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Introduccion

Enfermedad cerebrovascular: ictus

Definicion

La Enfermedad Cerebrovascular (ECV) es el conjunto de manifestaciones
funcionales y/o estructurales, sintomaticas o asintomaticas, del sistema ner-
vioso central derivadas de alteraciones de la circulacién cerebral.

Dentro de las enfermedades cerebrovasculares se encuentra el ictus, que
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define como: “el desarrollo clini-
co rapido de signos focales de alteracidn de la funcidon cerebral sin otra cau-
sa aparente que no sea el origen vascular [1]”.

La isquemia cerebral es el resultado de una disminucién del flujo sangui-
neo cerebral hasta un nivel suficiente como para provocar alteraciones me-
tabdlicas y bioquimicas que producen necrosis celular y alteran el funciona-
miento del sistema nervioso. Dependiendo del territorio afectado, hablamos
de isquemia cerebral focal cuando existe un drea de disminucién de flujo
limitada a una zona del encéfalo, y de isquemia cerebral global cuando se
afecta la totalidad del tejido, como ocurre en el caso de paro cardiaco o

shock prolongado.
Epidemiologia

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo

el mundo. Segun la OMS, representa la tercera causa de muerte y la primera

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

de invalidez en la poblacién adulta en el mundo. En Espaia, segun los datos
correspondientes al aflo 2002 del Instituto Nacional de Estadistica (INE), y en
Galicia segln los datos del Plan de Saude 2005-2009, el ictus isquémico es la
primera causa de muerte en mujeres y la segunda en varones, suponiendo
el 10% de la mortalidad global [2, 3]. Mientras la mayoria de los paises des-
arrollados muestran tasas estables de mortalidad por ictus, los paises en
desarrollo incrementan sus tasas anuales de prevalencia y mortalidad: 4,5
de los 10 millones de fallecimientos anuales por ictus pertenecen a los pai-
ses no industrializados. En Espaiia, su incidencia es de 174 casos nuevos por
100.000 habitantes/afio [4], y su tasa de mortalidad de 97,7 por cada
100.000 habitantes/ afio; siendo ligeramente superior en mujeres (111,9 por
100.000 habitantes/afio) que en hombres (82,9 por 100.000 habitantes/afio)
[5].

HICTUS

H CORONARIOPATIA

B CANCER

H TRAUMATISMO

B INFECCION RESPIRATORIA
HESIDA

HEPOC

H ENFERMEDAD PERINATAL
[ DIARREA

H TUBERCULOSIS

E MALARIA

[ OTRAS CAUSAS

llustracidn 1. Causas de muerte en el mundo seguin la OMS (2002).
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El ictus es, ademas, la primera causa de discapacidad en adultos. De los
supervivientes, aproximadamente el 31% necesita ayuda para realizar sus
actividades de la vida diaria, el 20% necesita ayuda para caminar, el 16%
requieren cuidados institucionales y hasta un 25% presentard, después del

ictus, un deterioro cognitivo en mayor o menor grado.

Tasas de mortalidad
por 100.000 hab

[ ] 50.8-75.1
[ ] 75.2-84.7
[ s4.8-103.4
I 103.5-130.1

oI g F
<
llustracién 2. Mortalidad en Espaia por ictus por Comunidades Auténomas.

Por todo ello, el ictus supone un problema de salud que obliga a establecer
mejores pautas de prevencidn y tratamiento para reducir tanto su incidencia
como el grado de discapacidad que origina. Teniendo en cuenta que la inci-
dencia aumenta en personas mayores de 65 afios y que, en base a una me-
jora en la calidad de vida, se estd produciendo un incremento notable en la

esperanza de vida y un envejecimiento progresivo de la poblacién mundial,
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la prevalencia de esta enfermedad aumenta, y con ella, la magnitud del pro-

blema sociosanitario que supone.

Clasificacion

El ictus puede dividirse en dos grandes grupos:
= |squémico: resultado de la reduccién temporal (ataque isquémico
transitorio o AIT) o permanente (ictus isquémico) del flujo sangui-

neo cerebral, debido a una obstruccion local o a un émbolo.

OCLUSION

llustracion 3. Representacion de un ictus isquémico.

Los ataques isquémicos transitorios (AIT) se definen como la dis-
funcién cerebral focal o monocular, con una duracién de los sinto-
mas inferior a 1 hora, causada por la alteracion cualitativa o cuanti-
tativa vascular debida a trombosis o embolia arterial en relacion
con enfermedad arterial, cardiaca o hematoldgica [6].

El ictus isquémico estd ocasionado por la alteracién cualitativa o

cuantitativa del aporte circulatorio a un territorio encefdlico, que
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determina un déficit neurolégico de mas de 24 horas de duracién,
lo cual es expresion de una necrosis tisular.

= Hemorragico: provocado por la extravasacion sanguinea al parén-
quima cerebral (hemorragia intraparenquimatosa) o al espacio su-

baracnoideo (hemorragia subaracnoidea) [6].

HEMORRAGIA

llustracidn 4. Representacion de un ictus hemorragico.

Segln su etiologia, el ictus isquémico puede clasificarse en base a los cri-

terios TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) [7] en:

— Infarto aterotrombdtico: presencia de estenosis igual o mayor al
50% del diametro luminal u oclusiéon de una arteria extracraneal o
intracraneal de gran calibre que supla la regién clinicamente afec-

tada, en ausencia de otra etiologia.

— Infarto cardioembdlico: presencia de fuente emboligena inequivoca
(trombo o tumor intracardiaco, estenosis mitral reumatica, proétesis

aortica o mitral, endocarditis, fibrilacion auricular, enfermedad del
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nodo sinusal, aneurisma ventricular izquierdo, infarto agudo de
miocardio de menos de 3 meses de evolucién, o presencia de hipo-

cinesia cardiaca global o discinesia), en ausencia de otra etiologia.

— Infarto lacunar: infarto de menos de 15 mm de didmetro en el terri-
torio de una arteria perforante cerebral, que suele ocasionar clini-
camente un sindrome lacunar (sindrome motor, sensitivo, sensiti-
vo-motor, hemiparesia ataxia, disartria mano torpe), en ausencia

de otra etiologia.

— Infarto de origen inhabitual: infarto de pequefio, mediano o gran
tamano, de localizacion cortical o subcortical, en territorio caroti-
deo o vertebrobasilar, habiendo descartado origen aterotrombati-
co, cardioembdlico o lacunar. Suele estar producido por enferme-
dades sistémicas (conectivopatias, infecciones, neoplasias, sindro-
me mieloproliferativo, alteraciones metabdlicas o de la coagula-
cion) o por otras enfermedades como diseccién arterial, displasia
fiboromuscular, aneurisma sacular, malformaciones arteriovenosas,

trombosis venosa cerebral, vasculitis, migrafia, etc.

— Infarto de origen indeterminado: infarto cerebral en el que tras un
exhaustivo estudio diagndstico, han sido descartados los subtipos
aterotrombodtico, cardioembdlico, lacunar o inhabitual, o bien co-
exista mds de una posible etiologia. En este caso se pueden subdi-
vidir en indeterminado por estudio incompleto, por mas de una

etiologia o por causa desconocida.
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H ATEROTROMBGTICO
B CARDIOEMBOLICO
H LACUNAR

H CRIPTOGENICO

llustracion 5. Distribucion de los subtipos de ictus isquémico [8].

Segun su localizacion clinica en base a la clasificacion OCSP (Oxfordshire

Community Stroke Project) [9], el ictus isquémico se pueden clasificar en:

— Infarto total de la circulacién anterior o TACI (Total anterior circula-
tion infarction): si cumple los criterios de:
a) Disfuncion cerebral superior (afasia, disclaculia o alteracio-
nes viso espaciales).
b) Déficit motor y/o sensitivo en al menos dos extremidades
(valorando cara, brazo y pierna).

c) Hemianopsia homdnima.

— Infarto parcial de la circulacion anterior o PACI (Partial anterior cir-
culation infarction): si cumple alguno de los criterios de:
a) Disfuncién cerebral superior (afasia, disclaculia o alteracio-
nes visoespaciales); o

b) Cuando se cumplen 2 de los 3 criterios de TACI; o
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c)

Déficit motor y/o sensitivo mas restringido que el clasificado
como LACI (déficit limitado a una sola extremidad, o a caray

mano pero sin afectacion del resto del brazo).

— Infartos lacunares o LACI (Lacunar infarction): si no existe disfun-

cion cerebral superior ni hemianopsia y cumple uno de los criterios

de:

e)

Hemisindrome motor puro que afecte al menos a dos ex-
tremidades (valorando cara, brazo y pierna).

Hemisindrome sensitivo puro que afecte al menos a dos ex-
tremidades (valorando cara, brazo y pierna).

Hemisindrome sensitivo-motor que afecte al menos a dos
extremidades (valorando cara, brazo y pierna).
Hemiparesia-ataxia ipsilateral.

Disartria mano torpe u otro sindrome lacunar.

— Infartos de la circulacion posterior o POCI (Posterior circulation in-

farction): si cumple alguno de los criterios de:

a)

Afectacidn ipsilateral de pares craneales con déficit motor
y/o sensitivo contralateral.

Déficit motor y/o sensitivo bilateral.

Patologia oculomotora.

Disfuncidén cerebelosa sin déficit de vias largas ipsilaterales.

Hemianopsia homdnima aislada.
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PACI TACI POCI LACI

llustracién 6. Clasificacion OCSP: tipos de infartos cerebrales seguin su localizacion clinica.

Factores de riesgo vascular

Para poder llevar a cabo una adecuada prevencién en el ictus es necesario
conocer los factores de riesgo implicados y actuar sobre aquellos potencial-

mente modificables [10].

Factores de riesgo no modificables

= Edad: El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo
para la enfermedad cerebrovascular. La incidencia del ictus aumenta
exponencialmente con la edad, alcanzando sus valores maximos por

encima de los 65 afios.
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Tasa x 100000 habitantes Prevalencia
10000 -

1000 - o
Mortalidad/ aiio

100 -

1 T T T T T 1
<35 35-44 45-54 55-64 65-74 >75 aiios

llustracidn 7. Prevalencia, incidencia y mortalidad por ictus en relacion con la edad.

= Sexo: los varones tienen mayor incidencia de ictus que las mujeres.

= Grupo racial: la ateromatosis de grandes vasos afecta con mayor fre-
cuencia a los individuos caucdsicos; mientras que la patologia de pe-
guefo vaso es mas frecuente en africanos y asiaticos.

= Herencia y genética: existe una predisposicion familiar a padecer ic-
tus. Es posible que se debida a la asociacién de factores de riesgo
fundamentales, como la hipertension arterial, la diabetes mellitus y
la hipercolesterolemia. En ocasiones en pacientes jovenes, el Unico

antecedente es un familiar de primer grado afecto de ictus.
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3000 75-79 afios |

Hombres Mujeres

llustracidn 8. Incidencia en Espaiia de ECV en relacidn con el sexo (INE 2005).

Factores de riesgo modificables

Hipertensidn arterial: es el principal factor de riesgo para cualquier
tipo de ictus, tanto isquémico como hemorragico. Todos los tipos
de hipertensidén, tanto sistélica como diastdlica o combinada, in-
crementan el riesgo de ictus a partir de valores moderados. Valores
de tensidn arterial sistélica en torno a 140-160 mm Hg o diastdlica

de 90-94 mm Hg incrementan el riesgo de ictus 1,5 veces.

= Cardiopatia: Las enfermedades cardiacas tienen una clara asocia-

cion con los ictus, especialmente la fibrilacidn auricular, las valvulo-
patias, el infarto de miocardio, la hipertrofia ventricular izquierda y

la cardiomegalia.
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= Diabetes mellitus: se estima que el riesgo de ictus en pacientes dia-
béticos aumenta 1,8 veces en varones y 2,2 veces en mujeres. La
diabetes predispone al ictus isquémico debido a su influencia en el

desarrollo de aterosclerosis.

FACTOR DE RIESGO HOMBRES MUIJERES
Tabaquismo 18,8 1,4
Hipertension objetivada 61 71,9
Diabetes 12,8 15,3
Hipercolesterolemia 18,6 26,7

Tabla 1. Prevalencia de los factores de riesgo en la poblacidon espaiiola [11, 12].

= Hiperlipemia: la hiperlipemia favorece el desarrollo de la ateroma-
tosis y de la isquemia, tanto coronaria como carotidea.

= Tabaquismo: el consumo de cigarrillos predispone a la aparicién de
aterosclerosis en hombres y mujeres, con un incremento del riesgo
de 2-3 veces. El tabaco facilita el espasmo arterial y el dafio endote-
lial. Este riesgo anadido del tabaco desaparece tras cinco afios de
abstencion.

= QOtros factores: el sedentarismo, la obesidad, el ronquido nocturno,

el sindrome de apneas del suefio, los anticonceptivos orales y el
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consumo excesivo de alcohol también se han relacionado con un

incremento del riesgo de ictus.

Otra peculiaridad importante es la asociacién de diferentes factores de
riesgo, ya que a medida que se van sumando, el riesgo de padecer un ictus
aumenta de manera exponencial. En la grafica 1 se resumen los resultados
de un estudio en el que se valora la probabilidad de desarrollar un ictus a los
10 afios, en relacién con la asociacion de diferentes factores de riesgo en
hombres de 70 anos [13]. Los datos se muestran en relacion a dos niveles de

presion arterial, 120 mmHg y 180 mmHg.

1004
0120 mm Hg
D180 mm Hg

80

604

A0 4

Probabilidad de ictus (%)

204

o
Hipetension 1] + + +
Dizhetes melitus > @
Tabaguismo +

Enfermedad cardiovascular

o4+ 4
S

Fibrilacidn auricular
Hipertrofia V|

P

Factores de riesgo

llustracion 9. Probabilidad de desarrollar un ictus a los 10 afios, en dos niveles de presidon arterial.
Impacto de otros factores de riesgo en varones de 70 afios [14].
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Fisiopatologia del ictus isquémico

La isquemia cerebral se origina por la disminucién del flujo sanguineo has-
ta un nivel suficiente capaz de interferir con la funcidn del sistema nervioso.
Este proceso resulta de una alteracién en el equilibrio de numerosos facto-
res hemodindmicos; pudiendo producir diversas alteraciones bioquimicas y
metabdlicas en las neuronas y en la glia que conducen a la necrosis celular
[15].

Al obstruirse un vaso sanguineo cerebral se produce un gradiente de per-
fusion sanguinea. La disminucidn del flujo sanguineo cerebral (FSC) en una
determinada zona de tejido cerebral, por debajo de 10 mL/100 g/min, pro-
duce una rapida muerte neuronal [16]. Entre este nucleo intensamente is-
guémico y el parénquima normalmente perfundido (FSC > 50 mL/100
g/min), existe una zona moderadamente hipoperfundida, cuya extensién
depende del mejor o peor funcionamiento de la circulacion colateral [17,
18]. Recientemente, estudios de tomografia por emisién de positrones
(PET), han logrado diferenciar en la zona hipoperfundida dos regiones con
prondstico claramente diferenciado:

= Zona oligohémica: ligeramente hipoperfundida (FSC > 22 mL/100
g/min) en la que la transformacion en infarto sélo sucede en circuns-
tancias especialmente adversas.

=  Penumbra isquémica: con una perfusidn cerebral criticamente dis-

minuida (FSC < 22 mL/100 g/min), pero en la que el consumo de oxi-
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geno es todavia suficiente para preservar la supervivencia tisular

(perfusién de miseria) [19, 20].

La penumbra isquémica no tiene por qué estar necesariamente rodeando
zona de necrosis neuronal, sino que puede constituir por si misma un terri-
torio cerebral con aporte sanguineo comprometido pero con un metabolis-

mo energético preservado [21].

Flujo sanguineo cerebral
mL / 100 g / min

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

Flujo normal

Oligohemia

Necrosis

llustracion 10. Zonas del tejido cerebral en relacion al flujo sanguineo tras la obstruccion de un vaso.

La penumbra isquémica se define como:“el tejido cerebral en el cual el flu-
jo sanguineo cerebral ha disminuido hasta el punto de causar silencio elec-
trofisiolégico y pérdidas pasajeras, pero recurrentes, de los gradientes de

membrana y metabolitos energéticos [22]”.
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En la penumbra isquémica hay alteracion de la actividad funcional de las
neuronas, pero se conserva una actividad metabdlica minima que preserva
la integridad estructural durante algln tiempo. En esta zona el tejido resulta
dafado, se altera el mecanismo de autorregulacién, se mantiene parcial-
mente la reactividad al CO,, la transmision sinaptica y el contenido de ade-
nosisn trifosfato (ATP) son normales y disminuye el contenido de glucosa.
Esto produce la aparicidon de sintomas neuroldgicos, pero no de dafios irre-
versibles [15]. Las neuronas de la penumbra isquémica pueden sobrevivir y
recuperarse cuando se mejoren las condiciones hemodindamicas y se restau-
re el flujo sanguineo cerebral que aporte de nuevo la glucosa y el oxigeno
necesarios [23]. Este hecho constituye la base para el tratamiento de la is-

guemia cerebral.

La cascada isquémica neuronal

La falta de ATP a causa de la hipoxia origina el fallo de las bombas de Na* y
de K*, produciendo una rapida deplecién de K* intracelular que condiciona la
despolarizacién neuronal, y la consiguiente apertura de canales de Ca** vol-
taje dependientes. Esto conlleva a un incremento de Ca™ intracelular que
puede duplicar la concentracidn inicial, contribuyendo a la despolarizacion
de la membrana [24].

El fallo energético y la despolarizacidon de la membrana neuronal condi-
cionan el aumento en la liberacién de glutamato (GLU) y otros aminoacidos
excitadores [25].El GLU liberado estimula receptores de membrana ionotro-

picos (principalmente AMPA y NMDA) y metabotrdpicos. La estimulacion de
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estos receptores pone en marcha una cascada isquémica que llevara a la

muerte celular [24].

“C L EE ‘9_’# )
AN AD
L e Ll ke er e

Na+ Cat+
Edema intracelular Cascada isquemica
llustracién 11. Excitotoxicidad por GLU. La activacion de los receptores AMPA produce la entrada de

Na* (arrastrando agua) resultando en edema intracelular. La activacion de los receptores NMDA
produce la entrada de Ca™ desencadenando la cascada isquémica.

El aumento de [Ca™"]; (intracelular) es clave en los procesos que conducen
al dafio cerebral irreversible. Su elevacion intracelular activa una serie de
enzimas (proteinquinasas, proteasas, endonucleasas, proteinfosfatasas y
sintasa de 6xido nitrico —~NOS-) y condiciona la expresion de varios genes de
respuesta [26].

Dentro de esta cascada isquémica se van a producir también especies reac-

tivas de oxigeno (ROS), que ocasionan la alteracién de algunos constituyen-
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tes celulares como proteinas, acidos nucleicos vy lipidos; al sobrepasar la ca-

pacidad antioxidante de las neuronas.
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Fosfolipasas Proteinquinasas Endonucleasas

llustracién 12. Dafio celular por Ca*". La elevacién del Ca;"* interrumpe la produccién de ATP, afecta a
la estabilidad de fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos y favorece el incremento de GLU extrace-
lular; propagando la excitotoxicidad.

La activacion de los receptores NMDA vy la entrada de Ca ;" estimula la
NOS y se produce un aumento de la sintesis de oxido nitrico (NO). El aumen-
to de NO por la sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS) origina una lesién
neuronal inmediata, mientras que la iNOS (inducible) contribuye al dafio
neuronal retardado. EI NO producido por eNOS (endotelial) actia como
neuroprotector, induciendo vasodilatacién y el mantenimiento del FSC re-

gional [27].
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La toxicidad del NO depende de su reaccién con el O,". La formaciéon de NO
en presencia de un exceso de O, origina el anién ONOQO’; causa directa de la

lisis neuronal al reaccionar con grupos sulfhidrilo, proteinas, lipidos y acidos

nucleicos [28].

AR AN
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Leucotrienos
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Ferritina —» Fe2* —p O,0 __*

llustracién 13. Generacion de ROS. La fosfolipasa A,esta sobreactivada por la entrada de Ca,,por el
receptor NMDA, generando O, . Este receptor también estimula la nNOS, originando ONOO'.

Durante la isquemia cerebral, ademas del GLU, aparecen otros neuro-
transmisores en el espacio vascular; principalmente la GLY y el GABA. La GLY
es coestimulador del receptor NMDA [29], mientras que el GABA ejerce una
neurotransmision inhibitoria.

El GABA se sintetiza, en parte, a partir del GLU. Durante la isquemia cere-

bral se produce un aumento de su sintesis y liberacién al espacio extravascu-
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lar, donde llegan a alcanzarse concentraciones 250 veces mas altas que en
condiciones fisioldgicas. Desempeiia una funcién neuroprotectora, existien-

do datos experimentales que asi lo demuestran [30].
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llustracién 14. Efecto neuroprotector del GABA. El GABA provoca la entrada de Cl'que incrementa la
concentracion de cargas negativas en la célula, favoreciendo la repolarizacién.

La muerte neuronal en la zona de penumbra isquémica también es resul-
tado de procesos de apoptosis. La lesion del ADN por las endonucleasas o
las ROS inicia un mecanismo autodestructivo produciendo alteraciones de la
expresion génica [31]. Reducciones moderadas del ATP mitocondrial origi-
nan la liberacién de caspasas, citocromo c y del factor de induccién de Ila

apoptosis, que actian como iniciadores de la apoptosis neuronal [32].
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Al mismo tiempo, la apoptosis se relaciona también con una forma de neu-
roproteccién fisiolégica como es la tolerancia isquémica [33]. En las neuro-
nas del area de penumbra isquémica la estimulacién del receptor NMDA vy el

*1i inducen la expresion de genes de respuesta inmediata

aumento de [Ca
gue pueden regular la sintesis proteica en otros genes efectores. Esta sinte-
sis proteica (proteinas de estrés, factores de crecimiento neuronal, factor de
necrosis tumoral alfa-TNF-a-) puede ejercer un papel promotor de la super-
vivencia y recuperacién neuronal, o bien activar la muerte celular progra-

mada [34].

La glia en la isquemia cerebral

Los astrocitos desempefian un papel fundamental en el ictus, tanto en el
establecimiento de la lesion definitiva como en la reparacion del tejido.

En condiciones fisioldgicas, los astrocitos controlan la acciéon neurotrans-
misora del GLU mediante su recaptacion a través de transportadores. Estos
transportadores utilizan el gradiente de membrana del Na* para conducir el
GLU al interior del astrocito. El GLU es convertido en GLN, que sera reutili-
zada por las neuronas para la sintesis de GLU y GABA.

Durante la isquemia cerebral el primer cambio morfoldgico que se observa
es el edema de los astrocitos. Este edema resulta del fallo energético que
origina la despolarizacion y la apertura de varios canales i6nicos, dependien-
tes o no del GLU, con la consiguiente entrada de Na* y agua [35].

El edema de los astrocitos, la disminucidon de los transportadores GLT

(transportadores de GLU) y GLAST (transportadores de GLU-aspartato), el
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acido araquiddnico, radicales libres, acido lactico, y la presencia de concen-
traciones elevadas de NO son los factores causantes de la disminucion de

recaptacion de GLU.

llustracién 15. Recaptacion del GLU. Durante la isquemia cerebral se produce un bloqueo del recep-
tor GLT-1 (responsable del 90% de la recaptacion en condiciones fisioldgicas) aumentando el GLU
extracelular. El exceso de GLU activa los receptores AMPA de la glia provocado la entrada de sodio y
agua.

La microglia también contribuye al dafio isquémico mediante la produccién
de citoquinas, NO y otros radicales libres [36].

En la oligodendroglia, la disminucidn energética origina una pérdida de los
gradientes idnicos que revierten el funcionamiento de algunas bombas in-
tercambiadoras de Na' y de Ca™; con la consiguiente acumulacién de ambos

iones en el interior de la célula.
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Las células gliales que sobreviven al episodio isquémico sufren un proceso
de hipertrofia y proliferacion, fundamentalmente de astrocitos, denominado
gliosis reactiva, y que se ha relacionado con mecanismos de neurorrepara-
cion y neuroproteccion.

Los astrocitos constituyen una de las fuentes mas importantes de factores
de crecimiento, fundamentalmente del factor de crecimiento neuronal
(NGF), del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF); que desempeiian un papel muy

importante en la tolerancia isquémica [37].

Alteraciones microcirculatorias en la isquemia cerebral

La isquemia y la posterior reperfusién inducen una respuesta inflamatoria,
iniciada en la microcirculacién, que contribuye a la destruccion celular.

Las células endoteliales, principalmente, y las neuronas, astrocitos y mi-
croglia de la periferia de la zona isquémica, se activan para iniciar una res-

puesta inflamatoria por medio de la liberacion de citoquinas [38].

Citoguinas
(IL-1p, TNF-or)

S

llustracidn 16. Inicio de la inflamacién en la microcirculacion. La activacion de IL-1B y el TNF-a, inicia
la inflamacion precoz en la isquemia cerebral.
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La interleuquina 1B (IL-1B) y el TNF-a son las dos citoquinas que inician la
repuesta con una activacién precoz y transitoria [38]; induciendo una se-
gunda respuesta inflamatoria mds persistente, mediada por la IL-6 e IL-8.
Estas desempefian un papel importante en el desarrollo de reactantes de
fase aguda, incluyendo la fiebre, la proteina C reactiva (PCR) y el fibrindgeno
[39]; y en la liberacién de adhesinas (selectinas, miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas y las integrinas), que originan la agregacién leucoci-
taria y posteriormente su adherencia a elementos conjuntivos de la pared

vascular.

Citoquinas'
(IL-6, IL-8)

N4
Fiebre
Proteina C reactiva
Fibrinogeno

llustracién 17. Segunda respuesta inflamatoria en la microcirculacion. La IL-1B y el TNF-a inducen
una segunda respuesta inflamatoria mas persistente mediada por la IL-6 e IL-8; desarrollando reac-
tantes de fase aguda.

La IL-8 activa a las integrinas, mientras que la IL-6 activa a las selectinas y a

la superfamilia de las inmunoglobulinas [40]. Las selectinas (L-selectina,
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P-selectina y E-selectina) son glicoproteinas que contribuyen a la interaccidn
inicial de los leucocitos y las células endoteliales en la periferia del infarto,
con una accién transitoria y reversible.

Las principales moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas son
las moléculas de adhesidn intercelular 1(ICAM-1), las moléculas de adhesion
celular vascular 1 (VCAM-1) y las moléculas de adhesién celular plaqueta
endotelio 1 (PECAM-1).

