosis),
chronic kidney disease, or neoplastic disease or if they
were on haemodialysis. A complete medical history was
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recorded for all patients, including details of previous
stroke, transient ischaemic attack, coronary disease (myo-
cardial infarction, angina or revascularization), intermit-
tent claudication, arterial hypertension, smoking status,
diabetes mellitus, body mass index, and grade of bilateral
carotid stenosis and medication. Patients were selected for
endarterectomy based on consensus among the multidis-
ciplinary team members of the Carotid Clinic, which in-
cluded vascular surgeons, cardiologists, and neurologists,
who evaluated the patients before surgery. All procedures
were performed under general anaesthesia by the vascular
surgeons who have extensive experience in carotid end-
arterectomy. A blood analysis was performed no more
than 2 days prior to surgery. Active smokers or patients
who had stopped smoking within 2 years of recruitment
were considered smokers. A carotid ultrasonography as-
sessment was performed to determine the grade of sten-
osis, according to the latest guidelines [15], and this was
confirmed by magnetic resonance angiography with cor-
onal fast 3D T1-weighted sequences after administration
of a single dose of intravenous gadolinium contrast, with
digital subtraction and maximum-intensity projection re-
constructions, using a 3-T MRI scanner (Magnetom Trio
Tim, Siemens, Erlanger, Germany). Stenosis was measured
following NASCET recommendations [16]. The patients
were classified as symptomatic if they had had a stroke,
transient ischemic attack (TIA) or amaurosis fugax ipsilat-
eral to the stenotic carotid artery. Carotid ultrasonography
in these patients was performed as part of routine clinical
practice in the stroke unit. Asymptomatic carotid stenosis
was detected in patients with a high cardiovascular risk
undergoing carotid ultrasonography for screening. History
of previous stroke in asymptomatic patients included non-
atherosclerotic stroke. One “asymptomatic patient” was
diagnosed with cancer following '*F-FDG-PET/CT im-
aging at the beginning of the study and was therefore ex-
cluded from the cohort. In addition, from a cohort of
healthy individuals free from cardiovascular diseases,
workers at the University of Navarra (Spain) who attended
the Internal Medicine outpatient clinic for a general
check-up, 26 subjects age and sex-matched were included
(mean age 66.8 + 3.0, males/females 16/10) for measure-
ment of blood MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-
10 and TIMP-1. All protocols were approved by the Com-
mittee for Medical and Research Ethics. Participants gave
written informed consent. Samples from patients included
in the study were provided by the Biobank of the Univer-
sity of Navarra and were processed following standard op-
erating procedures approved by the Research Ethics and
Scientific Committees.

Biomarker assessment
Blood samples were collected after overnight fasting, no
more than 2 days prior to carotid endarterectomy. The
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blood was allowed to clot and was centrifuged at 2000 x
g for 10 min using a refrigerated centrifuge. The serum
was removed, aliquoted and stored at — 80 °C until it was
assayed. Plasma was obtained from citrated blood by
centrifugation at 2000 x g for 10 min using a refrigerated
centrifuge, aliquoted and stored at — 80 °C until assayed.
MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 and MMP-10 were
measured in citrated plasma with a bead-based multiplex
assay using Luminex technology (MILLIPLEX MAP Hu-
man MMP Magnetic Bead Panel 2, ref. HMMP2MAG-
55 K; Merck, Darmstadt, Germany). TIMP-1 was assayed
in serum using a specific enzyme-linked immunosorbent
assay (Human TIMP-1 Quantikine ELISA Kit, ref.
DTM100; R&D Systems, Minneapolis, USA). MMPs and
TIMP-1 were measured following the manufacturers’ in-
structions. The inter- and intra-assay coefficients of vari-
ation for these ELISAs were < 6%.

Total serum cholesterol, high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol and triglycerides were measured in
fasting blood samples using standard laboratory tech-
niques. Low-density lipoprotein (LDL) cholesterol was
estimated using the Friedewald equation, and high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) was measured in
an immunoassay (Immulite; Diagnostic Products Cor-
poration, Los Angeles, CA, USA). The erythrocyte sedi-
mentation rate (ESR) was also analysed by the
Westergren method [17].