Las integrinas también intervienen en la adhesidn intracelular, asi como en
la interaccidon de estas células con elementos de la matriz extracelular; con
accion mads tardia. Como consecuencia de la activacién de las adhesinas se
origina un reclutamiento de leucocitos, y posteriormente su adhesién y
agregacion a la pared vascular, causando la obstruccién de la microcircula-

cion y del fendmeno del no reflujo.

\< g
L- selectinas

Oclusion microvascular |—

llustracidn 18. Las interleuquinas 6 y 8 son responsables de la liberacion de moléculas de adhesion
celular, como las integrinas, las selectinas, y las moléculas miembros de la familia de las inmunoglo-
bulinas (ICAM-1 y VCAM-1), que originan la agregacion de leucocitos y su adhesion al tejido conjun-
tivo de la pared vascular, lo que contribuye a la oclusion microvascular.
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Las MMP son una familia de enzimas proteoliticos que se encargan del re-
modelado de la matriz extracelular y que, en conjunto, pueden degradar
todos sus constituyentes.

La MMP-2 y la MMP-9 estdn implicadas en la isquemia cerebral [41], pro-
duciendo la rotura de la barrera hematoencefdlica y consigo, el desarrollo
del edema vasogénico que facilita la transformacién hemorragica del infarto
[42].

La IL-6 y el TNF-a son citoquinas que pueden expresar MMP-9. La regién
promotora del gen de la MMP-9 contiene una zona de unién para la protei-
na activadora 1 (AP-1) y para el factor nuclear kB (NF-kB) que responde a
numerosos estimulos inflamatorios; y los genes de respuesta inmediata

forman el heterodimero AP-1 que activa el gen MMP-9 [43].

( Isquemia
Aé =

A
Citotoxicidad /* :
A

Inflamacion /*& f t \
* g
Proteasas de matriz 7 \/
N

llustracién 19. Disrupcion de la barrera hematoencefalica. Las MMP empleadas por los leucocitos
para migrar a través del endotelio provocan una desestructuracion de la barrera hematoencefalica,
aumentando la permeabilidad vascular y contribuyendo a la formacién de edema vasogénico.
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Los leucocitos acumulados y adheridos por accion de las citoquinas en la
isquemia cerebral, utilizan la produccién de MMP para migrar a través del
endotelio, desestructurar la barrera hematoencefalica y contribuir a la pro-
duccién de edema.

La endotelina (ET) liberada, fundamentalmente por el endotelio vascular
aunque también por neuronas y células gliales, aumenta en la isquemia ce-
rebral debido a la activacion de los receptores ET-A presentes en los vasos
cerebrales [44]; de forma que se produce una accién vasoconstrictora po-
tente y mantenida.

Otros factores como los metabolitos del acido araquiddnico y algunos radi-
cales libres tienen también efectos vasoconstrictores.

Ademas de estos factores bioquimicos, el edema de los astrocitos perivas-

culares contribuye a la reduccién del calibre de la microcirculacion [45].

Marcadores moleculares de utilidad diagndstica y prondstica

Los mecanismos bioquimicos de neurotoxicidad e inflamacion resultan de
utilidad como marcadores asociados a signos precoces de isquemia, deterio-
ro neurolégico, volumen de infarto, transformacion hemorrégica y con efi-
cacia del tratamiento trombolitico.

El edema citotéxico, originado como consecuencia de la activacidn de los
receptores AMPA por los aminoacidos excitatorios, es responsable de los
signos precoces que se pueden identificar en la tomografia computerizada

(TC). Otros factores, como los diferentes mecanismos inflamatorios y la dis-
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rupcién de la barrera hematoencefélica, son responsables del edema va-

sogénico.
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llustracion 20. Principales mecanismos implicados en la isquemia cerebral.

Existe una asociacidon secuencial entre los marcadores de excitotoxicidad
(GLU), inflamacién (IL-6 y TNF-a) y ruptura de la barrera hematoencefalica
(MMP-9) segun la intensidad de los marcadores precoces de isquemia [46].

Uno de los mecanismos responsables del deterioro neuroldgico precoz es
la transformacion del tejido isquémico periférico a la zona de infarto (pe-

numbra isquémica) en tejido necrético.



Introduccion

El GLU es el marcador bioquimico predictivo mds potente de progresion
del infarto [47], aunque también se ha visto que las concentraciones eleva-
das de GLY, asi como los niveles bajos de GABA en plasma, son predictores
del deterioro neurolégico que se produce en las primeras 48 horas [48].

Existe una fuerte relacidn entre los depésitos de hierro, una fuente de ra-
dicales libres, y el deterioro neuroldgico [49], al igual que con los marcado-

res moleculares de inflamacién, como la IL-6 [50-52].

n=61 n=56 n=32
(22,5%) (20,6% (11,8%)

EFECTO MASA
Hipodensidad =
Sin efecto masa Grado | Grado Il Grado IlI
Borramiento del surco cortical ~ Asimetria ventricular Linea media

| | | |
¥ v ¥ Y

Glutamato TNF-a IL-6 MMP-9
OR 13,2 OR 21,6 OR 26,5 OR 34,4
IL-6 MMP-9
OR 18,2 OR 11,9

llustracion 21. Asociacion de signos precoces de isquemia cerebral con marcadores bioquimicos.
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El volumen final del infarto es consecuencia de la interaccion de factores
vasculares, hemodinamicos y bioquimicos. Algunos marcadores moleculares
poseen un efecto neuroprotector, como el GABA y la IL-10, mientras que
otros, como el ICAM-1, VCAM-1, TNF-a, IL-6, GLU, ferritina, MMP-9 y NO" se
asocian con un mayor volumen del infarto [53].

La transformacién hemorragica de un infarto cerebral es una complicaciéon
evolutiva con implicaciones clinicas significativas. El tamafio de la lesidn, la
hipertensién arterial, el tratamiento con anticoagulantes, la edad, la presen-
cia de signos precoces en neuroimagen o la hiperglucemia se asocian con un
mayor riesgo de transformacién hemorragica [54, 55]. Parece que la causa
de la transformacidn hemorragica es la pérdida de la integridad de la ldamina
basal de la microcirculacién cerebral debido a la isquemia [56]. La activacion
de las MMPs en modelos animales produce el deterioro de los componentes
de la [dmina basal, como la laminina, el colageno y la fibronectina, originan-
do la transformacién hemorragica [57]. Ademas, la concentracién de MMP-9
es tres veces mayor en aquellos pacientes que presentan transformacion
hemorragica [58]. Asimismo, concentraciones elevadas de fibronectina celu-
lar (cFn) pueden predecir transformacién hemorragica en aquellos pacientes
que reciben tratamiento trombolitico [59].

El tratamiento trombolitico con r-tPA es el Unico farmaco que ha demos-
trado ser eficaz en el tratamiento del ictus isquémico. La respuesta a dicho
tratamiento no es homogénea, y la mayor complicacién que se produce es la
transformacion hemorragica. Los niveles plasmaticos de IL-6, TNF-a y MMP-

9 obtenidos basalmente se relacionan con la eficacia del tratamiento trom-
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bolitico y con la incidencia de complicaciones como la transformacion

hemorragica [53].

Plasma

Heparan

Endotelio C___ﬁ
sulfato —————— = E
Laminina

Fibronectina * *‘ .h x ’f * 2 "- *; ’ ; * ‘ # *

TRANSFORMACION HEMORRAGICA

llustracién 22. Mecanismos moleculares de transformaciéon hemorragica en la isquemia cerebral.

Exploraciones vasculares en el ictus

Ultrasonografia

El uso clinico de los ultrasonidos en el diagndstico vascular comenzé a me-
diados de la década de los afios 60 con la utilizacion de un doppler de emi-
sién continua desarrollado por la Universidad de Washington denominado
“Dopotone”. Desde ese momento se han experimentado importantes avan-
ces en este campo, entre los que destacan: la combinacidn de la ecografia
modo By el efecto doppler (base del duplex scan actual) y la incorporacion

del color a finales de la década de los 70 [60].

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

Doppler de emision continua

Es una técnica histdrica [61, 62] y la mas subjetiva dentro de las técnicas
no invasivas de los troncos supradrticos que aun tiene validez.

Ofrece una informacién preliminar que puede ser ampliada por técnicas
sucesivas y es importante en la valoracién global de la repercusién hemo-
dinamica de lesiones en los troncos supradrticos (TSA).

La alta energia del Doppler continuo, el no presentar efecto de “aliasing”,
asi como la comodidad de manejo de un transductor tipo lapiz son sus prin-
cipales ventajas. El gran inconveniente es que debe detectar un vaso que no
se ve y que por tanto no es posible conocer el angulo de incidencia de los
ultrasonidos con el mismo; lo que confiere a la exploracién un marcado
caracter cualitativo. El doppler pulsado resuelve este problema emitiendo
pulsos cortos de ultrasonidos de forma regular; permitiendo localizar la se-

fal a una profundidad concreta.

Ultrasonografia duplex o eco-Doppler.

Constituye el procedimiento diagndstico mas rdpido, no invasivo, econé-
mico y fiable para detectar enfermedad estenosante de la arteria carétida
interna (ACI) extracraneal. Permite el estudio hemodindmico de la estenosis
y el morfolégico de la placa de ateroma. Se combina un ecografo modo B a
tiempo real con un instrumento de ultrasonidos y andlisis de la seial dop-

pler.
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PRF:15.6k / Filter:244 |l

Vmean -165.1 cm/s

llustracidn 23. Imagen de la arteria carétida mediante eco-doppler.

La técnica fue descrita en los afios 70 [63] y desde entonces la mejora tec-
nolégica y la especializacidn de los exploradores ha situado al ecodoppler en
un test de primera linea en el diagndstico no invasivo de los troncos su-
pradrticos en general y de la estenosis de ACI en particular.

El duplex logra la visualizacion del vaso explorado aportando detalles acer-
ca de la morfologia del mismo y permite el conocimiento del angulo de inci-
dencia con lo que posibilita el calculo de la velocidad de flujo que se relacio-
na con el estudio hemodinamico objeto del estudio.

Los criterios diagndsticos para la gradacién de la estenosis de ACI estan ba-
sados en el analisis espectral doppler, es decir, en la determinacién de la
amplitud de todas las frecuencias presentes en la sefial doppler y su repre-
sentacion grafica: velocidad (cm/s.), tiempo en el eje de abscisas y amplitud

indicada por la intensidad de escala de grises. Existen varios pardmetros a
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valorar en el andlisis espectral, pero de acuerdo con distintos estudios [64,
65] es basica la valoracion de tres de ellos :

- Velocidad sistélica maxima: si supera los 230 cm/s. es indicativo de
estenosis superior al 70 % de la ACI.

- Velocidad diastélica maxima: es un pardmetro Util para distinguir
entre estenosis inferiores o superiores al 70 %, segln sea inferior o
superior a 100 cm/s.

- Ventana: cuando el flujo es turbulento (indicativo de estenosis) se
registra una gran variedad de rangos de frecuencias y amplitudes
que graficamente queda representado por una ocupacién de pun-
tos grises por debajo del contorno de la curva, a diferencia del flujo
laminar normal, donde el drea por debajo del pico sistélico es clara
(ventana).

Los criterios de andlisis espectral han sido revisados en diversas ocasiones
[66,67], de forma que en la actualidad las estenosis carotideas extracranea-

les se clasifican en varios grupos [68].

PARAMETROS PRIMARIOS PARAMETROS SECUNDARIOS
GRADO DE ESTENOSIS VSM ACI (cm/s) ESTIMACION DE PLACA RATIOICA/CCA VDM ACI (cm/s)
Normal <125 Ninguna <2 <40
<50% <125 <50 <2 <40
50-69% 125-230 250 2-4 40-100
>70% >230 >50 >4 >100
Suboclusién Muy alto, muy bajo Visible Variable Variable

Oclusién Indetectable No lumen No aplicable No aplicable

Tabla 2.Criterios diagndsticos de la Sociedad de Radidlogos.VS-VD: velocidad sistdlica, diastdlica[68].
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En los ultimos afios la incorporacion del eco-Doppler color ha permitido
obtener una imagen de relleno del vaso; que conlleva a una mejor visualiza-
cion del contorno y morfologia de la placa. Asimismo, identifica mas clara-
mente que el duplex convencional, en las exploraciones de la bifurcacién
carotidea la zona divisoria entre el flujo anterdgrado y el retrégrado. Facilita
también la identificacién de elongaciones arteriales, de irregularidades en
las placas hipoecogénicas y la identificacidn de obliteraciones arteriales.

La fiabilidad de este método depende fundamentalmente del explorador y
una vez superada la curva de aprendizaje, la sensibilidad y especificidad
puede llegar al 99% y 84 % [65] respectivamente; de tal forma que algunos
autores [69] obvian la arteriografia para el diagndstico de grupos concretos
de distribuciones lesionales (sensibilidad y especificidad del 100 %).

En cuanto a las limitaciones del eco-Doppler se dice que en aproximada-
mente un 10 % de los casos la exploracién no puede realizarse de manera
satisfactoria por distintos motivos siendo los mas importantes: las calcifica-
ciones extensas, los bucles arteriales, los cuellos cortos, pacientes obesos o
bifurcaciones carotideas altas. En estos casos y en los ultimos tiempos [70,
71] se han incorporado productos de contraste para ecografia que mejoran
la fiabilidad de las exploraciones; llegando en casos determinados a no
hacer necesaria la practica de la arteriografia en casos de baja fiabilidad de
la exploracién basal como en el caso del diagndstico de confirmacién de

oclusidn carotidea [72].
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Doppler transcraneal

El Doppler transcraneal permite conocer el estado de la circulacién colate-
ral intracerebral y realizar estudios de reactividad vasomotora con CO, o
acetazolamida para conocer la reserva hemodinamica cerebral pudiendo de
esta manera una mejor selecciéon del paciente de riesgo. También permite,
indirectamente, el estudio del grado de estabilidad de la placa mediante la

deteccidon de microembolias.

llustracién 24. Deteccion de microembolias mediante Doppler transcraneal.

Habitualmente en esta técnica se manejan 3 ventanas acusticas: la tempo-
ral, la transorbitaria y la suboccipital que permiten la insonacién de la arteria
cerebral media, arteria cerebral anterior, arteria cerebral posterior (ACP),
segmento intracraneal de la ACl y las arterias comunicantes en el caso de la

ventana temporal, la arteria oftdlmica y el sifén carotideo en la ventana or-



Introduccion

bitaria y las arterias vertebrales y troncobasilar en la ventana suboccipital
[73].

El papel desempefiado por el doppler transcraneal en el diagndstico del ic-
tus isquémico de origen carotideo es fundamentalmente a través de la me-
dicién de la hemodindmica cerebral aportando informacién tanto del meca-
nismo del ictus en pacientes sintomaticos, y valorando el riesgo de infarto
por mecanismo hemodindmico en pacientes asintomaticos ante situaciones
determinadas como pueden ser la hipotensién, la bradicardia o la deshidra-

tacion [74].

Arteriografia

Angiografia convencional

La arteriografia de TSA ha sido el patréon de referencia del resto de explo-
raciones del segmento arterial. De los 3 métodos empleados para la realiza-
cion de esta técnica: la arteriografia convencional, la angiografia de sustrac-
cion digital intravenosa y la angiografia de sustraccion digital intraarterial; es
esta ultima la que obtiene mayor calidad en las imagenes y disminuye los
riesgos de la exploracién. Se considera la técnica de referencia en la medi-

cion del grado de estenosis.
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ESTENOSIS

llustracion 25.Arteriografia mostrando estenosis de la ACI.

Esta técnica aporta datos en 3 sentidos:

- Diagnéstico funcional: dada la anatomia de la circulacién encefalica
(sistemas de suplencia) la valoracidn global de la misma es de gran
interés y permite planear de forma mas adecuada la estrategia te-
rapéutica.

- Diagnoéstico de extension: la informacion abarca todo el territorio
posible causante del cuadro patolégico.

- Diagnéstico morfolégico: aporta datos fundamentalmente sobre la

presencia o ausencia de Ulceras en la placa.
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La arteriografia de TSA afiade a la morbilidad derivada de la puncién arte-
rial (hematomas, pseudoaneurismas) y a la inyeccién de contraste radiogra-
fico un porcentaje de complicaciones neurolédgicas que pueden llegar al

1,2% del total de exploraciones.

Angio-TC

La angiografia-TC detecta de manera precisa la presencia de calcio, si bien
presenta menos resolucion espacial que la arteriografia convencional y ne-
cesita gran cantidad de contraste no dando informacion de toda la exten-
sidon de la ACI. Su fiabilidad aun esta por determinar puesto que son escasas

las series comparativas que demuestren su utilidad [75, 76].

PLACA

llustracion 26. Angio-TC demostrando la presencia de estenosis de la ACI.
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Angio-RM

Otra técnica no invasiva es la resonancia magnética (RM), que ofrece la po-
sibilidad de estudios combinados de parénquima y vascularizacion cerebral.

Desde su introduccién en humanos en la década de los 80 su crecimiento
ha sido exponencial y con la introduccién de técnicas de angio-RM, el dia-
gnostico de la enfermedad arterial oclusiva tanto extra como intracraneal ha
experimentado importantes avances. En el estudio concreto de la bifurca-
cién carotidea series comparativas publicadas han demostrado unos resul-

tados satisfactorios respecto al duplex y la arteriografia [77, 78].

ESTENOSIS

llustracién 27. Imagen de angio-RM mostrando estenosis de la ACI.
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Aterosclerosis

La aterosclerosis es un fenédmeno patoldgico caracterizado por una res-
puesta inflamatoria proliferativa de la pared vascular ante diferentes agen-
tes lesivos, en el que se acumulan lipidos y elementos fibrosos. Se ven afec-
tadas las arterias de calibre mediano y grande, tales como la aorta, arterias
femorales, cardtidas, cerebrales, coronarias y renales; principalmente en la
capa intimal.

Las lesiones aterosclerdticas se inician en la infancia progresando de ma-
nera crénica y asintomatica a lo largo de los afos, pudiendo, tardiamente,
provocar sintomatologia clinica como resultado de una reduccién crénica o
aguda (aterotrombosis) de la luz arterial; siendo la principal responsable de

enfermedad cardiovascular y cerebrovascular.

FACTORES CON COMPONENTE GENETICO  FACTORES AMBIENTALES

Niveles elevados de LDL/VLDL Dieta alta en grasas

Niveles reducisos de HDL Tabaquismo

Niveles elevados de lipoproteinas (a)
Eleveda presién sanguinea

Niveles elevados de homocisteina

Historia familiar

Diabetes y obesidad

Niveles elevados de factores hemostéticos
Depresidn y otras enfermedades del
comportamiento

Sexo (hombre)

Inflamacion sistémica

Sindrome Metabdlico

Niveles bajos de antioxidantes
Falta de ejercicio

Agentes infeciosos

Tabla 3. Principales factores de riesgo de la aterosclerosis [79].
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La aterosclerosis presenta una etiologia compleja en la que interactian
numerosos factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales [80, 81],

con efectos aditivos [82].

Patogenia

Inicio de la lesidn: la estria grasa

Las primeras lesiones aterosclerdticas, macroscépicamente visibles, son las
estrias grasas. Se pueden manifestar en la aorta y en la arterias coronarias
durante las primeras décadas de vida; consistiendo en una acumulacion de

lipidos en la intima vascular [83].

ADVENTICIA

MEDIA

INTIMA

LAMINA
ELASTICA

llustracion 28. Estructura de un vaso sanguineo normal.
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El primer factor que determina la formacién de la estria grasa es el trans-
porte de lipoproteinas de baja densidad (LDL) hacia la pared vascular. Las
LDL son lipoproteinas muy ricas en colesterol, que provienen en mayor par-
te del metabolismo de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL); y su
funcién bdasica es la distribucidon del colesterol a los diferentes tejidos. Las
LDL son transportadas rdpidamente a través del endotelio y se unen a los
proteoglicanos que conforman la matriz extracelular [84]. Los proteoglica-
nos tienen una elevada capacidad de alterar y retener las LDL en la intima,
contribuyendo a la acumulacién lipidica y al inicio de la formacién de la estr-
fa grasa [85].

Debido al estado de estrés oxidativo provocado por la disfunciéon endote-
lial, las LDL retenidas en el espacio subendotelial son oxidadas [86]. Estas
LDL.x (oxidadas) son altamente inflamatorias y citotdxicas. Su acumulacién
motiva la activacidon de una respuesta inflamatoria provocando la atraccién
de linfocitos-T y monocitos hacia la lesidn, que se convertirdn en macréfagos
una vez dentro de la intima [87, 88]. Ademas de las LDL modificadas, la
homocisteina, la angiotensina Il (All) y productos microbianos también indu-
cen inflamacion en la zona de la lesién [89].

Las LDLo inducen la produccidn, por parte de las células endoteliales y
células de musculo liso (CML), de diferentes activadores de monocitos y lin-
focitos-T, como la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) [90]. La
expresion de MCP-1 y otros genes inflamatorios estan bajo el control del
factor de transcripcion NF-kB [91]. La activacién de este factor puede des-

empeiar un papel clave desde las fases tempranas de la formacién de la
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placa, pues se encuentra de forma activa en las lesiones ateroscleréticas
[92, 93].

Las LDL oxidadas y otros factores proinflamatorios, como la IL-1, la trombi-
na y el TNF-a inducen la expresion de moléculas de adhesién, que promue-
ven la adhesién de los leucocitos (monocitos vy linfocitos-T) al endotelio, y

del factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) [94].

~ INFILTRACION

llustracidn 29. Inicio de la lesion aterosclerética. Adhesion y migracion de leucocitos a la intima.

Entre las moléculas de adhesidn se encuentran las selectinas, selectina E y
la selectina P [95], las inmunoglobulinas, y las ICAM-1 y VCAM-1 [96]. El M-
CSF, también controlado por NF-kB, es responsable de la diferenciacion de
los monocitos a macréfagos. Esta diferenciacién conlleva la expresion de los
“receptores basureros” (scavenger receptors) [97]. Estos receptores, a dife-

rencia de los receptores LDL normales, no son regulados a la baja por la pre-
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sencia de altas concentraciones de colesterol intracelular, por lo que los
macréfagos captan y acumulan a través de estos receptores grandes canti-
dades de LDL modificadas (oxidadas, acetiladas, etc.); transformandose en
células espumosas. La causa de que el receptor LDL no reconozca a las LDLy
(modificadas) se debe a que el proceso de oxidacidén induce cambios en la
parte proteica de la lipoproteina (apo B), que en cambio si es reconocida por
los receptores basureros de los macréfagos [98].

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), al contrario que las LDL, tienen
una funcidn protectora; disminuyen la oxidacion de las LDL [99], asi como la
formacion de la estria grasa [100], debido a su funcién en el transporte re-
verso del colesterol [101], sobre todo en las fases iniciales de la aterosclero-

sis.

ESTRIA GRASA

llustracién 30. Formacion de la estria grasa por acumulacién de lipidos.
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Progresion de la placa aterosclerotica

La estria grasa puede progresar hasta la formacion de la placa [102].
Hay dos factores clave en la progresion de la lesion:
e la proliferacion y migracion de CML, y

e |a acumulacion lipidica en macréfagos y CML.

El papel de los macréfagos es central en este proceso, ya que estan pre-
sentes desde el inicio de la lesién. Bajo la accion de MCP-1, M-CSF y otras
citoquinas, los macréfagos se activan y se incrementa su capacidad de oxi-
dacién de lipoproteinas y de secrecion de factores de crecimiento; asi como
diversas citoquinas inflamatorias e interferén gamma [103, 104]. Estas cito-
quinas contintan estimulando la expresién de moléculas de adhesién y cito-
quinas por parte de las células endoteliales y CML, favoreciendo un proceso
continuo de captacién, proliferacion y activacién de monocitos-macréfagos,
expresion de receptores basureros, captaciéon de LDL modificadas y trans-
formaciéon en células espumosas; resultando en una acumulacién incontro-
lada de lipidos en el espacio subendotelial.

Junto a los macréfagos, las CML son el componente principal de la lesiéon
aterosclerética. Su migracién y proliferacion se estimula por factores de cre-
cimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la All
y la trombina, liberados por plaquetas, macréfagos y CML [87, 105]; asi co-
mo las lipoproteinas [106]. Las CML al igual que los macrdfagos, también

captan y acumulan LDL modificadas transformandose en células espumosas
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[107, 108]. Las CML son la fuente de la matriz extracelular de la placa [109],
cuyo componente principal es el colageno tipo |, que confiere a la placa gran
estabilidad estructural. La sintesis del colageno tipo | estd fundamentalmen-
te promovida por el factor de crecimiento transformante (TGF-B), secretado

por los macréfagos y CML [110].

NUCLEO
LiriDICcO

llustracion 31. Progresion de la lesion. Formacion del ntcleo lipidico.

Las plaquetas tienen también un papel importante en el desarrollo de la
lesién, ya que se adhieren al endotelio disfuncional, a los macréfagos o al
colageno expuesto, y liberan citoquinas y factores de crecimiento, como el
PDGF y la trombina, que contribuyen a la migracion y proliferacién de CMLy

monocitos [111, 112].
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Con la sucesidn de todos estos procesos la estria grasa se va haciendo mas
compleja a lo largo del tiempo y se recubre por una o mas capas de CML y

tejido conectivo, dando lugar a la capsula fibrosa.

PROLIFERACION
Y
MIGRACION

llustracién 32.Progresion de la lesion. Proliferacion y migracion de CML.

Estabilidad de la placa: proceso aterotrombético

Las placas de ateroma estan formadas por un nucleo lipidico, compuesto
basicamente por colesterol libre y ésteres de colesterol acumulados en el
interior de macréfagos (células espumosas); separado de la luz arterial por
un caparazon fibromuscular y una capa de células endoteliales. El factor
predominante que va a afectar a la estabilidad de las placas aterosclerdticas

es la proporcidn entre matriz extracelular y contenido lipidico [113, 114].
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Existen dos mecanismos bdsicos responsables de la manifestacion clinica de

las placas aterosclerdticas:

El crecimiento de la placa hasta alcanzar un tamafo umbral: redu-
ciendo u obstruyendo completamente el paso de la sangre. Este tipo
de lesiones representan la mayor parte de los procesos aterosclerd-
ticos, pero suponen una pequefia proporcién de los episodios clini-
cos, ya que son lesiones bastante estables. Su estabilidad se debe a

un elevado componente celular y de matriz extracelular.

OCLUSION

llustracion 33. Complicacion de la placa de ateroma. Obstruccién de la luz arterial.

La rotura o fisura de la placa: induciendo la formacién de un trombo.
Este tipo de placas causan la mayoria de episodios clinicos [115]. Los
estudios patolégicos demuestran que las placas ateroscleréticas que
tienden a romperse generalmente estdn compuestas por una masa
de lipidos separados del lumen vascular por una cubierta fibrosa del-

gada [116]. Las placas que se rompen tienden a ser relativamente
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blandas y a tener una concentracién elevada de colesterol y de sus
ésteres. El adelgazamiento de la cubierta fibrosa que cubre el nucleo
lipidico precede a la rotura de la placa. Mediante estudios angiogra-
ficos, angioscopicos y patoldgicos se ha establecido una clara asocia-
cion entre la fisura de la placa o su ulceracidn y el desarrollo de la
angina inestable, el infarto de miocardio y la muerte subita de carac-
ter isquémico [117, 118]. Ademas, la trombosis mural formada sobre
la placa rota, es también importante en la progresion de las placas
ateroscleréticas, incluso en ausencia de sintomas clinicos [119]. Estos
procesos de ruptura, trombosis o hemorragia intraplaca que no lle-

van asociados cuadros clinicos, si contribuyen al crecimiento de la

placa de ateroma [120, 121].

RUPTURA

llustracién 34. Complicacidon de la placa de ateroma. Ruptura y formacion de trombo.
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Una vez formada la lesidn aterosclerética, todos aquellos fenédmenos que
reduzcan su contenido en colageno o disminuyan la presencia de CML que lo
producen, debilitaran la capsula fibrosa y haran que la placa sea mas vulne-
rable y propensa a la rotura. Las células espumosas son determinantes, ya
qgue son capaces de digerir la matriz extracelular por fagocitosis directa o
por la secrecion de enzimas proteoliticas, como el activador del plasminége-
no tisular (t-PA), TNF-a, y una variedad de MMP (colagenasas, gelatinasas y
estromelinas) [88, 122]. Ademas, la produccién de tdxicos, como los radica-
les libres oxidantes y productos de la oxidacion lipidica, también contribu-
yen al daio vascular y a la inestabilidad de la placa.

La ruptura de la placa supone la desendotelizacién de la pared vascular y la
exposicion de las capas interiores ricas en coldgeno, factor tisular (TF), lipi-
dos y otros factores que activan la agregacion plaquetaria y la formacién de
un trombo que puede ser oclusivo e impedir de forma subita la circulacion
de la sangre o en cualquier caso, contribuir al crecimiento de la lesion ate-
rosclerdtica que produce una lesién silente.

El proceso de ruptura de la placa de ateroma puede estar influido por una
serie de factores, tanto locales como sistémicos; que al mismo tiempo pue-

den estar determinando la patogénesis de la aterosclerosis [123].
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Factores locales

Desde una perspectiva local, la ruptura de la placa de ateroma se atribuye
a cambios que se producen en la misma.

La mayoria los hallazgos provienen de estudios de ARN,, y expresidén pro-
teica en placas ateroscleréticas humanas y de estudios en modelos animales

de aterosclerosis.

Mediadores inflamatorios

El influjo de células inflamatorias (macréfagos y células T) hacia las placas
ateroscleréticas aumenta con la progresion de la lesidn y en un mayor grado
hacia los sitios de ruptura [88, 124, 125].

En las lesiones ateroscleréticas humanas se encuentran expresados nume-
rosos mediadores inflamatorios, especialmente en las zonas de ruptura
[126]. Entre estos encontramos moléculas de adhesién leucocitaria (E y P-
selectinas, ICAM-1,VCAM), quimioquinas (MCP-1,receptor C-C de quimio-
quinas -CCR-2-,IL-8,receptor de quimioquinas CXC -CXCR3-,CX3CR1), cito-
quinas (G-MCSF,IL-1,IL-6,IL-18, TNF-a, interferén -IF-y-, CD40, ligando del
cluster de diferenciacion 40 -CD40L-) [88, 126] y PCR [127].

Estudios en modelos animales bloqueando estos mediadores, encuentran
un descenso en la progresion de la placa [128-130]; asi como cambios en su
composicién hacia fenotipos ricos en colageno, con descenso de lipidos y

células inflamatorias [131-140].
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Mediadores de fibrosis

El recambio de la matriz extracelular es otro factor regulador importante
en la ruptura de la lesiones ateroscleréticas.

El TGF-B, inductor de la sintesis de coldgeno, se expresa en todos los tipos
de lesiones, pero la expresidn de sus receptores disminuye con la progresion
de la lesion [141]. Ademas, niveles bajos de TGF-B en plasma se asocian con
peor prondstico en la enfermedad arterial coronaria [142].

En las lesiones aterosclerdticas también se expresan MMP (1,2,3,7,8,9,14)
[143, 144]; catepsinas S y K [145]; asi como sus inhibidores especificos TIMP
(tisular) [143] y cistatina C [146]). Tanto las MMP-1, MMP-3 y MMP-9, como
las catepsinas Ky S, se encuentran aumentadas en el borde de la regién vul-
nerable [143, 145].Esta actividad proteolitica esta dirigida por la actividad
inflamatoria en la placa, y es responsable de la degradacién y adelgazamien-
to del drea fibrosa; favoreciendo la ruptura [89].

Estudios en modelos animales revelan que la inhibicién de TGF-B induce un
fenotipo de placa con una inflamacién pronunciada, capsula fibrosa fina y
hemorragias intraplaca [147, 148]. Sin embargo, los efectos de la modula-
cion de las MMP en la aterosclerosis no son tan claros, de forma que la in-
hibicion de MMP-1 reduce la aterosclerosis [149], mientras que la inhibicidn
de MMP-3 no afecta a la progresidon de la placa [150]; al igual que ocurre
con TIMP-1 [150, 151]. La inhibicién de las catepsinas influye también en la
aterosclerosis [152], de forma que la inhibicién de la Catepsina S conlleva

lesiones mas pequefias con menor inflamacién [153].
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Mediadores de coagulacion

Otro grupo de moduladores locales de ruptura de la placa de ateroma es el
de aquellos relacionados con la coagulacién sanguinea [154].

En lesiones ateroscleréticas humanas avanzadas, principalmente en areas
de ruptura, se encuentra aumentada la expresion del TF, asi como su inhibi-
dor (TFPI) [155], la protrombina, el tPA, el activador urokinasa del plasminé-
geno (uPA) y el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI) [156]; mien-
tras que anticoagulantes como la antitrombina lll y la a-2 macroglobulina
estan disminuidos [157].

Estudios en modelos animales demuestran que una inyeccidn de plaguetas
activadas exacerban la progresion de la placa [158]. Ademas, la inhibicién
del TF [159], asi como del PAI-1 [160],resulta en un aumento de la ateroscle-

rosis.

Perfil de expresidn génica

Los estudios de expresion génica en placas de ateroma humanas, asi como
de intervencidon en modelos animales, revelan el papel que juegan las molé-
culas inflamatorias, el recambio de la matriz extracelular y la coagulacion;
asi como de otras moléculas aun desconocidas, en la progresion y ruptura
de las placas.

De esta forma, la comparacién de los perfiles de expresidn génica entre
placas de ateroma humanas estables y placas rotas sugiere un papel impor-
tante para la perilipina y la catepsina K en la ruptura; asi como de otros ge-

nes desconocidos como la vasculina [161, 162].
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El principal problema de estos estudios es que se desconoce dénde y
cuando son criticos estos procesos, induciendo la ruptura de la placa de ate-

roma.

Factores sistémicos

Desde una perspectiva sistémica, la ruptura de la placa de ateroma no ocu-
rre como un fendmeno aislado, sino mas bien como una enfermedad sisté-
mica.

Como factores sistémicos que se correlacionan con la ruptura de la placa
aparecen la reologia de la sangre, un estado de coagulabilidad aumentado,
una inflamacidn sistémica aumentada e infecciones recurrentes.

Estos cambios sistémicos desfavorables a menudo actian de forma sinér-
gica con factores de riesgo de aterosclerosis y de ruptura de la placa, como
la hiperlipidemia, el tabaquismo y la diabetes [163-165].

Debido a que el estado sistémico de un paciente parece influir en la inci-
dencia de la ruptura de la placa de ateroma, han sido estudiados numerosos
marcadores plasmaticos con el fin de clasificar a los individuos con riesgo
elevado de ruptura. Asi, se ha visto que niveles elevados de marcadores in-
flamatorios (PCR [166], selectina P [167], ICAM-1 soluble, VCAM-1 soluble
[168], IL-6 [169], TNF-a [170], IL-18 [171], CD4O0L [172] ) son capaces de pre-
decir un riesgo cardiovascular futuro en diversas condiciones clinicas. Otro
grupo de marcadores estan asociados con la cascada de la coagulacion y la

proteolisis, de forma que niveles elevados de fibrindgeno [173], factor von
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Willebrand (VWF) [174], PAI-1 [175],TF [176, 177],tPA [177] y MMP-9
[178],indican también un riesgo elevado de episodios cardiovasculares.

En concordancia con esta perspectiva sistémica estan las terapias farma-
coldgicas que a menudo disminuyen los marcadores séricos que se correla-
cionan con la ruptura de la placa; como la reduccién de niveles plasmaticos
de PCR y niveles séricos de CD40L soluble por estatinas [179, 180].El trata-
miento para la reduccién de niveles plasmaticos de LDL mediante estatinas
[181], el tratamiento anticoagulante con aspirina [182], heparinas [183], o
antagonistas plaquetarios como clopidogrel [184] e inhibidores de glicopro-
teinas lIb/1llb, inhibidores de angiotensina Il tipo 1, B-bloqueantes, inhibido-
res de ciclooxigenasa 2 (COX-2) y thiazolidinedionas; previene de nuevos
episodios cardiovasculares [185].

De esta forma, las terapias con mas éxito en la prevencidon de episodios
cardiovasculares se ve que estan basadas en una mejora de los parametros

sistémicos [186].

Vision integradora

El mecanismo de ruptura de la placa de ateroma es todavia desconocido,
aunque, tanto marcadores sistémicos como el tratamiento sistémico, predi-
cen y previenen nuevos episodios cardiovasculares. También la modulacién
de factores locales asociados a la placa, son capaces de cambiar su progre-
sién y su composicidn. Asi, la terapia local con rampamicina en stents es
capaz de prevenir la reestenosis después de ATP coronaria al menos duran-

te 12 meses [187]. El tratamiento con estatinas también se ha visto que es
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capaz de reducir la inflamacidn local de la placa de ateroma, aumentar el
grosor de la capsula fibrosa e inducir la regresion de la placa [188].

En una visién integradora los factores que modulan la ruptura de la placa
localmente suelen ser los mismos factores que también se encuentran circu-
lantes sistémicamente. Esto sugiere un paralelismo en la patogénesis local y
sistémica de la ruptura de la placa. Ademas, la modulacién de factores
sistémicos puede tener un efecto sobre la biologia local de la placa, y vice-
versa. De este modo, numerosos moduladores de inflamacién, fibrosis y
coagulacién, como CD40L, MMP9 y TF, no sélo se emplean como marcado-
res sistémicos de aterosclerosis sino que también participan en el desarrollo

de la ruptura de estas lesiones.

FACTORES =
LOCALES PRIRE FACTORES

SISTEMICOS

maElamrmeidn

Manein amiesealnlsn

BENG

Angieadnesis

llustracion 35. Vision integradora de la ruptura de la placa de ateroma.
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Estudio morfoldgico de la placa de ateroma

Estudio histopatoldgico

En el siglo XVIIIl Morgagni en su libro “Desedibus et causis morborum per
anatomen indagatus”, describe una forma caracteristica de disecar y abrir
los vasos sanguineos, que con algunas modificaciones continda siendo el
procedimiento mas empleado en la actualidad para los estudios morfopa-
toldgicos de la intima arterial afectada por la aterosclerosis. En 1932 Casper
[189] realiza de forma sistematica la apertura longitudinal de la arteria y su
extension sobre un cartén para ser fijada en formalina dejando descubierta
la intima y permitiendo su estudio anatomopatoldgico. Desde 1956, la OMS
ha organizado y dirigido varios grupos de expertos con el objetivo de obte-
ner un método validado para la caracterizacién de la placa aterosclerdtica:
en 1958, Holman [190] define 4 variedades de lesiones aterosclerdticas:
estria lipidica, placa fibrosa, placa complicada y placa calcificada. Dos afios
mas tarde el mismo autor [191] en el “Informe del Comité de Lesiones de la
Sociedad Americana para el Estudio de Aterosclerosis”, sefala que la calcifi-
cacion de la placa era uno de los procesos que contribuia a su complicacidn;
por lo que se decide reunir ambas caracteristicas con la denominacién de
placa complicada. Desde entonces muchos y muy variados han sido los

métodos utilizados para los estudios morfopatoldgicos [192].
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NUCLEO
LiPiDICO

FIBROSIS

llustracidon 36. Histologia de la lesion aterosclerética.

En general, se definen 3 tipos de lesiones segun el aspecto macro y mi-
croscopico:
= Estria lipidica: estria o banda de color amarillo intenso que aparece
en la endoarteria.
= Placa fibrosa: lesion aterosclerética grado Il: lesiéon blanquecina y
dura que protruye a la luz arterial.
= Placa grave: lesion aterosclerdtica grado Ill: placa que ha sufrido
ruptura endotelial (ulceracion), calcificacién, hemorragia, trombo-
sis, necrosis o abscesificacion.
Se definen como placas elevadas todas las lesiones con protrusién a la luz

vascular, como son las placas fibrosas y las placas graves.
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En 1995 la “American Heart Association” (AHA) [193] amplia la clasificacién
distinguiendo 6 tipos :
= Lesidn aterosclerdtica tipo I: presencia de células espumosas en el
espacio subendotelial que provoca engrosamiento de la intima.
= Lesidn aterosclerdtica tipo Il: presencia de acumulo de células es-

pumosas que constituyen la estria grasa.

llustracién 37. Representacion de la histologia de las lesiones tipo 1 y Il.

= Lesidn aterosclerdtica tipo Ill: acimulo aislado de lipidos extracelu-
lares que producen soluciones de continuidad en la adherencia de
las células musculares lisas.

= Lesidn aterosclerética tipo IV: acimulo importante de lipidos extra-

celulares que se retnen constituyendo el nucleo lipidico.



TiPO I

Introduccion

llustracion 38.Representacion de la histologia de las lesiones tipo Il y IV.

Lesidn aterosclerdtica tipo V: aparicién de tejido conjuntivo fibroso

junto con los lipidos extracelulares. Pueden ir acompafiadas de cal-

cificacién o no. Son las placas definidas previamente como fibrosas.

Lesion aterosclerdtica tipo VI: presencia de ulceracion, hemorragia

intraplaca o trombo. Son las placas complicadas o graves de otras

clasificaciones.

RUPTURA,
TROMBOSIS

llustracién 39.Representacion de la histologia de las lesiones tipo Vy VI.

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

En el afio 2000 [120] es revisada la clasificacion morfolégica de las lesiones
ateroscleréticas establecida por la AHA [83, 193]. Estas modificaciones afec-
tan principalmente a las placas de tipo IV, V y VI; lesiones de tipo intermedio
y avanzado que potencialmente pueden desarrollar trombosis [193]. Segln
la clasificacion de la AHA, aquellas lesiones avanzadas que causan complica-
ciones son por ruptura de la placa que desencadena el fendmeno de trom-
bosis. Sin embargo, diversos estudios han encontrado que este parametro
no es suficiente para dar cuenta de los episodios clinicos derivados de las
placas complicadas [124]. Estos y otros resultados [194-200] presentan el
fendmeno de trombosis como algo que puede aparecer sin ruptura de la

placa de ateroma.

LESION DESCRIPCION

TIPO | Lesion inicial
TIPO 11
lla Lesién propensa a progresar
11b Lesion propensa a resistir
TIPO I Lesion intermedia: preateroma
TIPO IV Ateroma
TIPO V
Va Fibroateroma
Vb Lesion calcificada
Ve Lesion fibrotica
TIPO VI Lesion con defecto en la superificie y /o hematoma/hemorragia y/o depdsito trombético

Tabla 4. Clasificacion de las lesiones ateroscleréticas segtin la AHA.
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De esta forma, basandose exclusivamente en criterios morfolégicos, sin
atender a posibles mecanismos, y eliminando el caracter de evoluciéon tem-
poral que sugiere la clasificacién de la AHA, se propone una clasificacién en
7 categorias. En esta nueva clasificacidon las complicaciones de las lesiones
avanzadas pueden ser resultado de diferentes mecanismos:

— por trombosis: por ruptura de la placa de ateroma (area de disrup-
cion del area fibrosa donde el trombo superior esta en continuidad

con el nucleo necrético subyacente)

— por erosion superficial: se identifica cuando en secciones seriadas del
segmento arterial trombosado falla para revelar ruptura de la capsu-
la fibrosa

— por aparicidon de nddulos calcificados: lesién con ruptura del area fi-
brosa, y trombos asociados con nédulos calcificados eruptivos y den-

SOS

— por hemorragia intraplaca: por deposicidon de productos sanguineos
dentro de la placa. No estd necesariamente asociada con la ruptura

de la placa.

Estudio clinico-vascular

Las técnicas de imagen permiten la visualizacidn de caracteristicas estruc-
turales y morfolégicas de la placa aterosclerética. Estas técnicas pueden
valorar tanto caracteristicas morfoldgicas de las placas como propiedades

funcionales.
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Ultrasonografia

En la actualidad el método mas utilizado en la practica clinica diaria es el
analisis de la imagen ecografica en modo B de alta resolucion.

La clasificacién definida por Gray-Weale [201] es la que con frecuencia mas
se utiliza. En esta, las placas se dividen en 4 grupos en base a la ecogenici-
dad:

= Tipo 1: predominantemente ecolucente.
= Tipo 2: principalmente ecolucente, pero con dreas ecogénicas.
= Tipo 3: principalmente ecogénica, pero con areas ecolucentes.

= Tipo 4: uniformemente ecogénica.

Al comparar esta clasificaciéon con la presencia o ausencia de episodios
clinicos neurolégicos se observa una relacién entre pacientes sintomaticos y
placas tipo 1 y 2; mientras que los pacientes asintomaticos tienen mayor
prevalencia de placas tipo 3 y 4 [202, 203].

Ademas, esta técnica permite detectar el tamafio del nucleo necrético en
base a la ecogenicidad de la placa: placas homogéneas hiperecoicas son mas
fibrosas, mientras que las hipoecoicas estan asociadas con nucleos lipidicos
amplios [204].

Aparte del caracter eco o anecogénico [205-207], el eco-Doppler aporta in-
formacioén sobre la superficie de la placa [208], de forma que las que presen-
tan una superficie irregular se asocian mas con infartos cerebrales de origen

emboligeno (placas ulceradas [209]); mientras que las que presentan una
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superficie lisa estdn mas relacionadas con infartos de caracteristicas hemo-

dindmicas [210].

IVUS

Los ultrasonidos intravasculares (IVUS) es una técnica de imagen basada en
catéter que proporciona imdagenes de ultrasonidos de alta resolucion del
lumen vy la pared de la arteria.

Es la Unica modalidad de imagen capaz de proporcionar imagenes en las
que las variaciones en la geometria arterial y en la placa aterosclerdtica a lo
largo de la arteria se pueden observar simultaneamente in vivo. Ademas de
revelar informacion sobre al area del lumen, el area de la placa y el area del
vaso, esta modalidad de imagen puede identificar componentes morfoldgi-

cos de la placa a través de diferencias en la ecogenicidad [211].

DTC

El doppler transcraneal (DTC) es una técnica que indirectamente puede dar
informaciéon de la estabilidad de la placa; basandose en su capacidad para
detectar microembolias (MES) que podrian traducir la presencia de una pla-
ca carotidea complicada o inestable. Las microembolias detectadas median-
te DTC son sefiales transitorias(duracion inferior a 300 ms), con una intensi-
dad de la sefial al menos de 3 dB superior a la del flujo sanguineo, unidirec-
cionales en el espectro Doppler y que presentan un sonido caracteristico
tipo “snap” [212]. El significado clinico de las MES no esta claramente defi-

nido: se han detectado en pacientes con estenosis carotidea, estenosis in-
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tracraneales, prétesis valvulares cardiacas, fibrilacion auricular, ictus agudo,
durante la tromboendarterectomia carotidea y en pacientes sometidos a
cirugia extracorpoérea [213-216].

En la patologia carotidea diversos autores han hallado relacién entre la
presencia de MES y estenosis carotidea con resultados variables segun la
serie: 23,5 % para estenosis > 70 % y 3,4 % para estenosis 50-70 % [217],
42,2% y 17,9 % para los mismos parametros [218]. Asimismo, se ha propues-
to una mayor asociacién entre presencia de MES y estenosis carotidea sin-
tomatica. Son mas escasos los estudios que correlacionan la presencia de
MES vy la morfologia de la placa carotidea. En un estudio se encuentra una

relacién altamente significativa entre MES y ulceracién [219].

Arteriografia

La arteriografia se considera el procedimiento estandar en el diagndstico
delgado de estenosis; si bien tiene un valor relativo bajo en la caracteriza-
cion de la placa. La serie estudiada, mas amplia a este respecto, es la del
Ensayo Norteamericano de Endarterectomia Carotidea Sintomatica (NAS-
CET) [220], donde se compara la ausencia o presencia de Ulcera en la arte-
riografia y el estudio macroscdpico de 500 placas obteniendo una sensibili-
dad y especificidad del 45,9 % y del 74,1 %, respectivamente, con un valor
predictivo positivo para la identificacién de ulcera del 71,8 % [209]. Resulta-
dos similares han sido obtenidos aportando una fiabilidad para el diagndsti-

co de ulceracion del 60 % [221].
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Angio-TC

La Angio-TC [222] es otra técnica de imagen no invasiva que tiene multi-
ples aplicaciones: deteccién no invasiva de estenosis arteriales, y también es
capaz de detectar calcificaciones que correlacionan con los hallazgos histo-
patoldgicos; aunque es limitada para la identificacion de otras caracteristi-
cas de la placa como el tamafiio del nucleo lipidico y el grosor del area fibro-

sa [211].

Angio-RM

La Angio-RM [223] es una técnica emergente capaz de identificar una serie
de aspectos importantes de la lesion aterosclerdtica como el tamafio de la
placa, el tamafio del nucleo lipidico, calcificaciones, tejido fibroso y grosor

de la capsula fibrosa [211].

IMAGEN MOLECULAR

Las técnicas de imagen molecular convencionales estan basadas en la
heterogeneidad anatdomica y fisioldgica para proporcionar diferencias de
imagen. La imagen molecular puede ayudar a identificar dianas moleculares
especificas, rutas y procesos moleculares con el uso de moléculas, que estan
especialmente asociadas con la inestabilizacion de la placa aterosclerdtica,
marcadas radioactivamente. La identificacion de marcadores moleculares
especificos radiomarcados, con diferentes técnicas de imagen, puede permi-
te la deteccion la enfermedad en estadios iniciales y la discriminacidén entre

elementos activos e inactivos y fases de la enfermedad [211].

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

Otras técnicas

La tomografia de coherencia 6ptica (OCT) es una técnica de imagen expe-
rimental, capaz de una deteccidn precisa de la composicién de la placa. Es
capaz de identificar la infiltracién de macréfagos con una buena correlacion
con la histologia; aunque su penetracion es limitada [211].

La elastografia basada en IVUS es una técnica introducida para valorar las
propiedades mecdnicas locales (elasticidad) de la pared arterial; basdndose
en la diferente dureza de los elementos de los tejidos a la compresién por

presion mecanica [211].

Tratamiento y prevencion

Tratamiento médico

La identificacidn de los factores de riesgo es importante en la prevencion
del ictus; de forma que el control de estos puede reducir el riesgo de ictus
[224, 225].

Todos los pacientes con enfermedad carotidea deben recibir un tratamien-
to médico, que incluye tratamiento antiagregante y otra medicacidn para

tratar los factores de riesgo modificables [226]:

= Para pacientes asintomaticos con 1 o mas factores de riesgo de ate-
rosclerosis: la terapia antiagregante esta indicada para la prevencion

primaria de episodios clinicos.
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= Para pacientes sintomaticos: las recomendaciones para el tratamien-
to antiagregante estan basadas en estudios de prevencién de ictus

gue incluyen pacientes con ictus de diferentes etiologias [227-239].

El tratamiento farmacoldgico puede incluir:

— Aspirina: su uso esta aprobado para prevenciéon secundaria en indi-
viduos con antecedentes previos de AIT o ictus. La reduccion del
riesgo relativo es del 16% de ictus fatal y del 28% para ictus no fatal
[240].

— Dipiridamol: no estd recomendado en prevencién primaria de en-
fermedad cardiovascular o ictus. En prevencidn secundaria es im-
portante el dipiridamol de liberacion prolongada, sélo o en combi-
nacién con aspirina [231, 232].

— Tienopiridinas: la ticlopidina y el clopidogrel no han sido probados
en grandes estudios de prevencién primaria. El clopidogrel ha re-
emplazado a la ticlopidina dada su superioridad en cuanto a seguri-
dad y su dosis de una sola toma diaria. La combinacion de clopido-
grel y aspirina parece tener eficacia similar en la prevencidn secun-
daria del ictus; pero la combinaciéon puede aumentar el riesgo de
sangrado, y no es superior a ninguno de los farmacos por si solo
[235-237].

— Warfarina: a no ser que se contraindique, esta recomendada en

prevencidn primaria y secundaria de ictus en pacientes con fibrila-
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cion atrial. Sin embargo, no es mas efectiva que la aspirina en la
prevencién de ictus aterotrombdticos; por lo que el tratamiento

estd indicado hacia aspirina [240].

— Tratamiento antilipemiante: la pravastatina, simvastatina y atorvas-
tatina estan aprobadas por la agencia americana del medicamento
(FDA) para la prevencién de ictus en pacientes con enfermedad co-
ronaria [241-243]; aunque los beneficios pueden ser mediados por
efectos antiinflamatorios, estabilizacién de la placa y neuroprotec-
tores, mas que por la reduccion de colesterol. Las estatinas tam-

bién son efectivas como prevencion secundaria [244, 245].

— Inhibidores del enzima convertidor de angiotensina y bloqueantes
de los receptores de la angiotensina: en pacientes con hiperten-
sién, la reduccidén del riesgo de ictus esta directamente relacionada
con la reduccidn de la presidon sanguinea, independientemente del
tipo de antihipertensivos prescritos. Ademas de la reduccidn de la
presion sanguinea, otros efectos beneficiosos potenciales de los in-
hibidores del enzima convertidor de angiotensina y de bloqueante
del receptor de la angiotensina incluyen la inhibicién de la vaso-
constriccion mediada por angiotensina Il y la proliferacion de célu-
las musculares vasculares, mejoria de la funcién endotelial y una fi-

brindlisis aumentada [185, 246-248].
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Indicaciones

Se recomienda la modificacién de los factores de riesgo hacia unos valores
adecuados con terapia médica, para limitar la progresién de la aterosclerosis
y disminuir episodios clinicos; independientemente de la revascularizacién.