Histological assessment

Vascular segments were removed carefully at endarterec-
tomy to preserve plaque structure. Specimens from the
31 patients undergoing carotid endarterectomy were cut
into transverse pieces and fixed immediately in 4% para-
formaldehyde, decalcified for 24 to 72h at room
temperature (Osteosoft: Merck Millipore, Darmstadt,
Germany) and embedded in paraffin. Haematoxylin-
eosin and van Gieson staining were used to examine the
microscopic morphological features of the tissue (Nikon
Optiphot-2, Japan).

For protein immunolocalization, serial tissue sections
from all patients were analysed by immunohistochemistry.
Antigen retrieval was performed using 10 mM citrate, pH
6.0, (MMP-10) or TE, pH 9.0, (MMP-9, TIMP-1, CD68)
and a DakoCytomation Pascal pressure chamber (Dako) at
95°C for 30 min. Slides were treated with H,O, for 10
min to block endogenous peroxidase activity, and sections
were blocked with 5% normal goat serum in PBS. Tissue
sections were incubated with antibodies targeting MMP-
10 (rabbit polyclonal, Acris ref. AP07210PU-N, dil. 1:20),
MMP-9 (rabbit polyclonal, Thermo Fisher ref. PA5-
13199, dil. 1:800), TIMP-1 (mouse monoclonal, Merck ref.
MABI13429, dil. 1:400) and CD68 (mouse monoclonal,
Dako ref. GA609, dil. 1:2000), as described previously [18].
After washing, sections were incubated for 30 min with
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HRP-labelled polymer conjugated to anti-rabbit (ref.
K4003) or anti-mouse (ref. 4001) secondary antibodies
(Dako). The signal was revealed by using the DAB+ Sub-
strate Chromogen System (Dako ref. K3468). Negative
controls, prepared by omitting the primary antibody, were
included in each processed batch. Three independent ob-
servers, blinded to clinical data, used a semi-quantitative
visual grading scale (Additional file 2) to assess the immu-
nostaining (0-5 scale).

Vascular "8F-FDG PET/CT imaging

"E-FDG-PET/CT imaging that focused on carotid wall
metabolism was performed in 29 of the 31 patients
(Fig. 1), as there was no presurgical availability in 2
symptomatic patients. The maximum standardized up-
take value (SUVmax) was used to measure the ®F-FDG
uptake at the ipsilateral and contralateral carotid arter-
ies. The target-to-background ratio (TBR) was calculated
as the ratio of SUVmax measured in the atherosclerotic
plaque or the arterial vessel to the venous blood pool
SUVmax to correct for blood-pool uptake. Venous activ-
ity was measured as mean SUV in the ipsilateral jugular
veins for carotid studies, and inferior vena cava for the
other territories (aortic arch and the abdominal aorta).

Patient follow-up

Patients were followed at the outpatient service of the
Department of Neurology and/or Vascular Surgery every
3 or 6 months and at the Emergency Department (me-
dian follow-up 1077 days [interquartile range, 6891484
days]) until May 2018. The primary outcome of the
study was defined as the composite of cardiovascular
death, a nonfatal cardiovascular event (including stroke
and myocardial infarction) or rehospitalization for acute
ischaemia (TIA, amaurosis fugax, angina pectoris and
peripheral artery disease) as previously described [19].
These outcomes were determined through a review of
the patient’s medical history. Peripheral artery disease
was diagnosed with the combination of compatible
symptoms, physical examination, ankle brachial index
and duplex ultrasound [20]. Additional imaging (with
CT angiography, MR angiography, or digital subtraction
angiography) was performed when revascularization was
considered [21]. Patients with symptoms of coronary dis-
ease were reviewed by the cardiology team, and coronar-
iography or other complementary tests were performed
in accordance with the latest guidelines [22]. The period
between surgery and the day of outcome was calculated,
and the overall survival and presence of recurrent car-
diovascular events were calculated from the day of sur-
gery to the date of the last follow-up available. No
patients were lost to follow-up.
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Fig. 1 Carotid imaging prior to endarterectomy was assessed by 18-FDG-PET combined with (a, b). "®F-FDG-PET combined with CT enables the
image fusion of both techniques and localizes calcium (white arrow) (b). The degree of stenosis was confirmed by magnetic resonance
angiography with raw images and maximum intensity projection with measurement of the stenosis (arrows). A schematic drawing of the
measurement of the stenosis is shown (c). Stenosis was measured following NASCET recommendations, where the point of maximum stenosis (*)
is compared with the distal lumen of the ICA (arrow). Atheroma plaque removed by endarterectomy; the surgery was performed within 1 week
of imaging (d). ICA: internal carotid artery; ECA: external carotid artery; CCA: common carotid artery