El tratamiento antiagregante esta recomendado para pacientes sintomati-
Cos.

El tratamiento médico por si sélo esta recomendado para pacientes en los
que el riesgo de revascularizacion es mayor que sus beneficios; incluyendo
pacientes con bajo riesgo de ictus con tratamiento médico (estenosis sin-
tomaticas menores del 50%, estenosis asintomaticas menores del 60%) y
aquellos con alto riesgo de ictus o muerte relacionado con el procedimien-

to, bien por factores clinicos o técnicos [226].

Tratamiento quirdargico

Revisién historica

En 1803 David Fleming realiza la primera ligadura de arteria carétida en un
marinero. En 1951, Carrea, Molins y Murphy efectian la primera recons-
truccion de la arteria cardtida realizando la reseccién del segmento esteno-
sado de la misma y una trasposicion de la cardtida externa a la arteria caré-
tida interna distal mediante anastomosis de extremo a extremo. Dos afios
mas tarde, Strully lleva a cabo una endarterectomia carotidea y, aunque no
puede obtener un flujo retrégrado desde la ACI, liga el vaso para evitar una

posible embolia. En 1953 Michael DeBakey lleva a cabo con éxito la primera
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tromboendarterectomia carotidea tal y como se conoce actualmente. En
1954, Eascott y Rob realizan una reconstruccidn carotidea en una mujer de
66 afios que habia presentado un AIT multiple utilizando la hipotermia como
mecanismo de proteccidn cerebral, la paciente vivié hasta los 86 afios. En
1956, Cooley introdujo el uso del shunt y en 1960 Crawford describid el uso
de la presiéon arterial como indicador de la perfusion cerebral [249]. En la
década de los 80, la endarterectomia carotidea (CEA) fue el procedimiento
quirurgico vascular realizado con mas frecuencia. Sin embargo, el fallo en el
bypass carétida externa-interna para prevenir el ictus [250], y la ausencia de
datos clinicos la frenaron por dudas en cuanto a su seguridad y eficacia
[251]. Subsecuentemente, a finales de los 80 y comienzos de los 90, 6 ensa-
yos aleatorizados establecieron la eficacia de CEA junto con la aspirina,
comparados con aspirina sola, en la prevencién de ictus en pacientes con
estenosis aterosclerdtica en la bifurcacidn carotidea [252-258].

Actualmente, la CEA es el estandar en la terapia revascularizadora.

Procedimiento

Las intervenciones de la bifurcacion carotidea pueden realizarse con anes-
tesia general o con bloqueo loco-regional [259]. Las ventajas de la primera
son basicamente tres: el anestesidlogo tiene mayor control sobre la via aé-
rea, se pueden utilizar fdrmacos que aumentan el FSC y disminuyen el me-
tabolismo del cortex y resulta mas comodo tanto para el paciente como pa-
ra el cirujano. La mayor ventaja del bloqueo cervical es la monitorizacién de

posibles déficits neurolégicos durante las maniobras quirurgicas.



Introduccion

Un aspecto importante en la CEA es la posicién del paciente: debe estar
con el cuello hiperextendido y con la cabeza ladeada hacia el lado opuesto
de la ACl a intervenir. Para la exposicién de la bifurcacién carotidea se reali-
za una incisién paralela al borde anterior del misculo esternocleidomastoi-
deo siguiendo una linea imaginaria que une la apdfisis mastoides y la articu-
lacién esternoclavicular. Continuando la diseccion por planos, se debe sec-
cionar el platisma del cuello y localizar la fascia existente entre el esterno-
cleidomastoideo y la trdquea, siendo necesaria habitualmente la ligadura
del tronco venoso facial que atraviesa el campo quirurgico en direccién me-
dio-lateral. Una vez localizada la bifurcacién carotidea se realiza diseccidn
proximal y distal para la individualizacidon de la cardtida primitiva, arteria
cerebral externa (ACE) y primeras colaterales y ACI. Es importante evitar la
lesién de los nervios vago, situado posterolateralmente a la arteria cardétida,
e hipogloso que atraviesa distalmente la cardtida interna y externa. En algu-
nos casos para mejor visualizacion y control de la carétida distal se puede
seccionar el asa descendente del hipogloso y el musculo digdstrico en su
tenddn intermedio pudiendo alcanzar de esta forma la parte de carétida
interna que no esta afectada por el ateroma [260]. Una vez aislados los
segmentos proximal y distal se procede a la heparinizacién sistémica. Es
esencial una hemostasia cuidadosa al finalizar la intervencion ya que el es-
pacio anatdmico del cuello esta restringido por tractos fibrosos y una hemo-

rragia a este nivel puede tener un desenlace fatal [261-263].
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ELIMINACION
QUIRURGICA

llustracion 40. Representacion de revascularizacion por CEA.

La endarterectomia puede realizarse con diversas técnicas [264]:

Endarterectomia clasica: se realiza una arterioctomia longitudinal,
extendiéndose proximal y distalmente unos pocos milimetros del
final de la placa, se localiza un plano de clivaje entre la lesidn inti-
mal y la tunica media y se procede a la endarterectomia, que si-
guiendo el plano adecuado conduce a una porcidn distal que ter-
mina estrechandose hasta llegar a pared sana. La reconstruccién de
la arterioctomia puede hacerse con sutura directa o mas frecuen-
temente interponiendo un parche [265, 266]; bien de material
autdlogo (vena safena, habitualmente), bien de material sintético

(politetrafluoroetileno, dacron) [267, 268].
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— Endarterectomia por eversidn: se efectia un corte oblicuo en el
origen de la ACl y se procede a la endarterectomia en su porcién
proximal, posteriormente ésta se evierte y se procede a completar
la CEA de la ACI, ACE y arteria cardtida comun. La reconstruccion se
lleva a cabo mediante implante de la ACIl en ACP. Bypass carotideo:
se realizan dos incisiones en la pared anterolateral de ACl y ACP y
se procede a la realizacion de las dos anastomosis. El material utili-

zado suele ser vena safena o politetrafluoroetileno.

Indicaciones

Las guias actuales de la AHA recomiendan la CEA en pacientes sintomaticos
con estenosis entre el 50% y el 99%; siempre que el riesgo perioperatorio de
ictus o muerte sea menor del 6% [226]. Para pacientes asintomaticos, estas
guias recomiendan CEA para pacientes con estenosis entre el 60% y el 99%,
siempre que el riesgo perioperatorio de ictus o muerte sea menor del 3%

[226].

Tratamiento endovascular

Revision histérica

La ATP se describe por primera vez en 1964 por Dotter y Judkins [269];
aungue no es hasta 1974 cuando se utiliza por primera vez el catéter con
balon de dilatacion de doble luz [270] . La técnica se empieza a utilizar y di-
fundir con rapidez en lesiones estenosantes de iliacas, femorales, renales,

tronco celiaco, mesentéricas y coronarias con una tasa de éxito de 90% vy
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una morbimortalidad del 5% [271] . Sin embargo, en la arteria cardtida no
comienza a usarse hasta afos mas tarde. En 1977, Mathias propone la idea
de la angioplastia en la cardtida. En 1980, Mullan [272] describe la primera
ATP carotidea realizada con éxito en un paciente con estenosis concéntrica.
Desde este momento empiezan a publicarse casos aislados en pacientes con
displasia fibromuscular [273] y reestenosis tras CEA [274].También en ésta
década se utiliza la ATP en arterias vertebrales, subclavias y tronco innomi-
nado debido al escaso riesgo de embolismo cerebral [275]. Esto conlleva a
establecer su indicacién como técnica de eleccidn frente a la cirugia en es-
tenosis/oclusion de tronco innominado, arterias subclavias y vertebrales y
estenosis carotideas secundarias a displasia fibrosa, reestenosis postquirur-
gicas o postradioterapia. Posteriormente se publican de forma aislada casos
de ATP en pacientes con estenosis ateromatosa carotidea con resultados
diversos, aunque con escaso numero de complicaciones. Sucesivamente
aparecen series de pacientes con seguimiento a corto plazo que permiten
obtener conclusiones sobre la posible utilizacién de la ATP en aquellos pa-
cientes con criterios de exclusidon para la CEA; y la posible alternativa a éste
técnica en todos los pacientes con estenosis carotidea ateromatosa.

En el aflo 2001, se publican los resultados del Estudio de la Angioplastia
Transiluminal de las Arterias Carétida y Vertebral (CAVATAS), ensayo clinico
en el que se compara eficacia y seguridad de ATP frente a CEA [276]. El obje-
tivo era investigar el riesgo y beneficio de la ATP frente a la CEA, con la hipé-
tesis de que el tratamiento endovascular podria tener las mismas complica-

ciones mayores y menor morbilidad que la cirugia. Los resultados obtenidos
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fueron similares en ambos grupos en cuanto a mortalidad (3% en ATP versus
2% CEA), muerte e ictus mayor (6% en ambos), muerte o cualquier ictus
(10%), concluyéndose la necesidad de realizar mas ensayos clinicos para
evaluar reestenosis a largo tiempo y determinar si la colocacién de stents
disminuye el riesgo de embolismos distales y reestenosis. Por ello se inician
nuevos ensayos clinicos actualmente en marcha.

Recientemente se ha publicado una revisidn sistematica [277] de todas las
series de ATP publicadas con y sin stent y/o balon de proteccién distal; y
aunque la media de la morbi-mortalidad a 30 dias es del 5,5%, similar a los
ensayos de CEA; la heterogeneidad de los pacientes incluidos y de las técni-
cas usadas hace que sea necesario realizar ensayos clinicos que corroboren
los resultados.

La realizacién de diferentes ensayos conlleva ademas un perfeccionamien-
to de la técnica, por ejemplo debido a una alerta publicada en la revista
Stroke sobre el ensayo clinico en marcha Endarterectomia Versus Angioplas-
tia en pacientes Sintomaticos con Estenosis Carotidea Severa (EVA 3S) [278];
por la alta incidencia de ictus en los primeros 30 dias (3,9%) en el grupo de
angioplastia sin proteccién cerebral frente a ATP con proteccién (4/15 ver-
sus 5/58); haciendo que se cuestione la obligatoriedad o necesidad del uso

de proteccion en el resto de los estudios.
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Procedimiento

Las primeras ATP se realizan con catéter con balén de dilatacién de doble
luz. Posteriormente la técnica evoluciona y se introducen modificaciones; asi
se utilizan balones de dilatacion que se inflan en el tramo de estenosis con
mandmetros manuales durante 10-30 segundos. El baldn produce la fractu-
ra de la placa con rotura de la intima y elastica interna y sobredistension de
las fibras elasticas y células musculares lisas de la capa media con un au-
mento del calibre de la arteria. Con el tiempo se reepiteliza esta zona y se
produce una proliferacion miointimal que conduce a la curacién de la zona
dilatada.

El principal inconveniente de ésta técnica es la produccién de embolismos
distales tras la ruptura de la placa, riesgo de diseccion arterial, espasmo u

oclusion.

BALON
DE
DILATACION

llustracion 41. Representacion de una ATP con baldn de dilatacion.
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En 1984, Théron et al [279] desarrolla la angioplastia con proteccién cere-
bral que utiliza un sistema coaxial. Consiste en la oclusién temporal de la
carétida interna con un baldn de latex colocado por encima de la estenosis
con el fin de evitar episodios embolicas. El baldon distal se dilata e inmedia-
tamente después se infla el balén de ATP, posteriormente se retira éste
baldn y se aspiran el detritus desprendidos en la fractura la placa antes de
desinflar el balén distal. En afios posteriores se sustituye el latex con el que
estaba realizado el balén de proteccion por silicona [280]. Esta técnica tiene
mayor duracion que la ATP sin proteccidn por lo que aumenta el tiempo de
isquemia cerebral.

Con el tiempo esta técnica se depura, aparecen las prétesis endovasculares
o stents, de diferentes materiales, longitud y caracteristicas; comenzando la
practica del stenting de la arteria carétida (CAS). Se desarrollan stents y
catéteres especificos para uso carotideo [281]. En la década de los 90, los
mas utilizados fueron el stent autoexpandible y el balédn autoexpandible con
stent [282]. Este ultimo es utilizado para lesiones de pequeiia longitud dada
su dificultad para atravesar curvas y arterias arrosariadas. El modelo de
stent INTEGRA esta especialmente disefiado para la arteria cardtida por su
flexibilidad y capacidad de adaptacion a la pared vascular.

En los Ultimos afios aparecen stents con distintas longitudes y didmetros,
con mejores sistemas de liberacién, con geometria en forma de malla, con
guias mas cortas y de facil manejo que incrementan la seguridad de la técni-
ca. El uso de stents disminuye el riesgo de ictus o muerte perioperatoria y

disminuye significativamente el riesgo de reestenosis en el tiempo [283] .
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STENT

llustracion 42. Representacion del uso de stents en la revascularizacién por CAS.

Se publican series que utilizan de forma conjunta el uso de proteccién ce-
rebral junto al uso de stent. Mejoran los sistemas de proteccién distal apa-
reciendo filtros tipo paraguas fenestrados que, al expandirse, se anclan en la
pared vascular permitiendo el paso del flujo sanguineo cerebral y detenien-
do el paso de detritus desprendido en la manipulacién de la placa de atero-
ma, capturados al cerrarse el paraguas y ser englobados por una vaina.

Actualmente, se coloca un catéter en la ACE ipsilateral, el catéter guia pro-
gresa desde la arteria carétida comun a la carétida interna, se introduce a
través de él el baldn de proteccidn distal o filtro, posteriormente se introdu-
ce el stent autoexpandible con o sin dilatacion previa, en funcion del grado y
tamanfo de la estenosis, y se realizan dilataciones posteriores hasta restable-
cer el didmetro de la luz arterial y el stent queda bien implantado en la inti-

ma arterial.
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STENT PROTECCION
DISTAL

llustracion 43. Representacion del procedimiento actual de CAS.

El mayor riesgo del CAS es la ruptura de la placa con el balén de dilatacion,
la embolizacién distal, diseccidon de la pared arterial y/o oclusion arterial.
Son también complicaciones frecuentes la inestabilidad hemodinamica, el
sindrome de hiperperfusion, la deformacién del stent o trombosis de éste y
la reestenosis tardia. El uso de stents hace que disminuyan algunas de éstas
complicaciones.

En la actualidad, el tratamiento endovascular de la estenosis carotidea con
el uso de ATP con o sin colocacién de stent y/o proteccién distal se propone

como una alternativa a la cirugia [284, 285].

Indicaciones

El CAS es una alternativa razonable a la CEA; particularmente en pacientes

de alto riesgo para CEA. Aunque no hay estudios aleatorizados comparando
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el CAS, con y sin dispositivos de proteccion embdlica; el uso de estos parece
ser importante en la reduccién del riesgo de ictus. En la actualidad no exis-
ten suficientes evidencias que apoyen el CAS en pacientes de alto riesgo con
estenosis asintomaticas menores del 80%, ni en pacientes sin factores de
riesgo [224, 225, 286]. Los ensayos clinicos activos en la actualidad son ne-
cesarios para definir el papel en el futuro del CAS en pacientes de bajo ries-
go; asi como para determinar los beneficios de CAS frente al tratamiento

médico.

Eleccion del mejor tratamiento

Tratamiento médico versus revascularizacion

El principal objetivo del tratamiento es minimizar el riesgo de ictus o muer-
te debido a enfermedad carotidea extracraneal. La eleccidn entre trata-
miento médico y revascularizacién debe estar basada en la valoracion del
riesgo de ictus en el tiempo y el riesgo de ictus debido a la revascularizacion.

En pacientes tratados médicamente, el riesgo de ictus es mas dependiente
del estado sintomatico y la severidad de la estenosis, mientras que en la
revascularizaciéon, el riesgo de complicaciones graves relacionadas con el
procedimiento (infarto agudo de miocardio —IAM-, ictus o muerte) es mds
dependiente de la presencia o ausencia de caracteristicas de alto riesgo.

Independientemente de la posibilidad de revascularizacién, todos los pa-
cientes deben recibir un tratamiento, incluyendo modificacién de factores

de riesgo aterosclerético y tratamiento antiagregante [224, 225, 286].
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El tratamiento médico por si solo esta indicado en pacientes en los que el
riesgo de revascularizacién es mayor que su beneficio, incluyendo pacientes
que tienen bajo riesgo de ictus con tratamiento médico (estenosis sintoma-
ticas menores del 50%, estenosis asintomaticas menores del 60%) y aquellos
con alto riesgo de muerte o ictus derivado del procedimiento o por compli-
caciones excesivas para el operador.

Las guias actuales [225, 286] indican que la revascularizacién se puede in-
dicar en pacientes con estenosis asintomaticas mayores del 60% o estenosis
sintomaticas mayores del 50%, con un riesgo de revascularizacion menor del

3% 6 del 5% respectivamente.

Revascularizacion en pacientes sintomdticos

La AHA y la “American Stroke Association” (ASA) publicaron recientemente
una guia de recomendaciones para la revascularizacion en pacientes con
estenosis carotidea sintomatica [225]. Esta guia establece limites mas eleva-
dos de severidad de estenosis para CEA en pacientes sintomaticos, en los
que se espera tener mayor riesgo de complicaciones (edad avanzada, pre-
sencia de comorbilidades significativas) y/o menos beneficio (mujeres, AIT

retinianos) después de CEA.
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RECOMENDACIONES PARA REVASCULARIZACION EN PACIENTES SINTOMATICOS

Pacientes con AIT reciente o ictus isquémico en los ultimos 6 meses y estenosis de la arteria carétida grave (70-99%)

Se recomienda la CEA por cirujano con tasa de mortalidad y morbilidad perioperatoria < 6.
Evidencia clase I, nivel A

Pacientes con AIT reciente o ictus isquémico y estenosis de la arteria carétida moderada (50-99%)
Se recomienda la CEA, d liendo de factores especificos del paciente (edad, sexo, comorbilidades y gravedad de los sintomas
iniciales)
Evidencia clase I, nivel A

Grado de estenosis < 50%

No hay indicacién para CEA
Evidencia clase Ill, nivel A

Cuando la CEA estad indicada

La intervencion debe hacerse dentro de las 2 semana siguientes
Evidencia clase Ila, nivel B

Entre pacientes con estenosis sintomdticas graves (>70%) de dificil acceso quirtrgico, o cuando existen otras circunstancias especificas

Debe ser considerado el CAS, al no ser inferior a la CEA
Evidencia clase IIb, nivel B

El CAS esta indicado cuando se realiza por personal cualificado

El personal debe tener unas tasas de morbilidad y mortalidad perioperatorio entre 4-6%.
Evidencia clase lla, nivel B

Tabla 5. Recomendaciones para la revascularizacién de la AHA/ASA [226].

Revascularizacion en pacientes asintomdticos con bajo riesgo para CEA

El manejo de los pacientes con estenosis carotidea asintomatica es muy
importante, representando un elevado porcentaje de pacientes suscepti-
bles de revascularizacion carotidea por CEA o CAS. En estos pacientes exis-
ten 2 puntos controvertidos relacionados con su manejo: uno relacionado
con las evidencias de revascularizacion en general, y el otro con el limite de
estenosis para su revascularizacion.

Los que se posicionan a favor de la revascularizacidon creen que este tema
gueda resuelto con el Estudio de Aterosclerosis Asintomatica Carotidea
(ACAS) [254] y Ensayo de Cirugia en Carétida Asintomatica (ACST) [255], en

los queda demostrada la superioridad de la CEA y aspirina, comparados con
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aspirina sola en pacientes con bajo riesgo de complicaciones quirurgicas. En
contra, los mas conservadores sugieren que el ACAS estd caduco, de forma
que la modificacién agresiva de factores de riesgo y el mejor tratamiento
médico no se hace de rutina.

El otro punto de controversia es el limite adecuado de recomendacién de
CEA. Las guias de la AHA revisadas en 1998, modifican las recomendaciones
en base a estos estudios; de forma que recomiendan la CEA en estenosis
asintomdticas mayores del 60% para pacientes con riesgo quirurgico menor
del 3%, y para estenosis asintomaticas mayores del 75% para pacientes con
riesgo quirurgico del 3-5%. Cabe destacar que las guias de la AHA no indican
claramente qué grado de estenosis debe ser juzgado por angiografia o técni-
cas no invasivas, a pesar de que la mayoria de ensayos aleatorizados de CEA
se basan en angiografia de contraste y la mayoria de cirujanos se basan en
duplex carotideo sin angiografia.

En la actualidad sélo se disponen de datos de ensayos clinicos aleatoriza-
dos para CEA. Por ello, son necesarios nuevos ensayos que comparen la CEA
versus CAS, para demostrar la equivalencia o superioridad del CAS, convir-

tiéndolo en la técnica de eleccion en pacientes para bajo riesgo de CEA.

Revascularizacion en pacientes asintomdticos de alto riesgo para CEA

El manejo de estos pacientes asintomaticos con estenosis carotideas gra-
ves con alto riesgo para CEA es controvertido; dado que han sido excluidos
de los ensayos clinicos de CEA y de tratamiento médico. No existen datos

suficientes en estos pacientes de alto riesgo para definir la historia natural
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de la enfermedad tratada médicamente o quirdrgicamente respecto a la
supervivencia a 5 afios sin ictus; aunque los riesgos de la CEA son claramen-
te mas elevados que en pacientes de bajo riesgo. Ademas, los beneficios de
la revascularizacién quedan anulados si el riesgo de revascularizacién es
alto, y la CEA estd asociada con mayores riesgos que pacientes sometidos al
CAS.

En estos pacientes asintomaticos de alto riesgo el tratamiento médico es la

mejor opcién.

Edad

Con el aumento de edad existe un mayor riesgo de hipertension sistélica,
fibrilacién atrial, aterosclerosis generalizada y ECV; que contribuyen a un
riesgo elevado de ictus en la poblacién anciana [287]. En estos pacientes,
puede ser dificil valorar el riesgo relativo de cada factor, por lo que posible-
mente sea necesaria la administracion de multiples tratamientos farmacolé-
gicos.

Para la prevencién del ictus, estd demostrado que el tratamiento médico
con aspirina, beta bloqueantes, estatinas e inhibidores ACE es seguro y esta
bien tolerado; y estos agentes estdn asociados con una reduccién de la
morbilidad y mortalidad cardiovascular, incluso en ancianos. Sin embargo,
los ancianos son de alto riesgo para CEA, y muchos estudios aleatorizados de
CEA los excluian por esta razén. De acuerdo con estudios clinicos [288-290],
el mejor tratamiento en pacientes ancianos con estenosis carotidea asin-

tomatica no es conocido; siendo razonable el tratamiento médico y la modi-
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ficacion de factores de riesgo. El tratamiento médico sélo debe considerarse
en pacientes ancianos con esperanza de vida menor de 5 afios. Para pacien-
tes sintomaticos con esperanza de vida mayor de 5 anos la revascularizacion
estd indicada, principalmente en hombres. La eleccién de la técnica de re-
vascularizacién no estd tan clara, aunque los datos disponibles sugieren que

el CAS es mas segura y menos invasiva que CEA.

Sexo

Mujeres mayores de 65 afios, afroamericanas y diabéticas son las que pre-
sentan un mayor riesgo de aterosclerosis y de ictus en comparacién con
otras mas jévenes, caucasicas y no diabéticas; siendo recomendable la aspi-
rina en la prevencion primaria de estos grupos de alto riesgo. La discordan-
cia en los beneficios de CEA para mujeres comparada con hombres parece
que es debida a complicaciones de mayor riesgo en mujeres tras CEA [291].
Sin embargo, no se encuentran diferencias en el sexo, en ictus o muerte a 30
dias 6 1 afio después del CAS en los registros de alto riesgo. De este modo,
los ensayos clinicos demuestran una mayor supervivencia sin ictus o muerte
en mujeres con estenosis sintomaticas entre 70-99% [252, 253] tras CEA, y

pequenos beneficios de la CEA en mujeres asintomdticas [255].
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Proteomica

La conclusion del proyecto genoma humano [292] y de otros organismos
[293, 294], asi como el rdpido desarrollo de bases de datos y algoritmos in-
formaticos ha supuesto un gran impacto en la investigacidon biomédica. La
disponibilidad de estas herramientas ha permitido la apertura de nuevas
posibilidades para abordar determinadas cuestiones bioldgicas.

El estudio tradicional de un gen o una proteina se reemplaza por el estu-
dio a gran escala de genes y proteinas en la era de la Genémica y la Proteo-
mica.

Para llegar a entender los procesos moleculares que ocurren en diferentes
estados de salud, es necesario conocer las vias de transduccion de sefiales y
las interacciones entre proteinas y otras moléculas que influyen en la fun-
cion celular. También es necesario el conocimiento de las modificaciones
postraduccionales de los productos génicos. Esta informacién no es inheren-
te al conocimiento del genoma, por lo que es necesario recurrir al estudio
del ARN;, o de las proteinas. Teniendo en cuenta que la correlacién entre los
niveles de ARN,, y las proteinas no llega al 50%, cabe pensar que el estudio
del proteoma puede aportar informacién adicional [295, 296].

El proteoma de una célula o de un organulo proporciona informacién so-
bre el conjunto de proteinas expresadas en esa célula u organulo bajo unas
condiciones fisioldgicas y en un momento dado en el tiempo. La investiga-
cion del proteoma en distintos estados patoldgicos y su comparacion con

estados saludables permite la identificacion de cambios moleculares que
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pueden ser responsables de esos procesos [297, 298]. El analisis proteémico
de distintos estados patoldgicos podria conducir a mejorar el conocimiento
de las interacciones y de las funciones de las distintas proteinas.

La combinacion de la informacidon generada por la gendmica y la proted-
mica, puede permitir el avance en la industria farmacolégica proporcionan-
do dianas terapéuticas mas especificas, minimizando los efectos secunda-
rios.

El término de proteoma fue introducido en 1995 por Wasinger et al. [299],
para referirse al conjunto de proteinas codificadas por un genoma. A raiz de
este término, surge también el de protedmica para referirse a la disciplina
gue se encarga del estudio del proteoma.

La protedmica se puede clasificar en tres tipos [300]:

— Protedmica de expresion: permite la separacion e identificacidn de
las proteinas expresadas por una célula, tejido u organismo. se
puede comparar por ejemplo el patrén de expresién proteico de
una muestra de un tejido sano y el patrén de una muestra de tejido

enfermo.

— Protedmica estructural: se ocupa de describir la estructura de pro-
teinas o complejos proteicos presentes en una localizacién celular u
organulo. De esta forma se pueden identificar todas las proteinas
de un compartimento dado, como por ejemplo la mitocondria, clo-

roplasto o nucleo.
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— Protedmica funcional: pretende caracterizar las funciones de las

proteinas integrando todos los datos disponibles.

La protedmica ofrece una nueva e interesante aproximacion en la busque-
da de diferencias a nivel de expresion proteico. El examen de proteinas es-
pecificas a partir de extractos proteicos globales sin dianas candidatas pre-

vias, siguiendo un enfoque proteédmico, puede ser muy util.

Protedmica de expresion

Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional (2DE) es un método empleado para la ca-
racterizacién de proteinas a gran escala y, combinado con la espectrometria
de masas (MS), permite la identificacion de un gran repertorio de proteinas
[301, 302]. Las aplicaciones de la protedmica son numerosas en areas de
biologia, bioquimica y biomedicina [303-305]. El uso de esta metodologia en
la busqueda de marcadores relacionados con enfermedades [306, 307] ha
resultado exitoso.

La 2DE es una técnica central en los analisis de protedmica. Se desarrolla
por primera vez en 1975 por Patrick O’Farrell [301]. Mediante esta técnica
las proteinas se someten a dos procesos de separacion independientes; en
una primera dimension las proteinas se separan por su punto isoeléctrico y

en una segunda dimensién se separan por su tamafio.
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En un principio, en la primera dimensidn el gradiente de pH para el isoelec-
troenfoque era generado por anfolitos transportadores libres (“carrier amp-
holites”). Los anfolitos crean un gradiente de pH inestable. Esta caracteristi-
ca y la necesidad de utilizar siempre el mismo lote de anfolitos, los mismos
reactivos y los mismos tampones para la primera dimensién, limitaba la re-

producibilidad de los geles entre laboratorios.

pl

PM

llustracion 44.Representacion de separacion proteica por 2DE.

En 1982, se desarrolla una variante en la primera dimension, las IPG [308],
aunque el principal protocolo para el uso de esta técnica se debe al equipo

de Gorg [309]. Las IPG son tiras comerciales usadas para llevar a cabo la
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primera dimensidn, en las que el gradiente de pH esta generado por inmovi-
linas, unidas covalentemente a la matriz de acrilamida. De esta forma se
consigue mejorar la reproducibilidad de la 2DE, ademas de incrementar la
capacidad de carga. A partir de ese momento, con esta mejora, se extiende
el uso de la técnica y hoy dia es una técnica imprescindible en cualquier es-
tudio de protedmica.

La 2DE también presenta una serie de limitaciones. Es una técnica laborio-
sa que requiere bastante tiempo. Las proteinas muy grandes e hidrofébicas
no entran facilmente en el gel durante la primera dimensidn y las proteinas
muy acidas o muy basicas no se resuelven bien. Algunos de estos problemas
se pueden resolver mediante fraccionamiento, diferentes condiciones de
solubilizacién y la utilizacién de IPG con diferentes rangos de pH. Otra limi-
tacion importante de la 2DE es la sensibilidad para detectar proteinas poco
abundantes; algunas de las cuales son muy importantes, como proteinas
reguladoras, proteinas implicadas en la transduccion de sefiales o recepto-
res.

Una vez separadas las proteinas en un gel de 2DE, deben ser visualizadas;
para lo que se recurre a técnicas tradicionales de tincién de proteinas, te-
niendo en cuenta que posteriormente las proteinas deben ser analizadas
por MS vy, por tanto, la técnica de tincidn utilizada debe ser compatible con
cualquier andlisis posterior. Ademas, se tienen en cuenta otros aspectos,
como por ejemplo, si se quiere hacer una valoracidn cuantitativa de las pro-
teinas o si Unicamente basta con una valoracion cualitativa. Las técnicas de

tincion mds comlnmente empleadas son la tincidn de plata [310], la tincidn
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con azul de Coomassie, el uso de marcaje radiactivo o las tinciones fluores-
centes que poseen rangos dinamicos mayores [311].

El andlisis cualitativo de los geles una vez tefiidos se puede hacer mediante
un examen visual de los mismos. Por su parte, el andlisis cuantitativo requie-
re la digitalizacién de las imdgenes y su estudio un software especifico

(PDQuest, Melanie, ImageMaster, DeCyder).

ESTADO 1 ESTADO 2
COMPARACION

MAPA
REPRESENTATIVO

llustracion 45.Representacion de los pasos de un analisis de protedmica de expresion por 2DE.
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En los ultimos afios ha surgido una modificacion de la técnica de electrofo-
resis bidimensional conocida como electroforesis de diferencia en gel (DI-
GE). Esta técnica de 2DE se basa en el marcaje fluorescente de las prepara-
ciones proteicas a comparar, previamente a la separacién por 2DE conven-
cional. De este modo, hasta 3 muestras pueden ser marcadas y mezcladas
para luego ser separadas [312-314]. Puesto que las muestras estdn expues-
tas a las mismas condiciones quimicas y electroforéticas, la comigracion de
las mismas proteinas presentes en diferentes muestras estd garantizada;
simplificando el andlisis de las diferencias respecto a los métodos conven-

cionales.

Espectrometria de masas

Una vez separadas las proteinas es esencial su posterior identificacion. Las
proteinas pueden identificarse por diversos métodos, entre los que se inclu-
yen la secuenciacién del extremo N-terminal, la detecciéon con anticuerpos
especificos o el analisis de la composicién de aminoacidos. Todos estos
métodos son lentos, y por tanto no resultan apropiados para su utilizacién a
gran escala.

Dada su rapidez, hoy en dia se recurre a la espectrometria de masas para
la identificacidn de proteinas [315].

Para analizar las proteinas mediante espectrometria de masas deben con-
vertirse primeramente en péptidos mediante protedlisis, generalmente con

tripsina.
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El andlisis por espectrometria de masas implica:

1. La ionizacidn suave de los péptidos mediante ionizacion/desorcion
laser asistida por matriz (MALDI), a partir de una muestra sélida; o
la ionizacion electrospray (ESI) a partir de una muestra en solucién.

2. Separacion de los iones segln su relacién de masa/carga en un ana-
lizador de masas.

3. Fragmentacién opcional de alguno de los iones peptidicos.

4. Medida de las masas en un detector, obteniendo el espectro de
masas para proceder a la identificacidon de la proteina en bases de

datos.

En el MALDI-TOF (tiempo de vuelo) la proteina se digiere con un enzima,
normalmente tripsina, que la rompe especificamente en lisinas y argininas si
no estan unidas a prolina. La muestra se lleva a una placa metalica junto con
la matriz. La matriz esta formada por moléculas capaces de absorber energ-
fa, como por ejemplo el acido 2,5-dihidroxibenzoico. La matriz y la muestra
forman cristales sobre los que se hace incidir un rayo laser. De esta forma la
matriz absorbe energia y actlia como donador de protones, provocando la
ionizacidn suave de los péptidos. Los iones peptidicos son acelerados en un
campo eléctrico y posteriormente pasan a una zona de vuelo libre hasta
llegar a un detector. El detector analiza el tiempo de vuelo de los iones, que
es proporcional a su relacién de masa/carga. De esta forma pueden llegar a
identificarse las masas de los distintos péptidos. Se obtiene, asi, una relacion

numérica creciente, indicativa de las masas de los péptidos procedentes de
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la digestidn de la proteina que se denomina: “huella peptidica”. Estas masas
del procedimiento experimental se comparan con las masas de la digestion
tedrica de las proteinas presentes en una base de datos. A raiz de esta com-

paracion puede llegar a identificarse la proteina.

ANALISIS E
IDENTIFICACION

2163.0562

1670.8053
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| 14567277
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llustracion 46. Representacion de la identificacion por MS de los spots de 2DE.
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No obstante, el MALDI-TOF también presenta sus limitaciones:

= |a ionizacion de los péptidos es selectiva y no cuantitativa, por lo
que puede haber algunos péptidos que no sean detectados.

= sila cantidad de proteina en el gel es pequefa, el nimero de pépti-
dos analizados puede ser también pequefio y por tanto la proteina
puede no ser identificada.

= el MALDI-TOF no es util para identificar mezclas proteicas y en al-
gunos casos un solo spot de un gel de 2DE puede englobar a mas de
una proteina. Aun asi la resolucion de la 2DE mejora la separacion
de la 1DE en la que en una sola banda puede haber varias protei-

nas.

En algun caso, estos problemas pueden resolverse mediante la secuencia-
cion de alguno de los péptidos. Para ello se usa un MS en tandem, como por
ejemplo un MALDI-TOF-TOF. En este caso, se hace un primer anadlisis de ma-
sas y se selecciona un ién por la masa. Este se fragmenta por colisién con un
gas inerte, de forma que los fragmentos se diferencian en un solo aminodaci-
do. El segundo analisis de masas nos indica la masa de estos fragmentos en
forma creciente. Debido a que las masas varian en un solo aminoacido se
puede descifrar la secuencia del péptido seleccionado. Utilizando la huella
peptidica y la secuencia de aminodcidos de uno de los péptidos puede llegar
a identificarse, de forma inequivoca, la proteina en una base de datos. Pue-

de haber la posibilidad de que, aun asi, la proteina no llegue a identificarse;
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en ese caso la Unica alternativa sera la secuenciacion completa de la protei-

na [316].

Otras técnicas

La 2DE acompafada de la espectrometria de masas son las técnicas fun-
damentales en cualquier estudio de protedmica. A parte de éstas, existen
otras técnicas que surgen principalmente como alternativa a la 2DE, entre
las que destacan la cromatografia multidimensional, el “Isotope Coded Affi-
nity Tag” (ICAT) y los arrays de proteinas.

La cromatografia liquida de alta presién (HPLC) es otra opcidn para la sepa-
racion de las proteinas. Esta técnica permite la separacién e identificacion
de centenares de proteinas en un Unico experimento [316]. Se trata de una
técnica analitica que separa las moléculas en funcién del tipo de soporte
que se utilice. Normalmente se combinan dos tipos diferentes de cromato-
grafia mediante la conexién de dos columnas. La primera es de cambio idni-
co, para la separacién por carga, y la segunda es de fase reversa para la se-
paracién por hidrofobicidad [317]. Una vez obtenido el extracto proteico se
digiere con una proteasa, normalmente tripsina. La cromatografia multidi-
mensional se puede conectar directamente a MS, lo que permite la identifi-
cacion de los péptidos y de las proteinas de las que proceden segun van elu-
yendo de la columna cromatografica [318].

La técnica ICAT se basa en el marcaje isotépico diferencial; permitiendo la
determinacion de la cantidad de proteina relativa entre dos muestras [319].

Las proteinas procedentes de dos muestras distintas se marcan con el reac-
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tivo ICAT. Este se une especificamente a los residuos de cisteina, y va unido
a biotina para llevar a cabo la purificacién en un sistema con avidina. Existen
dos reactivos ICAT distintos, uno lleva el isétopo ligero y el otro el pesado.
Cada uno de estos reactivos se usa para marcar una de las dos muestras
diferentes. Las proteinas son digeridas por protedlisis y la mezcla de pépti-
dos de las dos muestras se somete a una cromatografia de afinidad que uti-
liza avidina. Finalmente los péptidos se someten a identificacién por MS. Los
péptidos procedentes de cada una de las muestras se diferencian en 8 Da)
de peso molecular; y de esta forma se pueden ver las diferencias de expre-
sidn proteica entre dos muestras sin necesidad de recurrir a la 2DE [315].

La técnica de los arrays o chips de proteinas utiliza una superficie en la que
se unen un cierto grupo de proteinas basado en una propiedad fisica especi-
fica como hidrofobicidad o carga, entre otras. Una pequefia cantidad de
muestra bioldgica sin procesar, tal como suero o extracto proteico, es apli-
cada directamente sobre la superficie, se incuba y lava, de forma que se
retienen las proteinas especificas o las clases proteicas elegidas. El chip pro-
teico se somete a un analisis de masas por un lector (SELDI-TOF: “Surface
Enhanced Laser Desorption lonization”), que tiene la misma base de funcio-
namiento que el MALDI-TOF, generando patrones de masas de las proteinas
unidas; de forma que pueden ser identificadas mediante el uso de bases de

datos [320].
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Importancia biomédica

A través de la electroforesis bidimensional es posible el estudio compara-
tivo, a nivel cualitativo y cuantitativo, de la expresidén proteica en muestras
que difieren en alguna variable [303, 306]; de forma que la aparicién o des-
aparicién de spots proporciona informacién sobre la expresion diferencial
de proteinas, y la intensidad de los spots permite conocer los niveles de ex-
presion de las mismas; de forma que es posible identificar biomarcadores

asociados a determinados enfermedades o estadios bioldgicos [321, 322].

" s BIOMARCADORES
POTENCIALES

llustracion 47. Utilidad de la proteémica en la buisqueda de biomarcadores.

En los ultimos afios, la investigacion en protedmica clinica aplicada a la
busqueda de biomarcadores se ha visto incrementada [323]; aplicandose
esta tecnologia en una gran variedad de estudios clinicos en cancer [324],
enfermedades cardiovasculares [305] y enfermedades neuroldgicas [325]. La
protedmica de expresion también fue empleada para caracterizar la expre-
sidn proteica durante la fase aguda del ictus isquémico en ratas [326] y para
tratar de dilucidar los procesos de plasticidad y recuperacion neuronal tras

el ictus isquémico en modelos experimentales [322].
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Por lo tanto, la protedmica posee un gran potencial para el descubrimiento
de nuevos biomarcadores o bien nuevas dianas terapéuticas. De este modo,
la identificacidon y descripcion de las alteraciones del proteoma de las placas
de ateroma de pacientes bajo diferentes grados de inflamacion sistémica
permitird un mejor conocimiento de su actividad y de su fisiopatologia [327,

328], posibilitando la intervencion sobre la misma.
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Hipdtesis

Tradicionalmente, la progresién y complicacion de la placa de ateroma se
cree que esta determinada por factores de la biologia de la placa (composi-
cién, estructura) asi como por diversos procesos interactuantes. Sin embar-
go, estudios recientes parecen demostrar la influencia en la progresiéon y
complicacion de estas lesiones del ambiente sistémico en el cual se desarro-
llan.

Por ello, la hipdtesis de trabajo postula que:

“existen alteraciones cualitativas y/o cuantitativas en los niveles de expre-
sidén proteicos del material bioldgico recogido en los dispositivos de protec-
ciéon distal (DPD) de CAS, de placas de ateroma sintomaticas expuestas a

diferentes condiciones de inflamacién sistémica”
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Objetivos

Objetivo principal

= |dentificar marcadores de naturaleza proteica asociados a placa de

ateroma sintomatica en relacion con la inflamacion sistémica.

Objetivos secundarios

= |dentificar y describir los cambios en la expresidn proteica de los di-
ferentes subtipos de placa de ateroma en su contexto fisiopatolégi-
co.

= Validar los DPD como nueva via para el estudio de la aterosclerosis.
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Justificacion

El ictus es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en el
mundo. Dentro de los subtipos de ictus isquémicos, el de origen carotideo da
cuenta de un 25% de los ictus isquémicos totales.

La ruptura de la placa de ateroma carotidea, con la consiguiente exposicidn
de material protrombdtico a la luz del vaso, es la responsable de los proce-
sos tromboéticos causantes de la oclusidn; y por tanto, del bloqueo del flujo
sanguineo cerebral en la zona afectada.

Sin embargo, el avance en el manejo de los factores de riesgo de la enfer-
medad aterosclerdtica y en el conocimiento de los mecanismos fisiopatolé-
gicos subyacentes a la formacion e inestabilizacidon de la lesion, no ha su-
puesto una mejora en la discriminacién de sujetos con riesgo de experimen-
tar un episodio cerebrovascular. Del mismo modo, las técnicas de imagen
actuales, empleadas para el estudio de la placa de ateroma, carecen de este
valor predictivo.

Asi, el conocimiento de los cambios morfoldgicos, celulares y metabdlicos
de la placa aterosclerdtica es fundamental para la comprensidn de los pro-
cesos que tienen lugar en la ruptura de la placa de ateroma, y por extension

en el ictus isquémico de origen aterotrombdtico.

Por ello, se plantea necesaria la identificacion de biomarcadores con valor
prondstico y diagndstico, definiendo aquellas lesiones vulnerables, suscepti-
bles de ruptura; para estratificar grupos de pacientes en funcion del trata-

miento preventivo de las manifestaciones clinicas de aterosclerosis.
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Pacientes y métodos

Sujetos de estudio

Se incluyeron prospectivamente pacientes con estenosis carotidea suscep-

Ill

tible de revascularizacién segun el “Protocolo de Actuacién en Enfermedad
Carotidea”, de la Seccidon de Neurovascular y Seccion de Neurorradiologia
del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela, Hospital Uni-
versitario de la Princesa de Madrid, Hospital Universitario Doctor Josep
Trueta de Girona y del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Bada-
lona

La inclusién de pacientes sometidos a revascularizacidon por CAS fue reali-
zada por el Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela y por el
Hospital Universitario de la Princesa de Madrid.

La inclusién de pacientes sometidos a revascularizacion por CEA fue reali-
zada por el Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela, el
Hospital Universitario Doctor Josep Trueta de Girona y por el Hospital Uni-
versitario Germans Trias i Pujol de Badalona.

A todos los pacientes les fue proporcionada la informacidn del proyecto

por escrito y firmaron un consentimiento escrito.

Criterios de seleccion

Fueron seleccionados aquellos pacientes que cumplian los criterios de in-

clusién y no presentaban ninguno de los criterios de exclusién.
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Criterios de inclusion

— Pacientes con estenosis carotidea susceptible de revascularizacién.

— Edad mayor de 18 afios.
Criterios de exclusion

— Pacientes con enfermedad sistémica (enfermedad inflamatoria

cronica y/o proceso infeccioso agudo).

— Pacientes a los que no se les pudo obtener la muestra bioldgica.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
Estenosis carotidea susceptible de revascularizacion Enfermedaad sistémica
Edad mayor de 18 afios No poder obtener la muestra bioldgica

Tabla 6. Criterios de seleccion para el estudio.

Grupos de estudio

Los pacientes incluidos fueron clasificados en funcién de la sintomatologia
de la placa y de la condicion de inflamacién sistémica.

Las placas de ateroma fueron consideradas sintomaticas cuando resultaron
en manifestacién clinica, en este caso como causa de un ictus de origen ate-

rotrombadtico o AIT.
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La condicién de inflamacidn sistémica fue valorada por niveles de PCR-us
(ultrasensible) en suero. Diversos estudios han comprobado que los niveles
de PCR-us son marcadores independientes de ictus, definiendo un estado de
riesgo elevado cuanto mas elevados son estos [329]; ademads de ser relacio-
nados con la intensidad y progresion de la aterosclerosis [166]. En base a
guias internacionales [330], niveles de PCR-us superiores a 3mg/L reflejan un
estado inflamatorio sistémico, afectando a la estabilidad de la placa de ate-
roma y relacionandose con un mayor riesgo de episodios vasculares; mien-
tras que niveles de PCR-us inferiores a 3mg/L reflejan una ausencia de in-
flamacion sistémica, relaciondndose con un menor riesgo de episodios
trombdticos.

De este modo, los grupos de estudio propuestos fueron los siguientes:

= placa sintomatica con inflamacion sistémica (PCR-us > 3 mg/L)

= placa sintomatica sin inflamacion sistémica (PCR-us < 3 mg/L)

PLACA SINTOMATICA INFLAMACION SISTEMICA
Si Si ([PCR-US] > 3 mg/L)
Si No ([PCR-us] £ 3 mg/L)

Tabla 7. Grupos de estudio propuestos.
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Evaluacion clinica

A todos los pacientes les fue realizada la evaluacién clinica rutinaria para el
diagndstico y tratamiento de su enfermedad. En su caso, a la llegada al ser-
vicio de urgencias les fue realizada una TC que permitié el diagndstico de

ictus isquémico.
Clasificacion etiologica

En el caso de placas de ateroma sintomaticas, los ictus fueron clasificados
etioldgicamente segun los criterios TOAST [7] en:
= Aterotrombdticos
= Cardioembdlicos
= Lacunares

=* |ndeterminados

Evaluacion ultrasonografica

El estudio ultrasonografico habitual en pacientes con sospecha de enfer-
medad carotidea obstructiva fue realizado con un ecodoppler color de alta
definicion (APLIO 70) con el siguiente protocolo:

— Estudio de ambas cardtidas en modo B (corte longitudinal), pres-
tando atencién en:
= Andlisis del grosor intima media.
= Analisis del tipo de placa: especificando la localizacion, mor-

fologia (regular/irregular) y tipo de placa.
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GROSOR iNTIMA MEDIA  ESTRATIFICACION

0-0,9 mm Normal
0,9-1,5mm Engrosamiento
>1,5mm Placa

Tabla 8. Estratificacion del grosor intima-media.

TIPO DE PLACA DESCRIPCION

Grado 1 Uniformemente anecogénica con un fino casquete ecogénico

Grado 2 Predominantemente anecogénica con pequefias areas anecogénicas ( < 25%)
Grado 3 Predominantemente ecogénica con pequefias dreas anecogénicas ( < 25%)
Grado 4 Uniformemente ecogénica

Grado 5 Calcificada

Tabla 9. Clasificacion del tipo de placa segtin su ecolucencia.

— Estudio de ambas cardtidas y vertebrales en modo eco-doppler co-
lor (longitudinal y axial).
— Valoracion del grado de estenosis siguiendo criterios aprobados en

guias internacionales.

PARAMETROS PRIMARIOS PARAMETROS SECUNDARIOS
GRADO DE ESTENOSIS VSM ACI (cm/s) ESTIMACION DE PLACA RATIOICA/CCA VDM ACI (cm/s)
Normal <125 Ninguna <2 <40
<50% <125 <50 <2 <40
50-69% 125-230 250 2-4 40-100
>70% >230 250 >4 >100
Suboclusion Muy alto, muy bajo Visible Variable Variable
Oclusién Indetectable No lumen No aplicable No aplicable

Tabla 10. Calculo de estenosis en ACI.

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

— Valoraciéon de la presencia de circulacién colateral por arterias

oftalmicas.

— Valoracion de la circulacion colateral intracraneal (anterior y poste-
rior), asi como la repercusién hemodindmica sobre la onda de flujo
en arterias intracraneales. También identificacién de las estenosis

intracraneales en el caso de existir.

— Con la confirmacién de una estenosis carotidea mayor del 50% que
cumpla con los criterios intervencionistas se procedera a la realiza-

cion de una angiografia diagnodstica.

llustracidon 48. Estudio del grosor intima media de la ACI por doppler.

Evaluacion radioldgica

En aquellos pacientes con una estenosis carotidea confirmada mayor del
50% cumpliendo con los criterios intervencionistas, se procedié con el si-

guiente protocolo:
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— Determinacion del grado estenosis y la extension de la placa me-
diante estudio angio-TC.

— Calculo automatico de estenosis y posterior determinacién del
stent a colocar mediante angiografia digital en 3D (biplano LCN +

G.E.).

llustracién 49. Angiografia digital para el calculo del stent a colocar.

— Realizacién del procedimiento intervencionista con proteccién
cerebral atendiendo a:
= |afacilidad de localizacidn y apertura del filtro.
= |a confortabilidad y estabilidad.
= |os movimientos del filtro durante el stenting.
= |a presencia o no del espasmo.

= |3 facilidad en la retirada del filtro.

— Recogida del filtro.
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REVASCULARIZACION

llustracién 50. Revascularizacion por CAS con uso de DPD.

Evaluacion intervencionista

Indicaciones de endarterectomia carotidea

— Pacientes con estenosis sintomatica de origen ateromatoso:
= Estenosis 270%.
= Estenosis entre 50-70% con AlT/ictus de repeticién a pesar
del tratamiento antiagregante y anticoagulante, u oclusién de
la carétida contralateral.
— Pacientes con estenosis asintomdatica >70% con oclusion de la ACI
contralateral o que cumplan la mayoria de los siguientes criterios:
= Lesiones silentes en la TC 6 RM.

= Estenosis 290%.
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= Pacientes diabéticos.

= Estenosis que progresa en controles peridédicos (6 meses).

= Repercusion hemodinamica en Doppler transcraneal (falta de
colaterales, asimetria importante)

= Vasoreactividad claramente disminuida o exhausta.

= Placas ulceradas y/o hipoecogénicas (tipo I-11).

= Deteccién de émbolos positiva (30 min).

OCLUSION

llustracion 51. Angiografia de estenosis susceptible de revascularizacién.
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Indicaciones de stenting carotideo

— Aquellos pacientes en los que se desestima la endarterectomia:
= Riesgo quirurgico elevado (EPOC, cardiopatia isquémica pre-
via).
= Mayores de 80 afos.

= Estenosis carotideas altas.

— Estenosis carotideas post-radioterapia, reestenosis carotidea post-
endarterectomia o post-ATP, diseccion de cardtida, pseudoaneuris-

ma o displasia fibrosa.

Evaluacion molecular

Tras la obtencién del consentimiento informado fue extraida una muestra
de sangre venosa por flebotomia en el antebrazo, para la determinacion de
la [PCR-us].La extraccion constd de 1 tubo de 4,5 mL de bioquimica con se-
parador, siguiendo el protocolo para la obtencién de suero:

= Se dejan reposar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente
para la formacién del botdn celular.

=  Se centrifugan los tubos a 3.000 rpm. durante 10 min.

= Sereparte el suero en 2 alicuotas de 1 mL.

= Se congelan las 2 alicuotas a - 80 °C hasta la realizacion de los test

moleculares.
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Los niveles séricos de PCR-us fueron medidos por sistema de inmuno-

diagndstico automatizado IMMULITE 1000 (DIPESA S.A.).

Evaluacion proteémica

Tras los CAS fueron recogidos los DPD. Estos fueron almacenados debida-
mente identificados en arcon congelador a -80 °C.

La ubicacion de estas muestras fue registrada en la hoja de recogida de da-
tos disefiada a tal efecto, siendo procesada en una base de datos junto con

el resto de variables.

——— | > Accu Net

s>,  FilterWire EX

> AngioGuard

255 - P

llustracién 52. Tipos de DPD recogidos para el estudio.

El procesado de las muestras para su evaluacién protedmica fue realizado

siguiendo un protocolo especifico.
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Extraccion de proteinas del material capturado en los DPD

Para llevar a cabo el estudio protedmica fue necesario extraer y solubilizar
las proteinas presentes en la muestra para su posterior separacion:

= Se deposita el filtro en un microtubo con 500 L de solucidn de lisis y

se somete a varios pulsos de ultrasonidos de intensidad media en

frio (para evitar la degradacién de las proteinas) con el fin de romper

las estructuras celulares.