Statistical methods

All categorical variables are expressed as frequencies (ra-
tios), and all the continuous variables are expressed as the
mean (+ standard error). Statistical analysis included a
Shapiro-Wilk test for normality. Pearson’s correlation coef-
ficient and Spearman’s correlation coefficient were used to
test the correlations between MMPs and SUVmax or TBR.
A Bonferroni correction for multiple comparisons (using as
a reference for the p-value 0.05 divided by the number of
comparisons) was made. An unpaired Student’s t test was
used to compare the MMP values between the patients
(symptomatic and asymptomatic combined) and healthy
controls, and a Cox regression for recurrent events with
multiple imputation for missing data was used to determine
the role of MMPs in event prediction. Hazard ratios were
obtained after adjusting for relevant covariates. Receiver op-
erating characteristic (ROC) curves were used to analyse
the ability of MMP-7 to predict events in the population of
subjects after fitting a logistic regression model. Risk fac-
tors, including age, sex, tobacco use, cholesterol levels,
hypertension and diabetes mellitus, were grouped following
the recommendations of a previous study [23]. Considering
that the population of Navarra has higher levels of HDL-
cholesterol on average, a specifically adapted version of the
Framingham-Wilson Coronary Risk Equation was used to

assess global cardiovascular risk: RIsk score for CORonary
events in the population of NAvarra (RICORNA) [24].

Statistical significance was established at p <.05, and
the statistical analysis, including sample size computa-
tions, was performed with the Stata software package
version 15.1 for Mac (StataCorp; College Station, TX,
USA).

The size of the available sample is rather small, which
was the reason some non-parametric analysis was per-
formed. For a Cox regression analysis, this sample size
jointly with a significance level of 0.05 and a test power
of 0.20 allows the detection of hazard ratios of size less
than 0.0001 assuming a standard deviation of 0.04,
which is quite good since for that we have obtained a
hazard ratio of 0.006. For the worst standard deviation
(we have 2.7), a hazard ratio of size 0.8300 could be de-
tected, which is reasonably good since we obtained a
hazard ratio of 1.7.

Results

This study cohort was composed of 31 subjects (mean
age = standard deviation 67.4 +2.6years, 21/31 men)
after the exclusion of one patient due to the diagnosis of
bladder cancer following the '*F-FDG-PET/CT study. A
similar population of 26 healthy controls (mean age
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66.8 + 3.0 years, 16/26 men) was also analysed. Among
the patients, 23/31 were symptomatic (see “Study popu-
lation” above), and 8/31 were asymptomatic (see Table 1
for the patients’ characteristics). The rates of hyperten-
sion and diabetes mellitus were similar, whereas other
risk factors differed between the two groups (Table 1).
When the baseline plasma levels of MMPs and TIMP-1
were compared, significantly higher levels of MMP-1,
MMP-7 and MMP-10 were evident in the patient group,
while no such differences were found for MMP-2,
MMP-9 or TIMP-1 (Table 2).

MMPs and "8F-FDG PET/CT imaging

No significant correlation was found between blood levels
of MMPs and the SUV of the symptomatic carotid artery
(for MMP-7, r= - 0.20 p = .28) or the contralateral carotid
artery (for MMP-7, r = — 0.23 p = .21). Similar results were
obtained with the normalized TBR for the ipsilateral ca-
rotid artery (for MMP-7, r=-0.35 p=.06) or for the
contralateral carotid artery (for MMP-7, r=-0.24
p =.21). SUVmax values were consistently correlated be-
tween neighbouring territories (carotid and aortic arch,

Table 1 Patients’ characteristics
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Table 2 Baseline plasma levels of MMPs and TIMP-1
Biomarker Patients (n=31) Controls (n=26)
MMP-1, ng/ml 11.8 (9.5) 6.2 (4.1) p =.003
MMP-2, ng/ml 125.3 (6.5) 135 (64) p=23
MMP-7, ng/ml 204 (6.4) 17.5 (4.1) p=.02
MMP-9, ng/ml 117.8 (10.7) 1235 (124) p=.7
MMP-10, pg/ml 726.7 (81.6) 513.2 (40.0) p =.01
TIMP-1, ng/ml 2116 (94) 1955 (8.1) p=2

Data are expressed as the mean (standard deviation). MMP metalloproteinase,
TIMP tissue inhibitor of matrix metalloproteinases

r=041 p=.03; carotid and abdominal aorta, r=0.51
p =.02). However, none of the blood levels of MMPs was
correlated with '®F-FDG uptake in the carotid territory,
aortic arch or abdominal aorta (see table IIS in the supple-

mentary material).