REACTIVO CONCENTRACION

Urea ™
Tiourea 2M
CHAPS 4%
DTT 3%

Tabla 11. Solucidn de lisis. Se afiaden inhibidores de proteasas para preservar las proteinas.

Se dejan los microtubos en agitacion durante 3 h a 29°C.

= Se centrifugan los microtubos durante 45 min. a 25°C para separar
los restos celulares, dejando en suspension las proteinas.

= Se concentran y purifican las proteinas mediante precipitaciéon con
acetona, afiadiendo 2 volimenes de acetona (1 mL) por 1 volumen
de solucion de lisis, dejando los microtubos durante 2 h. a -20°C.

= Se centrifugan los microtubos durante 45 min. a 4°C.

= Se descarta el sobrenadante y se dejan secar los microtubos durante
varios min.

= Se resuspende el pellet con 200 PL de solucidn de lisis en agitacion

durante 1h a 29°C.
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= Se determina la concentracién proteica de cada muestra mediante
ensayo Bradford modificado [331], guardando los resultados en la
base de datos.

= Se almacenan las muestras en arcon congelador a -80°C hasta su uso.

SOLUBILIZAR

Senicacién
Agitacién
Centrifugacion

CONCENTRAR

Precipitacién
Centrifugacion
Agitacion

CUANTIFICAR

llustracién 53. Esquema del procesado de las muestras para protedmica.
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Electroforesis bidimensional

Primera dimension

Una vez extraidas y solubilizadas las proteinas es necesario separarlas por
su carga eléctrica como primer paso de la electroforesis bidimensional:
= Se centrifugan las muestras a 12000 g durante 30 min. a 20°C.
= Se cargan 20 ug de proteina en 400 pL de solucion de rehidratacién

(con un 10% de exceso por las pérdidas de pipeteo).

REACTIVO CONCENTRACION
Urea ™
Tiourea 2M

CHAPS 4%

Azul de bromofenol trazas

DTT 0,3%
Tampén IPG 0,5%

Tabla 12. Solucidn de rehidratacion.

= Se cargan 200 plL de solucion de rehidratacion con las proteinas en la
bandeja de 1DE, para cada tira IPG de 11 cm y pH 3-10 NL (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California); cubriendo cada tira con 2 mL de
aceite mineral.

= Se procede a la separacién en la primera dimensidn en la cubeta de
1DE PROTEAN IEF CELL (Bio-Rad).

= Se congelan las tiras en arcén a -20 °C hasta su uso.
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PASOS

Rehidratacion activa a 50 V durante 12 h
Incremento lineal de voltaje:

250V 15 min

8000V 2:30 h

8000 ~ 35000 V

Finalizar a 45000 Vh

Tabla 13. Condiciones de la 1DE.
Segunda dimension

El siguiente paso de la 2DE, una vez separadas las proteinas por su carga

eléctrica, es separarlas por su peso molecular:

Al finalizar la 1DE se equilibran las tiras IPG con solucién de equili-
brado: 5 mL/tira; durante 20 min./pase (DTT y iodoacetamida). De
esta forma, las proteinas separadas en base a su punto isoeléctrico

se cargan negativamente para su posterior separacion por su peso

molecular.

REACTIVO CONCENTRACION
Tris 50mM

Urea 6M

CHAPS 30%

SDS 2%

DTT 10 mg/mL
Idoacetamida 25 mg/mL

Tabla 14. Solucion de equilibrado. El DTT y la iodoacetamida se afiaden antes de su pase.
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Se colocan las tiras IPG sobre los geles Criterion Precast Gels de 1

mm, 12.5% Tris-CIH (Bio-Rad), selldndolos con agarosa.

REACTIVO CONCENTRACION
Electrolito 1X
Agarosa 0,5%

Azul de bromofenol trazas

Tabla 15. Solucidn de sellado.

Se carga el tampdn de electroforesis (electrolito) TGS 1X en la cube-
ta de electroforesis Dodecca Cell (Bio-Rad) y en el reservorio superior

de cada gel de 2DE, para trasmitir la corriente eléctrica.

REACTIVO  CONCENTRACION

Tris 50mM
Glicina 384mM
SDS 0,2%

Tabla 16. Tampdn de electroforesis 10X.

Se procede a la separacion proteica en base al peso molecular en la

cubeta de 2DE, con agitacién a 15°C.

PASOS

Transferencia a 2 W durante 45 min

Separacion a 17 W hasta el final

Tabla 17. Condiciones de la 2DE. Se detiene cuando el frente de migracion alcanza 1 mm del final.
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iras IP@: Protean |EF Cell

@eles “precast®s | Dodecca Cell

VISUALIZACION

Fluerescencias

Reoreea Panh
Svpre Ruby

llustracion 54. Esquema de la separacion proteica por 2DE.

Tincidn de los geles

Tras la separacién de las proteinas, tanto por su carga como por su peso
molecular, es necesaria la visualizacién de dichos patrones de migracion.

La tincidon de los geles analiticos (aquellos sobre los que se estudian las di-
ferencias cualitativas y cuantitativas de los patrones de expresion) fue reali-
zada con Sypro Ruby Fluorescent Dye (Bio-Rad):

Al finalizar la 2DE se sacan los geles de los casetes que los contienen.
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= Se sumergen los geles en solucidn de fijacion durante 40 min. con
agitacion, de forma que las proteinas separadas se van a fijar a la

malla del gel.

REACTIVO CONCENTRACION
Etanol 40%
Acido acético 10%

Tabla 18. Solucién de fijacion. Se ponen 200 mL/gel.

= Se hacen 3 lavados de los geles con agua ultrapura.

= Se sumergen los geles en Sypro Ruby (100 mL/gel) durante 3:40 h,
con agitacién y en oscuridad.

= Se sumergen los geles en solucion de reduccidon de fondo de la tin-

cion, durante 50 min. con agitacién.

REACTIVO CONCENTRACION
Metanol 10%
Acido acético 7%

Tabla 19. Solucién de reduccién de fondo. Se ponen 200 mL/gel.

= Se hacen 3 lavados de los geles con agua ultrapura.

Digitalizacion de los geles

Una vez tefiidos los geles, es necesario capturar y digitalizar los patrones
de expresidn proteica para poder llevar a cabo los analisis cuantitativos y/o
cualitativos en los grupos de estudio:

= Se colocan los geles en la bandeja del Imager Fx Proplus (Bio-Rad).
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Se escanean los geles con el programa PDQuest (Bio-Rad), seleccio-
nando tincién de proteinas Sypro Ruby en intensidad media.

Se guardan las imagenes para su analisis.

Se almacenan los geles en oscuridad a 4 °C envasados al vacio para

evitar su degradacion.

CAPTURA

Imager Fx ProPlus

PDQuest

ANALISIS

llustracion 55. Esquema de la captura y analisis de los geles de 2DE.
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Analisis de imagen

Una vez recogidas todas las imagenes de los geles, es necesario su analisis
con software especifico que va a permitir realizar de forma automatica el
analisis comparativo entre los grupos de estudio.

El andlisis informatico de los patrones 2DEfue llevado a cabo con el softwa-

re PDQuest.

Deteccion de spots

Todas las imagenes fueron recortadas bajo el mismo patréon y sometidas a
deteccidon automatica de spots; quedando incluidos todos los spots en un
gel tipo denominado: gel maestro. Los geles fueron revisados uno a uno
para corregir los errores de la deteccidn automatica, para a continuacién
realizar el emparejamiento automatico de los spots. De la misma forma, los
emparejamientos fueron revisados uno a uno corrigiendo los empareja-

mientos automaticos mal establecidos.

Reproducibilidad

Antes de proceder a la comparacion de los patrones de 2DE, es necesario
realizar estudios de reproducibilidad visuales e informaticos con el progra-
ma PDQuest, para verificar la fiabilidad de la técnica.

Primeramente fueron analizados los patrones de expresion de los 3 geles
de cada una de las muestras en un analisis intraindividual, para establecer el
patrén de expresidon individual; eliminando las posibles variaciones de la

técnica.
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Seguidamente fueron analizados los patrones de los geles de cada grupo
en un analisis interindividual, con el fin de establecer los patrones de expre-
sidn comunes a cada uno de ellos; eliminando las posibles variaciones bio-

l6gicas individuales.
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llustracion 56. Pantalla de trabajo del programa PDQuest.

Estudio comparativo

Con los patrones de expresion proteica establecidos para cada uno de los
grupos fue realizado el estudio comparativo, analizando las diferencias entre
ambos grupos:

= Cualitativas: presencia/ausencia de spots en uno de los grupos.
= Cuantitativas: niveles de expresion de los spots 4 veces superior en

un grupo respecto al otro.

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

También fueron analizadas la reproducibilidad cualitativa y cuantitativa pa-

ra garantizar la fiabilidad de las comparativas a realizar en el estudio.

Analisis por espectrometria de masas

Como ultimo paso del estudio de protedmica es preciso identificar las pro-
teinas halladas de interés.

La identificacién de las proteinas con expresion diferencial entre los grupos
de estudio fue llevada a cabo en la Unidad de Protedmica del Centro de
Gendmica y Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid, median-
te espectrometria de masas.

Para esta identificacion fueron necesarios geles preparativos, para aislar
una o varias proteinas en alta concentracién para someterlas posteriormen-
te al analisis por espectrometria de masas. La carga proteica de estos geles
fue mayor que en los geles analiticos, siendo aproximadamente de 500 g, y
la tincidn se realizé con azul de Coomassie coloidal:

= Se sumergen los geles en soluciéon de Coomassie Blue Brilliant R-250,

durante 3 h. con agitacidn; para la tincidn y fijacidn de las proteinas.

REACTIVO CONCENTRACION
Coomasie blue brilliant R-250 0,1%
Etanol 40%
Acido acético 10%

Tabla 20. Tincion de Coomassie. Se ponen 200 mL/gel.



Pacientes y métodos

Se sumergen los geles en solucion de destincién, en varios pases con

agitacion.

REACTIVO CONCENTRACION
Etanol 30%
Acido acético 10%

Tabla 21. Solucidn de destincion.

Se sumergen los geles en agua destilada toda la noche para intensifi-

car los spots.

Los spots fueron recogidos empleando una punta de pipeta estéril, y depo-

sitados en microtubos con agua ultrapura para su posterior envio e identifi-

cacion por MS en la Unidad de Protedmica:

Las proteinas se reducen en gel, se alquilatan y digieren con tripsina
[332].

El sobrenadante se recoge, y 1 UL de este se deposita en un chip del
MALDI, dejandolo secar a temperatura ambiente; para posterior-
mente afadirle la matriz.

Los andlisis se realizan en un espectrometro de masas 4700 Proteo-
mics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, Foster City, Cali-
fornia), para obtener la huella peptidica.

Para la identificacién proteica se usan las bases de datos del NCBI o
Swisprot con MASCOT 1.9 (matrixscience.com) a través de Protein

Global Server v3.5 (Applied Biosystems).

Ivan Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

= La puntuacidon obtenida de las probabilidades deben ser mayores
gue la puntuacién fijada como significativa con un valor p menor de

0,05.

COMPARATIVA

PDQuest

e en.

Maldi-TOF

llustracion 57. Esquema de la identificacion por MS.

Evaluacion inmunohistoquimica

Una vez identificadas las proteinas de interés es preciso validar los resulta-
dos obtenidos.

La confirmacidn de los resultados encontrados por protedmica fue llevada
a cabo mediante tincidon inmunohistoquimica con anticuerpos frente a las

proteinas de interés en placas de ateroma procedentes de CEA:
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INMUNOGENO TIPO ORIGEN CASA COMERCIAL

GSTK1 Policlonal Conejo Abcam PLC (Cambridge, UK)

NP Policlonal monoespecifico Conejo Atlas Antibodies AB (Stockholm, Sweden)
ANXA5 Policlonal Conejo Proteintech Group Inc (Chicago, Illinois)
TAGLN2 Policlonal Conejo Proteintech Group Inc (Chicago, Illinois)

arios

Tabla 22. Anticuerpos 1° empleados para la inmunohistoquimica.

Se descongelan gradualmente las placas para mantener intactas las
estructuras celulares:
e -80°C,-20°C,4°C
Se fijan los tejidos durante 24 h en solucion de formalina al 10%.
Se incluyen en bloques de parafina.
Se realizan secciones de 4 um que se montan en portaobjetos trata-
dos, con carga positiva.
Se desparafinan y rehidratan mediante pases de 3 min. de duracién:
e Xilol = Xilol = Xilol - Alcohol 100°- Alcohol 100° - Alcohol 96° -
Alcohol 96°
Se lavan en agua ultrapura durante 3 min.
Se someten a diferentes pretratamientos para mejorar la inmunotin-
cion:
e microondas TE, a potencia de 700W durante 20 min.

e bafio Maria TE, a 95-99°C durante 20 min.
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ANTICUERPO PRETRATAMIENTO DILUCION

Anti-NP Microondas + TE 1:100
Anti-ANXAS5 Microondas + TE 1:50
Anti-TAGLN2 Microondas + TE 1:50
Anti-GSTK1 Bafio maria + TE 1:100

Tabla 23. Pretratamientos y diluciones de los anticuerpos.

= Se enfrian a temperatura ambiente durante 20min.
= Selavan en agua durante 3 min.

ario

= Seincuban con el anticuerpo 1" durante 30min. a t2 ambiente.
=  Se hacen 2 lavados con TBST durante 3 min /lavado.

= Selavan con agua oxigenada al 3% durante 10min. a t2 ambiente.
= Se hacen 2 lavados con TBST durante 3 min. /lavado.

ario

= Se incuban con un kit universal de anticuerpo 2" que emplea un
polimero de dextrano conjugado con peroxidasa (Dako EnVision Pe-
roxidase/DAB; Dako, Glostrup, Denmark) durante 30min. a t2 am-
biente

= Se hacen 2 lavados con TBST durante 3 min./lavado.

=  Se lavan con diaminobenzidina durante 10min. a t2 ambiente

= Se lavan en agua durante 5 min.

= Se tifien con hematoxilina de Harris durante 1 min.

= Selavan en agua 5 min.

= Se deshidratan mediante pases de 3 min. de duracion:

e Alcohol 96° - Alcohol 96° - Alcohol 100°- Alcohol 100° - Xilol —
Xilol = Xilol
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= Se montan con resina sintética.

= Se analizan con microscopia dptica.

FUUACION

Resenalime 1508
Fermaling L0%

=y

INCLUSION

TALLADO

Secciones 4 pm ‘

Salny
:""I'\:ﬁ
HISTOLOGIA
INMUNOHISTOQUIMICA

llustracion 58. Esquema de la evaluacion anatomopatolégica.

La puntuacién de los resultados inmunohistoquimicos fue llevada a cabo

segun protocolo de Garcia- Gonzalez [333]:
= Se seleccionan al menos 5 campos representativos

= Basandose en el porcentaje de células inmunopositivas se realizan 3

subdivisiones:

e Positiva difusa: mas del 50% de las células son positivas.
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e Positiva heterogénea: entre el 10-49% de las células son posi-
tivas.

e Negativa: menos del 10% de las células son positivas. La in-
munointensidad confusa se considera también como negati-

va.

Para la correcta valoracién de las preparaciones inmunohistoquimicas fue-

ron realizadas tinciones en tejidos conocidos por su positividad frente a cada

uno de los anticuerpos 1%,

ANTICUERPO TEJIDO CONTROL
Anti-NP Amigdala sana
Anti-ANXA5 Carcinoma de pulmén
Anti-TAGLN2 Adenocarcinoma de célon
Anti-GSTK1 Higado sano

Tabla 24. Controles positivos de los anticuerpos.

Evaluacion histoldgica

A su vez, es necesario hacer el estudio histoldgico con el fin de caracterizar
los tejidos de estudio.

La clasificacién histoldgica de las placas de ateroma fue llevada a cabo si-
guiendo guias internacionales [83, 193], empleando tincidn de hematoxilina-

eosina:



Pacientes y métodos

Se descongelan gradualmente las placas/DPD para no romper las es-
tructuras celulares:
e -80°C,-20°C,4°C
Se fijan los tejidos durante 24 h. en solucién de formalina al 10 %.
Se incluyen en bloques de parafina.
Se realizan secciones de 4 um que se montan en portaobjetos trata-
dos, con carga positiva.
Se desparafinan y rehidratan mediante pases de 3 min. de duracién:
e Xilol — Xilol — Xilol - Alcohol 100°- Alcohol 100° - Alcohol 96° -
Alcohol 96°
Se lavan en agua ultrapura durante 3 min.
Se tifien con hematoxilina-eosina:
e se sumergen en hematoxilina durante 5 min.
e se lavan con agua destilada por inmersién en 2 pases y con
agua corriente durante 1 min.
e sesumergen en eosina 1 min.
Se deshidratan mediante pases de 3 min de duracion:
e Alcohol 96° - Alcohol 96° - Alcohol 100°- Alcohol 100° - Xilol —
Xilol = Xilol
Se montan con resina sintética.

Se analizan con microscopia dptica.
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Resultados

Analisis descriptivo

Un total de 23 pacientes sintomaticos sometidos a CAS con DPD, fueron in-
cluidos en el estudio. De estos, 15 fueron excluidos por no cumplir los crite-
rios de inclusidn; disponiendo de 8 DPD de proteccién distal para el estudio

protedmico:
— Grupo 1: placa sintomatica y ausencia de inflamacién sistémica
([PCR-us] € 3 mg/L); (n=4).
— Grupo 2: placa sintomatica e inflamacion sistémica ([PCR-us] > 3

mg/L); (n=4).

n=23

n=8

llustracidn 59. Sujetos del estudio.

Asimismo, para el estudio anatomopatolégico fueron incluidos 10 pacien-

tes sometidos a endarterectomia carotidea:
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— Grupo 1: placa sintomdtica y ausencia de inflamacién sistémica
([PCR-us] € 3 mg/L); (n=5).
— Grupo 2: placa sintomatica e inflamacién sistémica ([PCR-us] > 3

mg/L); (n=5).
Caracteristicas epidemioldgicas

En la muestra de estudio la media de edad fue de 70,5 * 3,8 afios; y la dis-
tribucidn por sexos fue de hombres el 100% (n=8).
En cuanto al diagnéstico, resultaron ictus isquémico el 50% (n=4) de los

pacientes y de AIT el 50% (n=4) restante.

CARACTERISTICA GRUPO1 GRUPO2 TOTAL
Edad 65,5 76,5 70,5
N N
Sexo
Hombre 4 4 100%
Mujer 0 0 0%
Antecedentes de HTA 1 2 37,5%
Antecedentes de DM 0 0 0%
Antecedentes de DL 3 1 50%
Antecedentes de alcoholismo 2 0 0%
Antecedentes de cardiopatia 1 1 25%
Clinica
AIT 2 2 50%
Ictus 2 2 50%

Tabla 25. Descriptivo epidemiolégico de la muestra.
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Caracteristicas bioquimicas

En la muestra estudiada los valores medios de PCR-us fueron de 1,3 = 0,3

mg/L para el grupo 1, y de 17,6 + 5,7 mg/L para el grupo 2.

GRUPO [PCR-us] mg/L
1 1,3+0,3
2 17,6 £5,7

Tabla 26. Descriptivo de [PCR-us] en la muestra.

En la muestra para el andlisis anatomopatoldgico los valores medios de
PCR-us fueron de 0,9 * 0,3 mg/L para el grupo 1, y de 28,1 + 7,3 mg/L para el
grupo 2.

GRUPO [PCR-us] mg/L
1 0,9+0,3
2 28,1+7,3

Tabla 27. Descriptivo de [PCR-us] en la muestra de anatomia patolégica.
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Analisis comparativo

Analisis del material recogido

Con el reclutamiento de pacientes finalizado se realizé un analisis del ma-
terial capturado en los DPD.

Los analisis espectrofotométricos mediante Bradford demostraron la pre-
sencia de material bioldgico proteico capturado en los DPD durante el CAS.

La cantidad de proteina extraida del material recogido en los filtros fue
mayor en el grupo 2; encontrando un valor medio de 407,2 £ 58,5 pg frente

alos 232,3 £ 96,1 g de media del grupo 1.

500
450
400
350
300 -
250 -
200
150
100
50

(ng)

CANTIDAD DE PROTEINA

Si No
INFLAMACION SISTEMICA

llustracion 60. Cantidad media de proteina por grupo de estudio. , grupo 2.



Resultados

600

500

400 -

300

Proteina (ug)

200

100 hd

PACIENTES

llustracion 61. Cantidad de proteina por DPD. Pacientes del , pacientes del grupo 2.

Electroforesis bidimensional

Patrones de expresion

El aislamiento de la fraccién proteica del material capturado en los DPD
posibilitd la aplicacion de técnicas protedmicas.

Los analisis de 2DE permitieron comprobar que las proteinas extraidas del
material recogido se separaban adecuadamente, resultando patrones de

expresion proteica validos para estudios de expresion.
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llustracion 62. Geles caracteristicos de 2DE del material capturado en DPD.

Estudio comparativo

La obtencidon de patrones de expresion proteica del material capturado en
los filtros permitié realizar analisis comparativos de expresién proteica entre
los diferentes grupos.

De este modo, se pudo realizar el andlisis de los patrones de expresion

proteica caracteristicos para cada uno de los grupos de estudio:

— Grupo 1: placa sintomatica y ausencia de inflamacién sistémica

([PCR-us] < 3 mg/L); (n=4).

— Grupo 2: placa sintomatica e inflamacién sistémica ([PCR-us] > 3

mg/L); (n=4).



Resultados

Anadlisis de reproducibilidad

Los andlisis visuales de los geles estudiados revelaron un grado de repro-
ducibilidad elevado dentro de la misma muestra, tanto en nimero como en
posicion de los spots. Del mismo modo, el tamafio, forma e intensidad de los
spots resultaron reproducibles.

Los andlisis informaticos confirmaron una reproducibilidad elevada, en

torno al 90 %.

Corr coeff = 0.906279
Slope = 0.869222, Intercept = 0.074002
Spot count = 310

Norm units = PEM

llustracion 63. Analisis de reproducibilidad intraindividual.
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Slope = 0.73801
Spot count =

Horm units

llustracion 64. Analisis de reproducibilidad interindividual.

Anadlisis diferencial

El analisis de los geles una vez eliminados los spots dudosos, solapados y/o
en zonas de dificil interpretacién, reveld un patrén de expresidn proteica

del material recogido en los DPD de 370 spots detectados (gel master).
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llustracion 65. Gel master del material capturado en los DPD.

Andlisis cualitativo

El andlisis comparativo cualitativo de la expresidn proteica, detectd 5 dife-
rencias cualitativas en la expresién proteica del material de los filtros:
= 2 spots de expresion exclusiva en el grupo 1.

= 3 spots de expresidn exclusiva en el grupo 2.
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GRUPO SPOT
1 8510
9109

2 329
1023

5319

Tabla 28. Diferencias cualitativas encontradas.
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llustracion 66. Gel de 2DE con las diferencias cualitativas encontradas.
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8510 9109

llustracién 67. Representacion de las diferencias cualitativas encontradas en el grupo 1.

1023 5319

llustracién 68. Representacion de las diferencias cualitativas encontradas en el grupo 2.

Andlisis cuantitativo

El analisis comparativo cuantitativo detecté 2 diferencias cuantitativas en la

expresion proteica del material de los DPD:

— 2 spots estan sobreexpresados en el grupo 2.
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GRUPO SPOT
2 2003
4209

Tabla 29. Diferencias cuantitativas encontradas.
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llustracion 69. Gel de 2DE con las diferencias cuantitativas encontradas.
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4209

llustracion 70.Representacion de las diferencias cuantitativas encontradas.

p=0,003

p =0,006
Pz
f
Spot 2003 Spot 4209
ENo mSi
INFLAMACION SISTEMICA

llustracién 71. Representacion grafica de las diferencias cuantitativas encontradas.
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Espectrometria de masas

Una vez detectados los spots diferencialmente expresados se procedié a su

identificacion por espectrometria de masas.

Diferencias cualitativas

Los andlisis por MS identificaron los 5 spots con expresion exclusiva.

SPOT  PROTEINA
8510 Proteasome subunit 8 beta type

9109 Glutathione S transferase kappa 1

Tabla 30. Diferencias cualitativas identificadas del grupo 1.

PROTEASOME SUBUNIT
8 BETATYPE

GLUTATHIONE S
TRANSFERASE KAPPA 1

llustracion 72. Gel 2DE con las diferencias cualitativas identificadas del grupo 1.
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SPOT PROTEINA
329 Annexin A5

1023 Haptoglobin precursor

5319 Purine nucleoside phosphorilase

Tabla 31. Diferencias cualitativas identificadas del grupo 2.

PURINE NUCLEOSIDE
PHOSPHORYLASE
ANNEXIN A5

HAPTOGLOBIN
PRECURSOR

llustracion 73. Gel 2DE con las diferencias cualitativas identificadas del grupo 2.
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Diferencias cuantitativas

Los analisis por MS permitieron la identificacion de los 2 spots sobreexpre-

sados en el grupo 2.

SPOT PROTEINA
2003 Transgelin-2
4209 Bisphosphoglycerate mutase

Tabla 32. Diferencias cuantitativas identificadas.

BISPHOSPHOGLYCERATE
MUTASE

TRANSGELIN-2

llustracién 74. Gel 2DE con las diferencias cuantitativas identificadas.
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Anatomia patoldgica

Histologia

Placas de ateroma

Los andlisis histolégicos de las placas de ateroma mostraron lesiones muy
avanzadas y complicadas de tipo V (en 3 casos del grupo 1y en 1 caso del
grupo 2) y VI (en 2 casos del grupo 1 y en 4 casos del grupo 2) [193]; que

presentaban grandes dreas de ruptura, asi como hemorragias intraplaca.

llustracién 75. Histologia general de la placa de ateroma (2X).

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

En general, eran lesiones con poca celularidad, siendo abundante la pre-
sencia de grandes calcificaciones; asi como fenémenos de fibrosis y necrosis.
También se observaron extensas areas de acumulacion de macroéfagos,

células espumosas y cristales de colesterol.

CALCIFICACION

llustracion 76. Histologia: calcificacion (10X).



Resultados

FIBROSIS

llustracién 77. Histologia: fibrosis (10X).

llustracidon 78. Histologia: necrosis (40X).
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MACROFAGOS

llustracién 79. Histologia: macréfagos (40X).

CELULAS
ESPUMOSAS

llustracion 80. Histologia: células espumosas (40X).
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= COLESTEROL

llustracidon 81. Histologia: cristales de colesterol (10X).

Ivdn Cristobo Luaces



Protedmica de expresion de placas de ateroma carotideas

DPD

El andlisis histoldgico de las membranas de los DPD permitid caracterizar el
material capturado.

Se observaron restos de la placa de ateroma adheridos a la membrana; asi
como restos de material trombdtico.

Las caracteristicas de este material fueron similares a las descritas para las

placas de ateroma.

MEMBRANA

llustracion 82. Histologia: restos biolégicos adheridos a la membrana de DPD (4X).



Resultados

llustracion 83. Histologia: fragmentos de placa de ateroma capturados en DPD (20X).

TROMBO

llustracion 84. Histologia: restos de trombo capturado en DPD (40X).
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Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica permitié validar los resultados encontrados por
protedmica de expresion del material capturado en los DPD, y establecer
patrones de expresion de las proteinas estudiadas en la placa de ateroma.

Los andlisis inmunohistoquimicos se centraron en la tincidn de 4 de las

proteinas identificadas:

PROTEINA DIFERENCIA GRUPO

GSTK1 Cualitativa 1
ANXA5 Cualitativa 2
NP Cualitativa 2
TAGLN2 Cuantitativa 2

Tabla 33. Proteinas estudiadas por inmunohistoquimica.



Resultados

GSTK1

La tincién Inmunohistoquimica frente a GSTK1 en el control positivo, re-
velé inmunoreactividad para los hepatocitos en higado sano; en el citoplas-

ma, dando aspecto granular por tincién de los peroxisomas.

HEPATOCITOS

llustracién 85. Inmunohistoquimica: control positivo para GSTK1 (40X).

En las placas de ateroma, la tincion frente a GSTK1 revelé una inmunoreac-

tividad selectiva positiva de fibroblastos y macréfagos; en el citoplasma.
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FIBROBLASTOS

llustracion 86.. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con fibroblastos tefiidos para GSTK1 (20X).

MACROFAGOS

llustracion 87. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con macréfagos teiiidos para GSTK1 (4X).



Resultados

La inmunoexpresion frente a GSTK1 resultd negativa para 5 de los casos

estudiados. Los casos restantes presentaron reactividad positiva difusa en

ambos grupos: 3 casos del grupo 2 y 2 casos del grupo 1; no siendo conclu-

yentes las diferencias encontradas en la expresion.

POSITIVA POSITIVA
GRUPO NEGATIVA HETEROGENEA DIFUSA
1 Recuento 3 0 2
% de grupo 60% 0% 40%
2 Recuento 2 0 3
% de grupo 40% 0% 60%

Tabla 34. Tabla de contingencia de inmunoexpresion para GSTK1.
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ANXAS5

La tincién inmunohistoquimica frente a ANXA5 en el control positivo, re-
veld inmunoreactividad para los macrofagos alveolares en carcinoma de

pulmdn; tanto en el citoplasma como en la membrana.

MACROFAGOS

llustracion 88. Inmunohistoquimica: control positivo para ANXAS5 (40X)

En las placas de ateroma estudiadas, la tincién inmunohistoquimica frente
a ANXAS reveld inmunoreactividad positiva selectiva de macréfagos vy fi-
broblastos; tanto en la membrana celular como en el citoplasma. Al mismo

tiempo, se observd inmunoreactividad positiva del endotelio vascular.



Resultados

MACROFAGOS

llustracion 89. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con macréfagos tefiidos para ANXAS (40X).

FIBROBLASTOS

llustracion 90. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con fibroblastos tefiidos para ANXA5 (40X).
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ENDOTELIO

llustracién 91. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con endotelio tefiido para ANXA5 (20X).

La reactividad frente a ANXA5 no quedé restringida a macréfagos vy fibro-
blastos del grupo 2, sino que fueron positivos para todos los casos estudia-
dos. El porcentaje de células inmunopositivas resulté mayor en las placas de
ateroma pertenecientes al grupo 2, presentando expresién difusa los 5 ca-

sos; siendo estadisticamente significativa (p= 0,01) esta diferencia respecto

al grupo 1.
POSITIVA POSITIVA
GRUPO NEGATIVA HETEROGENEA DIFUSA
1 Recuento 0 4 1
% de grupo 0% 80% 20%
2 Recuento 0 0 5
% de grupo 0% 0% 100%

Tabla 35. Tabla de contingencia de inmunoexpresion para ANXAS.



Resultados

NP

La tincién Inmunohistoquimica frente a NP en el control positivo, reveld
inmunoreactividad para los linfocitos en amigdala normal; tanto en el cito-

plasma como en el nucleo.

LINFOCITOS

llustracidn 92.Inmunohistoquimica: control positivo para NP (40X).

En las placas de ateroma, la tincién frente a NP de purinas reveld una in-
munoreactividad positiva selectiva en citoplasma y en el ntcleo de macroéfa-

gos; asi como en el de algunos fibroblastos.
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MACROFAGOS

llustracion 93.Inmunohistoquimica: placa de ateroma con macréfagos teiiidos para NP (20X).

FIBROBLASTOS

llustracion 94. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con fibroblastos tefiidos para NP (40X).



Resultados

La inmunoexpresién resultd negativa en 6 de los casos estudiados. En los 4
casos restantes se pudo observar una reactividad positiva en ambos grupos,
aunque de diferente grado: 2 presentaron reactividad positiva heterogénea
(grupo 1) y 2 difusa (grupo 2); no encontrando estadisticamente diferencias

entre los grupos.

POSITIVA POSITIVA
GRUPO NEGATIVA HETEROGENEA DIFUSA
1 Recuento 3 2 0
% de grupo 60% 40% 0%
2 Recuento 3 0 2
% de grupo 60% 0% 40%

Tabla 36.Tabla de contingencia de inmunoexpresion para NP.
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TAGLN2

La tincion Inmunohistoquimica frente a TAGLN2 en el control positivo, re-
veld inmunoreactividad para los fibroblastos en carcinoma de colon; en la

membrana apical.

EPITELIO

llustracién 95. Inmunohistoquimica: control positivo para TAGLN2 (40X).

En las placas de ateroma estudiadas, la tincién frente a TAGLN2 reveld una
inmunoreactividad selectiva positiva en fibroblastos que diferencian a CML,
en la membrana y en el citoplasma. Igualmente se observaron acumulos de

macréfagos inmunoreactivos frente a esta proteina.



Resultados

FIBROBLASTOS

llustracion 96. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con fibroblastos tefiidos para TAGLN2 (20X).

MACROFAGOS

llustracion 97. Inmunohistoquimica: placa de ateroma con macréfagos tefidos para TAGLN2 (40X).
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El porcentaje de células inmunopositivas resulté mayor en los casos del
grupo 2, aungue no fue estadisticamente significativo, dado que la inmuno-

reactividad resultd negativa en 4 de los casos estudiados.

POSITIVA POSITIVA
GRUPO NEGATIVA HETEROGENEA DIFUSA
1 Recuento 2 3 0
% de grupo 40% 60% 0%
2 Recuento 2 1 2
% de grupo 40% 20% 40%

Tabla 37. Tabla de contingencia de inmunoexpresion para TAGLN2.
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Dificultades en el estudio de la aterosclerosis

A pesar de los avances en el manejo de los factores de riesgo de la ateros-
clerosis, no es posible discriminar aquellos sujetos con una elevada probabi-
lidad de desarrollar episodios cardio o cerebrovasculares [334], convirtiendo
a la aterosclerosis en la principal causa de mortalidad en el mundo occiden-
tal. Para poder realizar tratamientos preventivos de las manifestaciones
clinicas de la aterosclerosis, es fundamental definir biomarcadores con valor
pronéstico y diagndstico, que supongan un valor anadido a los factores de
riesgo ya conocidos.

Las complicaciones clinicas agudas de la aterosclerosis son consecuencia
de la ruptura de la placa aterosclerética que lleva a la exposicidon de compo-
nentes trombogénicos hacia el torrente sanguineo con la consiguiente for-
macion del trombo [335], pudiendo ocluir totalmente el lumen o causar una
embolizacién distal [336]. La definicion de placa de ateroma vulnerable o
propensa a la ruptura continta, hoy en dia, estando descrita por caracteris-
ticas histopatoldgicas (nucleo lipidico amplio, presencia de células inflama-
torias y escasez de células de musculo liso y de tejido fibroso) [83, 120,
193].

Las técnicas de imagen que permiten la visualizacidn de caracteristicas es-
tructurales y morfoldgicas de la placa aterosclerdtica pueden ser Utiles para
identificar, in vivo, las caracteristicas de la placa vulnerable; aunque de for-

ma tedrica, puesto que actualmente se carece de evidencias prospectivas
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respecto al valor de estas caracteristicas de la placa vulnerable como predic-
toras de episodios clinicos. Al mismo tiempo, existe cierta controversia en
cuanto que las placas inflamatorias ricas en lipidos se observan con frecuen-
cia en pacientes asintomaticos [337], las placas que carecen de las tipicas
caracteristicas histopatolégicas son capaces de causar episodios clinicos
[338] y que la ruptura en si, es a menudo asintomatica [339].

Para el estudio predictivo de episodios cerebrovasculares, también es ne-
cesario considerar factores de riesgo sistémicos, conjuntamente con las ca-
racteristicas locales de la placa; hablando, por tanto, del paciente vulnerable
(paciente en el que las ruptura de una placa vulnerable es probable que re-
sulte en un episodio clinico) [340], mas que de la placa vulnerable. De este
modo, las posibles estrategias deberian ir encaminadas a la caracterizacion
de este paciente vulnerable para poder prevenir episodios clinicos, es decir,
buscar biomarcadores definitorios de este estado. Dado que la aterosclero-
sis es una enfermedad inflamatoria sistémica, tanto proteinas inflamatorias
conocidas como proteinas de fase aguda han sido estudiadas para identificar
lesiones aterosclerdticas; siendo la PCR el biomarcador sérico mas estudia-
do. Aunque tiene un valor predictivo independiente de episodios cardiovas-
culares [341], y el tratamiento con estatinas produce un descenso de los
niveles de PCR-us [342], el valor como biomarcador es moderado, siendo
inferior al de los factores de riesgo tradicionales.

Otra aproximacidén en la busqueda de nuevos biomarcadores, es estudiar
moléculas que estdn presentes en placas inestables o que estan envueltas

en los mecanismos de desestabilizacion. De esta forma, la presencia a nivel
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sistémico de niveles elevados de marcadores derivados de la placa, podrian
representar una presencia de placas inestables y por tanto identificarian al

paciente vulnerable [204].

Nueva aproximacion

Existen evidencias de que los procesos que causan la desestabilizacion de
la placa pueden no estar limitados a una sola placa culpable, sino que pue-
den ser generalizados; de forma que, estas placas inestables estén presen-
tes de forma difusa a lo largo del arbol vascular. Entonces, cabe la posibili-
dad de buscar caracteristicas locales de la placa que puedan predecir episo-
dios cerebrovasculares sistémicos, es decir, buscar biomarcadores locales de
progresion sistémica. Tedricamente, los mediadores inflamatorios u otros
marcadores de inestabilidad medidos en un territorio del arbol vascular
podrian proporcionar informacidn del grado de estabilidad de todo el siste-
ma aterosclerdtico arterial; sirviendo, por tanto, el tejido aterosclerético
local obtenido en intervenciones revascularizadoras para encontrar marca-
dores asociados con la vulnerabilidad de la placa generalizada en todo el
arbol vascular [204] .

El tratamiento secundario del ictus isquémico de origen aterotrombético
esta dirigido a la eliminacidn de la estenosis carotidea para la prevencién de
nuevos episodios embdlicos. En este sentido, la ATP/CAS se ha convertido
en los Ultimos afios en una alternativa a la CEA. El empleo de DPD en estas

intervenciones sirve para capturar el material liberado durante la interven-
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cién que podria causar embolizaciones distales. Pero ademas, la posibilidad
de la recuperacion de estos dispositivos una vez finalizada la intervencién,
permite disponer de estos restos capturados que pueden estar reflejando
las diferencias vistas en las placas ateromatosas encontradas en los pacien-
tes.

Esta estrategia, en principio, mas adecuada en la busqueda de biomarca-
dores de paciente vulnerable con el fin de desarrollar estrategias dirigidas a
la reduccién de episodios neurolégicos, se desarrolla en este estudio de pro-
tedmica de expresion; analizando los detritus desprendidos durante la ATP
para un mayor conocimiento de la placa aterosclerdtica (perspectiva local),
pero agrupando a los pacientes en funcién de su estado inflamatorio, valo-
rado a través de niveles séricos de PCR-us (perspectiva sistémica). De esta
forma, siguiendo la definicién de paciente vulnerable, se estudian los 2
componentes principales: placa vulnerable y sangre vulnerable [123, 340].
Asimismo, este estudio aprovecha el avance de la tecnologia que permite el
estudio de gran numero de genes y proteinas simultdneamente; aproxima-
ciones muy utiles para la identificacion de marcadores de aterosclerosis

[343].



Discusion

Estudio del material capturado en los DPD

El estudio del material capturado en los DPD realizado hasta el momento,
ha sido de caracter histopatolégico; caracterizando el tamafio, morfologia y
composicién de los elementos capturados. Asi, se ha podido caracterizar el
tamano de estos restos, entre 1 um y 5000 um; dimensiones considerables
teniendo en cuenta los diametros de la microcirculacion arterial (< 300 um),
de las pequenias arterias (300 -100 um), de las arteriolas (100-12 um) y de
los capilares (< 12 um) [344]. La caracterizacién morfoldgica y de composi-
cion de los restos capturados ha confirmado que son componentes de la
placa de ateroma; observando cristales de colesterol, masas lipidicas, células
espumosas y material trombético [345]. Al mismo tiempo, estos estudios
han mostrado diferencias entre pacientes en el material recogido en los dis-

positivos de proteccidn distal, debidas en parte a la placa carotidea [346].

El andlisis histopatoldgico de las membranas de los DPD en este estudio,
también demostré la presencia de material biolégico capturado, procedente
de la placa de ateroma. Fue posible observar fragmentos de placa de atero-
ma liberados durante el CAS; asi como trombos procedentes de la superficie
luminal de la placa. Estos hallazgos confirman que durante la ATP/CAS se
liberan fragmentos de la placa de ateroma y que los DPD son efectivos en la

captura de este material impidiendo la embolizacién distal.
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El analisis del material capturado en los DPD también ha permitido deter-
minar la validez del mismo para técnicas de 2DE. Ha sido posible extraer
proteinas de estos restos, y se han podido cuantificar. Esta cuantificacidn
proteica permitié observar una mayor concentracién de proteinas en el ma-
terial procedente de placas de ateroma en condiciones de inflamacion
sistémica. Estas diferencias en el material capturado parecen estar relacio-
nadas con la distinta actividad local de las placas de ateroma derivada de la
influencia del ambiente inflamatorio sistémico, que actuaria magnificando
los fendmenos de ruptura y trombosis; de forma similar a las diferencias en
las placas de ateroma encontradas en otros estudios [346].

Igualmente, el estudio de protedmica por 2DE permitié comprobar que es
posible determinar el perfil de expresidén proteica del material recogido en
los DPD; infiriendo de este modo el perfil de expresiéon proteica de las placas
de ateroma de las que proceden. Se caracterizo el patrén de expresion pro-
teica de las placas de ateroma sintomaticas, obteniendo cerca de 400 spots
que representan las proteinas presentes en las muestras. Este patrén exten-
so también esta en concordancia con los mecanismos activos que se estan
produciendo en estas lesiones avanzadas.

El estudio comparativo revelé diferencias en la expresidén proteica compa-
rando placas de ateroma en ambiente inflamatorio sistémico y en ausencia
del mismo; identificando 5 diferencias cualitativas (3 proteinas de expresiéon
exclusiva en lesiones en ambiente inflamatorio ~-ANXA5, NP, HP- y 2 en le-

siones en ambiente sin inflamacién sistémica -GSTK1, PSMB8-) y 2 diferen-
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cias cuantitativas (sobreexpresadas en un ambiente inflamatorio —-TAGLN2,
BPGM-).

En los ultimos afos las técnicas protedmicas han sido aplicadas para el es-
tudio de la aterosclerosis, con el fin de ver marcadores de progresién o
complicacion de las placas de ateroma [347, 348]. Es posible encontrar
aproximaciones a la enfermedad mediante modelos animales [349]; aunque
la falta de modelos animales grandes con enfermedad aterosclerética es-
pontanea, que imiten a la aterosclerosis avanzada en humanos [350] y la
progresion de la enfermedad en décadas, hace que estos estudios no sean
representativos; siendo la aplicacion de los hallazgos en modelos animales a
la practica clinica diaria complicada. Otros aproximaciones estan basadas en
el estudio del material obtenido por endarterectomia para la busqueda de
marcadores locales de placa de ateroma complicada [351] o de progresidn
de la placa de ateroma [328]. Sin embargo, estas aproximaciones no man-
tienen un correlato con la clinica, ni en el material de estudio ni en los resul-
tados; centrandose exclusivamente en el estudio de mecanismos locales.

La busqueda de biomarcadores en la aterosclerosis debe ir dirigida a la
identificacién de los procesos responsables de la complicacion de las lesio-
nes para prevenir episodios clinicos; pero para esto es necesario concebir la
aterosclerosis como lo que es: una enfermedad sistémica. En este sentido,
los estudios realizados hasta el momento sdélo consideraron los cambios
locales en la placa de ateroma. Es necesaria una clasificaciéon de los pacien-
tes en funcién de marcadores sistémicos como puede ser la PCR-us, que

indica el grado de inflamacién (que juega un papel importante en el inicio,
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progresién y complicacién de las lesiones ateroscleréticas); de modo que, se
conjuga el estudio de los cambios a locales que se producen en la placa de
ateroma a través del material capturado en los DPD con las caracteristicas
sistémicas del paciente. Asi, la identificacién de estos biomarcadores locales

podria ayudar a predecir episodios cerebrovasculares sistémicos.

Estudio de las proteinas identificadas

La tincion inmunohistoquimica frente a las proteinas identificadas en este
estudio, ha permitido observar los patrones de expresion de las mismas, es
decir, qué célula y donde se expresan; lo que permite situarlas en un contex-
to fisiopatoldgico.

Cabe resaltar el hecho de que las proteinas identificadas en el analisis de
protedmica de expresién como diferencias cualitativas, es decir, de expre-
sién exclusiva en uno de los grupos, en al andlisis inmunohistoquimico apa-
reciesen como diferencias cuantitativas. La inmunotincidn, que emplea anti-
cuerpos especificos frente a la proteina de interés, es un método mas es-
pecifico y sensible que la protedmica de expresién; de modo que es proba-
ble que aparezcan estas variaciones. Asimismo, el estudio de protedmica de
expresion fue realizado sobre restos de la placa de ateroma y el estudio in-
munohistoquimico sobre placas de ateroma enteras; de forma que, las va-
riaciones encontradas entre ambas técnicas puedan ser debidas al tipo de
muestras empleadas. Los restos capturados en los DPDs durante el CAS per-

tenecen a la parte mas complicada, inestable y, por tanto, activa de la placa
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de ateroma; siendo esta zona ademas la mas expuesta al ambiente sistémi-
co. Por el contrario, en la endarterectomia se obtiene toda la placa de ate-
roma, en la cual se encuentran las diferentes partes de la lesién, contando
también con zonas menos expuestas; lo que puede estar alterando la expre-
sién detectada.

A pesar de todo, este hecho no resta valor al estudio, puesto que el objeti-
vo de las técnicas inmunohistoquimicas era confirmar los hallazgos encon-
trados por técnicas protedmicas y establecer unos patrones de expresion
para un mejor conocimiento de los procesos subyacentes a la inestabilidad

de la placa de ateroma.

ANXAS5

Las anexinas son proteinas conservadas evolutivamente, que se encuen-
tran ampliamente expresadas en diversos tejidos humanos; representando
hasta el 2% del total de proteinas intracelulares en los eucariotas [352]. Son
proteinas de unién al Ca*" y a fosfolipidos que interaccionan con las mem-
branas celulares.

La ANXAS5 es una proteina de 32-35 kDa, fosfolipasa A2, inhibidora de la
protein quinasa C, con actividad de canal de Ca™ y un papel potencial en la
transduccién de sefiales celulares, inflamacion, crecimiento y diferenciacion.
Aunqgue es una proteina predominantemente intracelular, también se han
determinado los niveles circulantes de ANXA5 en plasma, orina y en liquido

cefalorraquideo en individuos sanos.
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La propiedad de la ANXAS5 de unirse a residuos de fosfatidil serina cuando
son expuestos a la superficie celular, hace que esté implicada en los proce-
sos de activacion plaquetaria y apoptosis [353]. Esta exposicion de fosfatidil
serina, in vivo, resulta en un aumento de la via de la coagulacidn sanguinea y
en una eliminacion de células apoptdticas por fagocitosis. Gracias a esta
propiedad, es ampliamente utilizada como herramienta para detectar apop-
tosis in vitro e in vivo, al mismo tiempo que se esta comenzando a emplear
en imagen molecular para monitorizar y localizar apoptosis en pacientes
[354].

Experimentos in vitro e in vivo de fagocitosis muestran un papel de Ila
ANXAS5 como moduladora de fagocitosis, de reacciones inflamatorias y de la
induccién de la inmunidad [355]. La ANXAS se une con gran afinidad a la
fosfatidil serina inhibiendo la fagocitosis de células apoptéticas y necrdticas
por los macréfagos, derivando la eliminacidn de estas células a las células
dendriticas; lo que conlleva a su vez a la presentacién de antigeno que des-
encadena los procesos inflamatorios y la produccion de autoantigenos.

En cuanto a la actividad de ANXAS5 en vias de sefializacion del Ca*”, se rela-
ciona con la polimerizacion de actina via complejo Arp2/3 (actin related pro-
tein complex 2/3). La polimerizacion de la actina puede mejorar la recoloca-
cion dinamica de proteinas de anclaje relacionadas con el citoesqueleto; de
forma que las variaciones en los flujos de Ca** se relacionan con una mayor
expresion y relocalizacidon de grupos de proteinas relacionadas con la reor-
ganizacion del citoesqueleto y la funcién inmune. Asi, en relacién con estas

proteinas del citoesqueleto puede actuar en episodios celulares como cre-
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cimiento celular, movimiento, apoptosis y regulacion del sistema inmune

(en relacién con el trafico de vesiculas) [356].

En cuanto a la aterosclerosis se observa que la tinciéon para ANXAS es inten-
sa en tejidos patoldgicos con gran infiltracion de células fagociticas como es
el caso de las lesiones ateroscleréticas; tifiendo principalmente macréfagos
y células espumosas (por su unidn a las LDLo) [352]. Asimismo, la unién de
ANXAS esta relacionada positivamente con la aterosclerosis, medida por el
grosor intima media, y la presencia de placa; de forma que la contribucién
de la ANXAS a la aterosclerosis se produce en estadios avanzados en los que
apoptosis, fisuras y microtrombos, asi como la activacion de células endote-
liales son comunes en la placa; llevando a la unién de la ANXAS a las superfi-
cies expuestas [353]. La apoptosis puede prevenir la aterosclerosis redu-
ciendo el contenido celular y el engrosamiento neointinmal de la placa; sin
embargo, y al mismo tiempo, el aumento de la apoptosis puede volver las
placas mas vulnerables; especialmente en el borde donde el area fibrosa es
mas fina. La aterosclerosis puede considerarse como una respuesta a un
dafo, de forma que la ANXAS puede contribuir tanto a la proteccion frente a
la aterotrombosis (por su funcién anticoagulante cubriendo las superficies
que expresan fosfatidil serina reduciendo su disponibilidad para reacciones
procoagulantes) como a aumentar la aterosclerosis determinada por el es-
pesor de la intima media en etapas tardias. Asi, la tincidon de los microvasos

en las placas parece estar indicando la predisposicion a microtrombosis y la
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desestabilizacidn en el borde. En relacién a estos procesos de inestabilidad,

también aparece asociada esta proteina con la proliferacion de CML [356].

En estudios a niveles sistémico se ha comprobado que las concentraciones
plasmaticas de ANXA5 estdn aumentadas en pacientes en fase aguda de
dafo visceral, tal y como ocurre en el IAM [357]. De la misma manera se ha
visto que las concentraciones plasmaticas de ANXAS se correlacionan nega-
tivamente con el grado de estenosis coronaria; creyéndose que es debido a
qgue la ANXAGS circulante se elimina por su unién a componentes especificos
de la placa de ateroma, como LDLox o células dafiadas, relacionandose de
esta forma con la presencia y extensién de la lesién [358].

Al mismo tiempo, se ha encontrado un polimorfismo en el gen codificante
de la ANXAS5 que confiere proteccion en pacientes jovenes de 1AM, posible-
mente por la mejoria en la traduccidn proteica que aumenta los niveles de

ANXAS [358].

En este estudio, la ANXAS fue identificada en el estudio de protedmica
como una diferencia cualitativa de expresidn exclusiva en placas de ateroma
en un ambiente inflamatorio sistémico. La confirmacién inmunohistoquimi-
ca en placas de ateroma reveld la expresidon de esta proteina en ambos gru-
pos; observando una mayor intensidad en aquellas lesiones en un ambiente
sistémico desfavorable. Estos resultados concuerdan con el papel de la
ANXAS en la aterosclerosis. De esta forma, la ANXAS5 estaria indicando una

mayor actividad celular en las placas de ateroma en un ambiente inflamato-
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rio, traduciéndose en un mayor grado de apoptosis, mayor respuesta infla-
matoria local y proliferaciones celulares como la de SMC. De este modo se
demuestra la presencia de placas de ateroma muy activas, con fendémenos
de remodelacidn que no hacen mas que favorecer la ruptura de la placa de

ateroma, exponiendo el material protrombético a la circulacién.

NP

La NP es una proteina enzimatica de 84-94 kDa. Su funcidn es catalizar la
conversiodn reversible de un ribésido de purina a su base correspondiente: la
inosina se convierte en hipoxantina y la guanosina en guanina. Estas 2 reac-
ciones ocurren en el metabolismo humano y se conoce como: “via de sal-
vamento de las purinas”; que convierte las purinas y sus ribo y deoxiribonu-
cledsidos en los correspondientes mononucleétidos. Estd presente en el
citoplasma y en las mitocondrias, y se expresa ampliamente en los tejidos
humanos; aunque con mayor actividad en células de sangre periférica como
eritrocitos, granulocitos y en el tejido linfoide [359] .

La deficiencia de la NP causa una inmunodeficiencia dependiente de linfo-
citos T [360]. Ademas, el analisis de los niveles de este enzima en sangre es
un ensayo realizado comunmente; de forma que se han descrito niveles ele-
vados de NP en células tumorales en cancer bucal, en relacién a la agresivi-
dad biolégica en carcinoma de colon, y en otros tumores. Sin embargo, exis-
ten pocos trabajos en cuanto a los niveles plasmaticos de NP encontrados
en cancer o en otras enfermedades. Por ello, el aumento de NP encontrado

en plasma es incierto, si bien se cree que puede proceder de linfocitos y
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macrdéfagos, dado que estas actividades se encuentran aumentadas durante
la respuesta inmune celular normal, lo que podria reflejar un incremento
similar de esta actividad en los linfocitos en el cancer. Los macréfagos son
ricos en NP, de forma que, también se asume que liberan la NP al torrente
sanguineo [359]. Todo esto hace que la NP sea una diana farmacolégica en
el tratamiento de células T cancerosas y en trastornos autoinmunes de célu-

las T [361].