MMPs and histological findings

All endarterectomy samples corresponded to advanced ath-
erosclerotic plaques (types V—VIII) according to the Ameri-
can Heart Association (AHA) histological classification [25].

Clinical history and characteristics Symptomatic (n=23)

Asymptomatic (n=8)

Controls (n = 26)

Age, years (SD) 67.3 (16.0)
Male (%) 15 (65)
Hypertension (%) 17 (74)
Diabetes mellitus (%) 8 (35)
Prediabetes (%) 14
Coronary disease (%) 7 (30)
Tobacco (%) 12 (52)

Previous stroke/TIA (%) 4(1

7)
BMI, kg/m? (SD) 27.5 (1.1)
Grade of ipsilateral stenosis % (SD) 82.6 (16.2)
Grade of contralateral stenosis % (SD) 374 (25.0)
Medication
Statins (%) 13 (57)
Anti-aggregants (%) 11 (48)
Anti-coagulants (%) 0
Blood analysis
Leukocytes, 10%/1 (SD) 7.69 (0.43)
Platelets, 10%/1 (SD) 2103 (10.1)
ESR, mm/h (SD) 10.86 (1.30)
hs-CRP, mg/I (SD) 1.94 (041)
LDL cholesterol, mg/dl (SD) 102.3 (6.2)
HDL cholesterol, mg/d! (SD) 443 (2.4)
Triglycerides, mg/dl (SD) 1194 (14.5)

66.3 (22.5)
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)
292 (13)
850 (14.2)
35.0(232)
7 (87)
7 (87)
1(12)

750 (0.73)
2107 (13.5)
4.83 (1.25)
1.38 (0.74)
80.0 (10.0)
49.7 (5.8)
1346 (27.4)

=4
=3
=6
=6
=12
=4
=.1
=5
=7
=6
=7
=4
p=.04
p=.02
p=4
p=.5
p=.03
p=23
p=.04
p=238
p=256

66.8 (3.0)
16 (62)

0
0
0
0
0
0

N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

SD standard deviation, TIA transient ischemic attack, BMI body mass index, N/A not applicable, ESR erythrocyte sedimentation rate, hs-CRP high-sensitivity C-
reactive protein, LDL low-density lipoprotein, HDL high-density lipoprotein, unk unknown, N/A: not applicable. Data are expressed as the total number

(percentage) or mean (standard deviation)
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The median of the semi-quantitative visual grading scale
(0-5) for each MMP immunostaining is available in Table
IS in the supplementary material. There was a significant as-
sociation between CD68 and MMP-9 (rg = 0.42, p = 0.009)
or TIMP-1 (rs=0.38, p =.018), even after Bonferroni cor-
rection, but not with MMP-10 (rg = 0.28). A moderate cor-
relation was found between plasma and intraplaque TIMP-
1 values (r=0.42; p =.02), but there was no association be-
tween intraplaque MMP-9 or MMP-10 and their plasma
concentration. The correlations between plasma MMPs and
histological findings are shown in Table 3. Intraplaque
TIMP-1 was correlated with its plasma level (r=0.42
p =.02) and with *F-FDG uptake (r=0.38 p =.05). A weak
correlation did appear to exist between intraplaque CD68
(macrophage marker) and *F-FDG-PET (r = 0.31), yet this
was not statistically significant (p =.12). No correlation was
found between intraplaque MMPs, TIMP-1, CD68 and hs-
CRP or ESR.

MMPs as predictors of recurrent cardiovascular events

After a mean follow-up of 1004 days, 4 cerebrovascular (2
ischemic strokes and 2 transient ischaemic attacks), 7 car-
diovascular (4 myocardial infarctions, 3 angina pectoris)
and 11 peripheral vascular events requiring hospitalization
were registered. No deaths were recorded during the
follow-up. As expected, the RICORNA risk score pre-
dicted future events (HR = 1.08 p = .002). When other var-
iables were added to the model, including MMPs and the
results of "*F-FDG-PET, circulating MMP-7 was the only
MMP capable of improving the predictive value of
RICORNA (HR =1.15 p =.006). The TBR of the contralat-
eral carotid artery alone seemed to be a good predictor of
such events (HR = 3.5 p =.05), although when the model
was associated with the variables of interest, namely,
RICORNA and MMP-7, the risk was not significant for
TBR (HR=2.5 p=.15). The inclusion of other variables,
such as the remaining MMPs, TIMP-1, CRP or ESR, and
'8E_-FDG-PET, failed to improve the prediction of cardio-
vascular events. Twenty multiple imputation for the 8
missing values in the variable MMP-7 and '*F-FDG-PET
were applied. When using only RICORNA, the model was

Table 3 Correlation between plasma MMPs and histological

findings

Histology Plasma Correlation P-value

CD68 MMP-9 rs-042 0.009
MMP-10 rs-0.28 0.09
MMP-7 rs-0.04 0.83
TIMP-1 rs-0.38 0.018

MMP-10 MMP-10 rs-0.14 045

MMP-9 MMP-9 r-037 0.08

TIMP-1 TIMP-1 r=042 0.02
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predictive (P =0.001) and when using MMP-7 and 18p_
FDG-PET the model was also predictive (P =0.019). This
proves the good predictive behaviour of MMP-7 thanks to
the use of multiple imputation for missing data. MMP-7
levels were not significantly different in patients with and
without coronary disease. When ROC curves were studied
with a logistic regression for MMP-7, a cut-off point of
20.48 ng/ml was established (for a probability of .4986),
which led to a sensitivity of 61%, a specificity of 87%, and
a positive predictive value of 80%. This probability came
from maximizing the ROC (Fig. 2).

Discussion

In our cohort of patients, the circulating MMP-7 level,
but not vascular **F-FDG-PET/CT focused on the ca-
rotid wall, proved to be capable of predicting cardiovas-
cular events after a 1004-day follow-up, improving the
performance of the traditional cardiovascular risk fac-
tors. This novel finding is consistent with data from a
previous study [7] in which high plasma MMP-7 levels
were independently associated with total mortality after
a 3.5-year mean follow-up. In contrast with our study,
the authors did not document an association with car-
diovascular events [7]. In a previous study involving 106
endarterectomies, overexpression of the MMP-7 gene
was shown to be 100-fold higher in plaques than in nor-
mal arteries [26].

The mechanisms underlying the association between
MMP-7 and recurrent cardiovascular events have yet to
be defined. One possible explanation is that MMP-7
may increase plaque vulnerability through inflammatory
processes [8, 11], yet we did not find any correlation be-
tween circulating MMP-7 and in vivo carotid plaque in-
flammation assessed by '®F-FDG-PET/CT. In low-
inflammatory stages, "*F-FDG PET/CT may be less sen-
sitive than histology; however, we did not find a correl-
ation between circulating and intraplaque MMPs. We
could not measure intraplaque MMP-7 and thereby cor-
relate this to its plasma level to show a direct relation-
ship with carotid disease. The absence of a correlation
between MMP levels and '*F-FDG uptake in the carotid
arteries, aortic arch or abdominal aorta suggests that
high plasma level of MMP-7 may reflect the atheroscler-
osis burden but does not inform about the presence of
plaque inflammation in a specific vascular territory.
Additionally, arterial uptake of FDG is influenced by
plaque composition. In line with our findings, the largest
study to date evaluating the presence of vascular inflam-
mation by '*F-FDG-PET/MRI in individuals with athero-
matosis, showed that most FDG uptakes were detected
in plaque-free arterial segments (suggesting an arterial
inflammatory state at early stages of atherosclerosis) and
in lipid-rich plaques [27]. Interestingly, previous studies
performed in subjects with atherosclerotic disease did
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not observe a relationship between markers of systemic
inflammation and 18F-FDG PET/CT in patients with ca-
rotid stenosis [11]. In the present study, all the samples
corresponded to advanced calcified atherosclerotic pla-
ques, in which an increase in calcium rarely overlaps
with '®F-FDG uptake [12]. A recent international multi-
centre study showed that '*F-FDG-PET was capable of
predicting stroke recurrence although this study had a
higher incidence of cerebrovascular events [28] com-
pared to our study.

MMPs are not only produced in conjunction with in-
flammation. An in vitro study found that enriching smooth
muscle cell cultures with collagen VIII stimulated MMP
production, which induced cell migration [29]. Further-
more, the actions of MMPs are not only local. In fact,
MMP-7 is also related to the development of hyperlipid-
aemia and atherosclerosis through its cleavage of lipid-free
apolipoprotein A-IV, an event that plays an important role
in lipid metabolism and oxidant activity [30]. All things
considered, the presence of other inflammatory cell types
cannot be excluded, as histological analysis detected CD68,
which is expressed by phagocytes.

The presence of higher circulating levels of MMP-1
and MMP-10 in patients with carotid stenosis compared
to healthy controls is in line with previous studies [31,
32], highlighting the relationship between atherosclerosis
and MMPs. Surprisingly, circulating TIMP-1, believed to
inhibit MMP action and contribute to plaque stability,
had a weak to moderate correlation with **F-FDG-PET,
probably due to the advanced stage of atherosclerosis.

The high rate of cardiovascular events we found can be
explained by the extremely high prevalence of risk factors
in our cohort and the systemic involvement of atheroscler-
osis. The presence of severe carotid stenosis has been

proposed as a risk factor for the development of stroke,
white matter disease [33], coronary artery disease [34], per-
ipheral artery disease and all-cause mortality [35]. Athero-
sclerosis is a systemic vascular disorder potentially involving
multiple vascular territories. Our data suggest that MMP-7
may be an important mediator in the relationship between
carotid stenosis and the development of recurrent cardio-
vascular events in different vascular territories. Nevertheless,
the utility of MMP-7 as a potential biomarker may also be
related to its role in other medical conditions, such as heart
failure [36] as well as oncological diseases [37] .

To date, several markers have been tested as potential
tools to assess the risk of recurrent ischaemic stroke. The
largest study tested 14 different biomarkers [38], including
interleukin 6 and CRP [39], and limited utility in stroke
prediction was found. Osteopontin, neopterin and myelo-
peroxidase [40], as well as lipoprotein-associated phospho-
lipase A2 [41], free fatty acid levels [42] and circulating
endothelial progenitor cells [43], have all been tested as re-
current stroke predictors with positive results, whereas
the data regarding soluble CD40 ligand are inconsistent
[40, 44]. Similar to MMP-7 in the present study, elevated
lipoprotein (a) in patients with acute first ischaemic stroke
[45] has been associated with a higher risk of combined
recurrent cardiovascular events. However, none of these
markers has been compared to MMP-7 in a similar set-
ting, and therefore, larger studies including such patients
should be performed.

The main strengths of this study are the detailed
characterization of carotid plaque inflammation in vivo and
the prolonged follow-up, with no loss. The main limitation
of the study is the small number of patients, as larger stud-
ies may have identified differences in MMP-7 between
symptomatic and asymptomatic patients or the utility of
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the other potential biomarkers. Indeed, the consequent lack
of statistical power may have hindered the discovery of the
potential predictive value of **F-FDG-PET in cardiovascular
events. In the histological study, the extensive decalcifica-
tion required for the analysis of the endarterectomy sam-
ples may adversely affect tissue antigenicity, particularly
that of extracellular proteins such as MMPs. Finally, periph-
eral artery disease is common in patients with carotid sten-
osis and we have not studied the presence of subclinical
peripheral artery disease using ankle-brachial index, ultra-
sound, CT or MRI before endarterectomy [46]. Although
our patients did not have symptoms of intermittent claudi-
cation, the presence of subclinical peripheral artery disease
before endarterectomy cannot be completely excluded.

Conclusions

Our findings provide evidence that circulating (plasma)
MMP-7 could represent a novel marker for recurrent car-
diovascular events in patients with severe carotid stenosis.
While additional studies will determine the value of
MMP-7 in clinical practice, our results support the poten-
tial utility of circulating MMP-7 as a risk biomarker over
and above that of conventional cardiovascular risk factors.
To validate and confirm these results, larger studies with
more statistical power should be carried out.
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