En relacidn con la aterosclerosis la NP se ha encontrado que tifie princi-
palmente CML modificadas, y en mayor medida, macréfagos. Estas células
positivas para NP se transforman en células espumosas y colaboran en el
engrosamiento intimal. Ademads, aparecen diferencias en las CML con esta
tincion; observando que aquellas CML modificadas de la intima, poseen un
fenotipo sintético debido a la actividad de este enzima [362].

También se ha encontrado que la NP es un buen marcador de dafio oxida-
tivo [363], pudiendo predecir dafio organico en niveles elevados. Este estrés
oxidativo, producido por ROS causa dafio celular importante, principalmente
a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Las ROS se forman a través del meta-
bolismo celular normal en la mayoria de tipos celulares, si bien su produc-
cion se ve acusada en determinadas condiciones, influyendo en diferentes
mecanismos como disfuncién celular y/o muerte, implicadas en numerosos
procesos como la aterosclerosis.

El estrés oxidativo produce modificaciones quimicas en el ADN cuando los

nucleétidos quedan expuestos al mismo. Asi, se ha demostrado que la oxo-
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7,8-dihidroguanina(8-oxo-Gua) (nucleobase oxidada que causa mutaciones
con mas frecuencia al incorporarse al ADN) se puede incorporar a los acidos
nucleicos a través de la vias de salvamento de las purinas y por tanto a
través de la NP [364].

El papel de la NP en la formacion neointimal, por la proliferacion y migra-
cion de CML, parece estar relacionado con las ROS, en base a la activacion

de vias especificas sensibles al estado redox [365].

En este estudio, la NP se identifica en el estudio proteémico como una di-
ferencia cualitativa que se expresa exclusivamente en los restos de placa de
ateroma en un ambiente inflamatorio. El analisis inmunohistoquimico de
esta proteina revelé una tincién principalmente de los macréfagos presen-
tes en la placa de ateroma, y de algunos fibroblastos; en consonancia con la
funcién y localizacién de la proteina ya descritas. En ambos grupos estudia-
dos se encontré reactividad frente a esta proteina, pero mayormente en un
ambiente inflamatorio sistémico. En base a los resultados obtenidos para
esta proteina, es posible determinar cémo afecta el ambiente sistémico in-
flamatorio a los mecanismos locales de la placa de ateroma. De esta forma,
se confirma que ante tales condiciones inflamatorias se produce una reac-
cion inflamatoria local mds acusada en la placa de ateroma, resultando en
una mayor generacion de ROS, que contribuyen a la migracion y prolifera-
cion de CML; mecanismos todos, que estan colaborando activamente en el

proceso de desestabilizacion y ruptura de la placa de ateroma.
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TAGLN2

La TAGLN2 es una proteina de 22 kDa homoéloga de la transgelina, uno de
los marcadores mas tempranos de diferenciacion de musculo liso. Es una
proteina de la familia de las calponinas (proteinas de unién al Ca*"), implica-
da en diferenciacion celular.

En cancer, dado el papel que juega en la diferenciacién celular, se sugiere
gue su sobreexpresidon esta relacionada con la progresidon tumoral, puesto
que las lineas celulares inflamatorias mds proliferativas son aquellas que

mas expresan TAGLN2 [366].

La proliferacion de las CML vasculares es un factor que contribuye en los
trastornos vasculares proliferativos como la aterosclerosis. Estas células son
el principal componente de la pared de los vasos sanguineos y exhiben prin-
cipalmente 2 fenotipos: diferenciado o contractil y no diferenciado o sintéti-
co. Mientras que el diferenciado es quiescente, el sintético muestra propie-
dades proliferativas. Normalmente las CML vasculares existen en estado
diferenciado, contractil para regular el tono vascular; pero pueden volverse
proliferativas en respuesta dafio en la pared del vaso; cambio fenotipico que
aparece relacionado con la expresién de TAGLN2 [367].

Esta proteina fue identificada también en estudios de busqueda de marca-
dores de aterosclerosis en placas de ateroma humanas [368] y en lineas ce-

lulares de monocitos [369].
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La TAGLN2 fue identificada en el estudio proteédmico como una diferencia
cuantitativa, presentando mayor expresién en aquellas placas complicadas
en un ambiente sistémico inflamatorio. El analisis inmunohistoquimico con-
firmd este resultado, observando una mayor inmunoreactividad en aquellas
lesiones en ambiente inflamatorio. Dadas las funciones y procesos en los
que esta implicada esta proteina, se demuestra de nuevo que el ambiente
sistémico es uno de los determinantes que van a participar en el proceso de
ruptura de la placa de ateroma, actuando sobre las propias caracteristicas
de la placa. De esta forma, una mayor expresion de TAGLN2 revela una ma-
yor actividad celular en las placas de ateroma, principalmente de CML que
presentan un estado proliferativo y sintético. Estos procesos activos, junto
con la remodelacién llevada a cabo por las CML vasculares, hace que la placa
sea mas vulnerable a la ruptura. Al mismo tiempo, esta mayor actividad
también se refleja en las células inflamatorias, principalmente en macréfa-

gos; contribuyendo a la desestabilizacién.

GSTK1

Las GST son una familia de enzimas intracelulares que catalizan la conjuga-
cion del glutation con muchos compuestos exdgenos y enddgenos, inclu-
yendo quimicos carcinogénicos, farmacos y productos de estrés oxidativo.
Ademas de su papel principal, catalizando la conjugacién de substratos elec-
trofilicos al glutation, estos enzimas tienen actividades peroxidasa glutation
dependiente e isomerasa. También tienen un papel no catalitico via interac-

cidon con quinasas y sus propiedades de unidon a un amplio espectro de li-
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gandos endégenos y exdgenos. Existen 8 familias en base a la homologia en
la secuencia proteica: Alpha, Mu, Pi, Theta, Kappa, Sigma, Zeta y Omega. Las
GST solubles han sido descritas principalmente en el citoplasma, pero tam-
bién estan presentes en el nucleo y en la mitocondria donde juegan un pa-
pel importante para la integridad de estos organulos. En el ndcleo juegan un
papel importante en la proteccion del dafio al ADN y en la mitocondria un
papel importante en la defensa frente a sustancias quimicas y de estrés oxi-
dativo.

La clase kappa es la menos estudiada. Se observa en fracciones mitocon-
driales y de peroxisomas; pero no se encuentra en el citoplasma. Juega un
papel importante en la detoxificacién de lipidos peroxidados generados en

los peroxisomas; ademas de participar en la detoxificacion de ROS [370].

La aterosclerosis representa un estado de estrés oxidativo sostenido. Las
ROS son mediadores clave de rutas de sefalizaciéon que subyacen a la infla-
macion vascular en la aterogénesis; empezando desde el inicio con el desa-
rrollo de la estria grasa y el progreso de la lesién, hasta la ruptura de la pla-
ca. Las modificaciones oxidativas de la pared arterial pueden contribuir a la
progresion de estas lesiones cuando el balance entre oxidantes y antioxi-
dantes favorece a los formadores [371]. Estos oxidantes pueden afectar a
numerosas rutas redox-sensibles en las células vasculares, resultando en
una alteracion de la composicién celular del tejido, induciendo la migracion
y proliferacién de CML; asi como la expresidn de moléculas de adhesién y de

factores quimiotacticos por el endotelio que proporcionan un ambiente
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propicio para la infiltracién local de células inmunes circulantes, resultando
en inflamaciodn crénica [372]. Por tanto, las GST son un mecanismo de de-
fensa que protege la pared vascular del estrés oxidativo y del dafio aterogé-
nico [373].

De la misma manera, existen evidencias de que alteraciones en estos en-
zimas pueden estar relacionados con dafos oxidativos mayores en el ADN;

relacionados con el desarrollo y complicacién de la aterosclerosis [374].

La GSTK1 fue identificada por protedémica como una diferencia cualitativa
de expresidn exclusiva en el material de placas de ateroma en un ambiente
no inflamatorio. En este contexto, la presencia de esta proteina estd indi-
cando una mayor proteccién frente al estrés oxidativo en las placas de ate-
roma en un ambiente no inflamatorio. Por el contrario, aquellas lesiones en
un ambiente inflamatorio tendran afectados sus sistemas detoxificantes, de
forma que los efectos adversos por las ROS estaran magnificados.

El estudio inmunohistoquimico de este enzima, revela un patrén de expre-
sion acorde a las lesiones; es decir, una actividad de este enzima ante los
mecanismos oxidativos que se estdn produciendo en la placa, con grandes
acumulos de células inflamatorias y de cristales de colesterol. Si bien no es
concluyente en cuanto a la diferencia en expresion entre placas de ateroma
desarrolladas en un ambiente inflamatorio frente a aquellas que se desarro-
llaron en ausencia de ambiente inflamatorio, dado el niumero elevado de
casos negativos. La ausencia, o casi, de un ambiente inflamatorio sistémico

parece que incide de forma positiva sobre los mecanismos locales de defen-
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sa de la placa de ateroma, permitiendo el correcto funcionamiento de la
magquinaria celular dedicada a la regulacion de los danos por estrés oxidati-
vo. Sin embargo, el ambiente inflamatorio sistémico parece estar contribu-
yendo a una mayor producciéon de ROS en cuanto a una mayor proliferacion
de células inflamatorias (principalmente macréfagos) y de CML. Una desre-
gulacién en la produccién o el funcionamiento de este enzima hara que la
magquinaria celular de estas lesiones se vera afectada en mayor grado por las
ROS, afectando a procesos basicos del ciclo celular, aumentando la apopto-
sis y la proliferacidn celular; mecanismos que inciden de forma negativa en

la estabilidad de la placa de ateroma.

Otras proteinas

BPGM

La BPGM es una proteina de aproximadamente 30 kDa. Es un enzima mul-
tifuncional que cataliza la sintesis de 2,3 bifosfoglicerato a través de su acti-
vidad sintetasa y su degradacién por su actividad fosfatasa.

En el hombre este enzima aparece en eritrocitos y juega un papel funda-
mental en la disociacién del oxigeno de la hemoglobina via 2,3 bifosfoglice-
rato, y estad asociada directamente con la afinidad de la hemoglobina (Hb)
por las moléculas de O,. Alteraciones en la conformacion de este enzima
reducen la habilidad de los eritrocitos para liberar el O,, llevando a la

hipoxia del tejido [375].
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En la patogénesis de la aterosclerosis los leucocitos y las plaquetas juegan
un papel importante. Sin embargo, el papel de los eritrocitos no fue tenido
en cuenta hasta estos los Ultimos afios en los que se encuentra relacién en-
tre el contenido en colesterol de la membrana de los eritrocitos y niveles de
colesterol en plasma de pacientes; y que la fagocitosis de los eritrocitos con-
tribuye a la formacién de células espumosas. De esta forma, surge la idea de
que los eritrocitos constituyen un nuevo factor que contribuye al crecimien-
to y desestabilizacion de la placa. Asi, se observa que la inyeccién intraplaca
de eritrocitos (simulando hemorragias) inestabiliza las placas aumentando el
contenido lipidico, el nivel de superdxidos, la infiltracion de macréfagos y la
produccion de moléculas proinflamatorias; ademas de una disminucién en
el grosor del area fibrosa, aumentado consecuentemente la incidencia de
ruptura de la placa de ateroma [376]. El aumento de eritrocitos podria ac-
tuar como una fuente de estrés oxidativo e inflamacién por Ila liberacién de
lipidos oxidados, atrayendo mdas macrdéfagos a las placas, que a su vez resul-
taria en un aumento de MMP secretada que llevaria a la degradacién de la

matriz y a la atenuacion del area fibrosa.

La BPGM se identifica por protedmica como una diferencia cuantitativa,
mostrando una sobreexpresidon en placas en un ambiente inflamatorio. La
presencia de este enzima refleja una mayor presencia eritrocitaria en estas
lesiones; lo que a su vez conlleva a una elevacién de la actividad inflamatoria

que se estd produciendo en la placa de ateroma, y por consiguiente un au-
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mento de los niveles de estrés oxidativo; ambos implicados en la ruptura de

la placa de ateroma.

PSMB8

La PSMB8 es una proteina de aproximadamente 30 kDa. Pertenece al pro-
teosoma, complejo multicatalitico con actividad proteasa dependiente de
ubiquitina. La ubiquitinacidn de las proteinas es un mecanismo que las mar-
ca para su degradacidn por el proteosoma, envuelto en el recambio de pro-
teina reguladoras y en la degradacion selectiva de proteinas desnaturaliza-
das o mal plegadas; siendo por tanto un sistema de defensa celular. Tiene
un papel importante en la regulacidn de numerosos procesos celulares
(transduccion de senales, progresiéon del ciclo celular, transcripcion, apopto-
sis, endocitosis, presentacidén de antigeno en la inmunidad celular) y detoxi-

ficacion de proteinas alteradas [377].

En relacidon con la aterosclerosis, se sabe que las LDLo pueden inducir
cambios estructurales en las proteinas celulares, pudiendo afectar la viabili-
dad celular. El proteosoma actia como mecanismo de defensa degradando
estas proteinas alteradas estructural y funcionalmente. Sin embargo, en
altas concentraciones de estas proteinas, tras una activacién transitoria, la
actividad del complejo es inhibida llevando a la acumulacidon de proteinas

celulares alteradas y en ultimo caso a la muerte celular [378].
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La PSMBS fue identificada en este estudio como una diferencia cualitativa
por técnicas protedmicas, expresandose de forma exclusiva en placas de
ateroma en un ambiente no inflamatorio. La presencia de esta proteina in-
dica que la ausencia de inflamacién permite el correcto funcionamiento, y
potencia, los mecanismos celulares de defensa frente a las agresiones que
se producen en la progresidon y ruptura de la placa de ateroma. Estos meca-
nismos combaten principalmente los dafios por el estrés oxidativo como
consecuencia de la inflamacién local derivada de la ruptura de la placa de
ateroma, degradando las proteinas alteradas, y por tanto, permitiendo la
supervivencia celular aumentando la estabilidad de la placa. Por el contra-
rio, el ambiente inflamatorio sistémico que aumenta el dafio celular, provo-
ca la anulacién de los mecanismos celulares de defensa, magnificando el

dafo celular por estrés oxidativo.

HP

La HP es una proteina de unos 45 kDa. La HP reduce la pérdida de Hb y hie-
rro a través de la formacién de un complejo Hb-HP que no es filtrado en los
glomérulos; siendo transportado al higado, por lo que es una proteina de
fase aguda. La funcidn in vivo de la HP es la de capturar y eliminar la Hb ex-
tracelular de la circulacién sanguinea, previniendo su toxicidad en los com-

ponentes vasculares, sirviendo como un antioxidante vascular.

En relacién con la aterosclerosis, la HP inhibe totalmente la actividad oxi-

dante de la Hb hacia las LDL; funcionado como un agente antiaterosclerotico
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[379].Ademas, la HP juega un papel en la ruptura de la placa de ateroma por
la liberacion de Hb de los eritrocitos; lo que representa un estimulo para la
inflamacion en la placa, mas aun teniendo en cuenta que la frecuencia de las
hemorragias microvasculares es de hasta en un 40% en placas avanzadas. La
HP une esta Hb extracorpuscular atenuando el efecto oxidativo e inflamato-
rio. Este es el Unico mecanismo para eliminar la Hb libre en la placa.

En el hombre existen 2 variantes del gen de la HP, que difieren en la efi-
ciencia de unidn de Hb; asocidndose con diferencias en las propiedades an-
tioxidantes e inmunomodulatorias. Estas diferencias llevan a la acumulacién
de hierro y, por consiguiente, a un aumento de la oxidacién de lipidos y de
otros componentes celulares de la placa; de forma que el estrés oxidativo

aparece de nuevo en el desarrollo de inestabilidad de la placa [380].

En este trabajo la HP fue identificada por protedmica como una diferencia
cualitativa de expresién exclusiva en placas de ateroma en un ambiente in-
flamatorio sistémico. La presencia de esta proteina refleja el grado de infla-
macion local en la placa de ateroma, asi como el proceso de trombosis deri-
vado de la ruptura de la placa; de forma que el estrés oxidativo se vera au-
mentado en base a estos fendmenos, y debido a la liberacién de la Hb, con-

tribuyendo ambos procesos al dafo oxidativo.
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Vision conjunta

El proceso aterosclerético tiene un caracter de respuesta linfoproliferativa
en la que, los monocitos circulantes, los macréfagos subendoteliales y los
linfocitos T, asi como los mastocitos [381], juegan un papel clave tanto en la
génesis como en la progresion y desestabilizacion de las lesiones ateroma-
tosas. La activacidn de los macrofagos vy linfocitos T estimula la liberacidn de
MMP y otros enzimas proteoliticos que degradan la matriz extracelular,
favorecen la proliferacion de CML y lesionan los vasa vasorum provocando
hemorragias intraplaca. Estos hechos sugieren un papel activo de la inmu-
nidad celular en la lesion aterosclerdtica.

En este contexto, la PCR-us, marcador de inflamacion sistémica empleado
en este estudio para la estratificacidon de los pacientes con placas de atero-
ma, se ha propuesto como un factor de riesgo independiente de ateroscle-
rosis incluyendo el ictus, y se correlaciona positivamente con el grado de
progresion de la aterosclerosis [166,329]. Pero estudios recientes parecen
demostrar un papel directo en el proceso aterosclerdtico [382]. De esta
forma, se ha demostrado que los niveles de PCR-us inducen la respuesta
inflamatoria. En células endoteliales humanas, la PCR inhibe la proliferacién
celular y aumenta la apoptosis de las mismas. En células mononucleares
induce la produccién de TNF-qa, IL-1B y MMP-9; de una manera concentra-
cion-dependiente. Por consiguiente, la PCR tiene un papel activo induciendo
la apoptosis y la produccion de mediadores inflamatorios; procesos criticos

para la desestabilizacidn de la placa de ateroma. Al mismo tiempo, las cito-
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quinas proinflamatorias producidas por los macréfagos y las CML activadas,
juegan un papel importante en la inflamacién mantenida y en la formacién
de estas placas ateromatosas en la pared arterial; estimulando la produc-

cion de PCR y MMP por CML [383].

Los resultados encontrados en este estudio permiten indagar en los meca-
nismos moleculares subyacentes a la placa de ateroma en diferentes condi-
ciones de inflamacidn sistémica.

En base a estos y a las proteinas identificadas, se puede determinar que el
ambiente inflamatorio sistémico contribuye a la inestabilidad de la placa de
ateroma y altera los procesos locales que en ella se desarrollan. Asi, se en-
cuentra un grado de inflamacién local mas marcada en condiciones inflama-
torias sistémicas desfavorables, reflejado en una mayor expresion de
ANXAS5, de NP, de HP y en menor medida de TAGLN2, que indican una ma-
yor presencia de células inflamatorias y macréfagos, asi como de prolifera-
cion de CML. Esta respuesta inflamatoria va a resultar en unas condiciones
de estrés oxidativo mas marcadas derivadas de la mayor actividad celular;
representadas por un aumento en la expresion de la NP, de la HP y de la
BPGM. La liberacién de las ROS va a provocar una mayor apoptosis celular
reflejado principalmente por la ANXAS. Esta apoptosis junto con los proce-
sos de proliferacion y migracidn celular, va a ser critica para la ruptura de la
placa de ateroma [384]; poniéndose de manifiesto el papel importante que

juega el estrés oxidativo en la aterosclerosis [349, 371].



Discusion

Por el contrario, en condiciones de ausencia de inflamacién sistémica se
observa una mayor activacion de los mecanismos de defensa, principalmen-
te contra el estrés oxidativo, por parte de las placas de ateroma complica-

das; reflejdndose en una mayor expresion de la GSTK1 y de las PSMBS.
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Resumen

La historia natural de la progresién y complicacion de la placa aterosclero-
tica no esta del todo clara debido a los inconvenientes de la naturaleza des-
criptiva de la investigacién patoldgica y la falta de modelos animales con
enfermedad aterosclerdtica espontanea que reflejen la patologia humana
[350]. Este estudio esta encaminado a la identificacion de biomarcadores de
placas con riesgo de ruptura y, por consiguiente, de aquellos pacientes con
riesgo de sufrir un episodio clinico.

Puesto que la aterosclerosis es una enfermedad multifactorial asumir que
un Unico biomarcador sistémico pueda ser suficiente para identificar estas
placas vulnerables probablemente sea un planteamiento simplista; por lo
gue seria mas adecuado combinar estos biomarcadores identificados en un
test multimarcador para identificar estos pacientes con alto riesgo de sufrir
un episodio cerebrovascular en una muestra de sangre periférica.

La identificacidn de estos biomarcadores de progresion de la enfermedad
aterosclerética puede facilitar el desarrollo y validacién de terapias farma-
coldgicas estabilizadoras de las placas de ateroma; dado que la modulacion
de estos mecanismos biolégicos puede llegar a prevenir o retrasar la progre-

sion de la aterosclerosis [385].

En conclusién, la identificacion de estas proteinas (ANXAS5, HP, NP,
TAGLN2, BPGM, GSTK1, PSMB8) confirma la influencia del ambiente infla-

matorio sistémico en la inestabilidad de la placa de ateroma, afectando pro-
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cesos locales. Ademads, serdn necesarios nuevos estudios para demostrar si
la presencia de dichas proteinas en suero puede ser utilizada como biomar-
cador que prediga la inestabilidad de las placas en la prevencidn de episo-
dios clinicos y, al mismo tiempo, estas proteinas podrian servir como dianas

para imagen molecular.
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Conclusiones

El andlisis protedmico del material capturado en los DPD es una

aproximacion valida para el estudio de la aterosclerosis.

El ambiente inflamatorio sistémico juega un papel activo muy impor-
tante en la progresion e inestabilizacién de la placa de ateroma, in-

duciendo una expresidn proteica diferencial.

El estrés oxidativo, derivado de los procesos locales de la placa de
ateroma carotidea, parece ser uno de los principales mecanismos

implicados en la desestabilizacion y ruptura de dicha placa.

Las proteinas identificadas por protedmica de expresion (ANXAS5, NP,

HP, GSTK1, PSMBS8, TAGLN2, BPGM) son potenciales biomarcadores

de inestabilidad de la placa de ateroma.
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Resultados de espectrometria de masas

GSTK1
{MATRIX
SCIENCEJ Mascot Search Results
User :
Email :
Search title : SampleSetID: 7402, AnalysisID: 9928,
Path=\070601\MSMS\D Brea Ivan SP
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 8 Jun 2007 at 21:34:08 GMT
Significant hits: Q9Y2Q3|GSTK1l HUMAN Glutathione S-

transferase kappa 1 (EC 2.5.1.18) (GST 13-13) (Glutathione S-
transferase subunit 13)

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 38 indicate identity or extensive homology (p<0.05).

; 10 %%%%
% §§§§§
25
§\‘\\
° 1 % Sgrobabil;ﬂz Bazed ;ELSE SCDPSO
Index

1.09Y203|GSTK1 HUMANMass: 25463 Total score:56 Peptides matched: 2
Glutathione S-transferase kappa 1 (EC 2.5.1.18) (GST 13-13) (Glu-
tathione S-transferase subunit 13)
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4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 2274.2, 14833]
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llustracién 98. Espectro de MS para GSTK1.
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PSMBS8
{ MATRIX
SCIENCEY Mascot Search Results
User :
Email :
Search title : SampleSetID: 7441, AnalysisID: 9932, MaldiWellID:
278561, SpectrumID: 727167, Path=\070601\combined\Dbrea Ivan
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 8 Jun 2007 at 22:55:44 GMT
Top Score : 91 for P28062|PSB8_HUMAN, Proteasome subunit beta

type 8 precursor (EC 3.4.25.1) (Proteasome component Cl13) (Macropain
subuni

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).

42 N
M\
N
%15
3 %%
=
N,
I:’"IIIIIIIIIIFII
25 G 75 100
Probability Bazed Mowse Score
Index
Accession Mass Score Description
1. P28062|PSB8 HUMAN 30677 91 Proteasome subunit beta type

8 precursor (EC 3.4.25.1) (Proteasome component C13) (Macropain sub-
uni
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4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 2164.1, 14398]

g
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llustracion 99. Espectro de MS para PSMBS.
4700 MSIMS Precursor 1591.79 Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0 S[BP = 110.1, 427]
100 110.1148
4266
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llustracién 100. Espectro de MS/MS para un péptido de PSMBS.
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4700 MS/MS Precursor 1463.69 Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 110.1, 524]
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llustracién 101. Espectro de MS/MS para un péptido de PSMBS.

4700 MS/MS Precursor 1299.68 Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 1104.2, 2

11042020
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4132737
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llustracién 102. Espectro de MS/MS para un péptido de PSMBS.
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ANXAS5

MATRIX

SCIENCEY Mascot Search Results
User :
Email :
Search title : SampleSetID: 7281, AnalysisID: 9667, MaldiWellID:
275777, SpectrumID: 722078, Path=\070424\MS\ivan barba vero extracSP
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 9 May 2007 at 22:36:52 GMT
Top Score : 98 for P08758|ANXA5 HUMAN, Annexin A5 (Annexin V)

(Lipocortin V) (Endonexin II) (Calphobindin I) (CBP-I) (Placental
anticoagul

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).

Number of Hits

T 1T T T 1T T T 1T T - T 1
g0 Q0 16
Probability Bazed Mowse Score

Index
Accession Mass Score Description
1. P08758|ANXA5 HUMAN 35840 98 Annexin A5 (Annexin V) (Li-

pocortin V) (Endonexin II) (Calphobindin I) (CBP-I) (Placental anti-
coagul


http://gps/mascot/cgi/master_results.pl?REPTYPE=Protein&file=../data/20070509/F049893.dat#Hit1

% Intensity

Anexos

4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 2164.1, 7118]
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llustracién 103. Espectro de MS para ANXAS.
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HP
MATRIX
SCIENCE. Mascot Search Results
User lola
Email : calprote@pas.ucm.es
Search title : G5_MSMsS 1857.9303_7.t2d - SpecView
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 11 May 2007 at 23:41:54 GMT
Top Score 90 for P00738|HPT HUMAN, Haptoglobin precursor

[Contains: Haptoglobln alpha chain; Haptoglobin beta chain] - Homo
sapiens (H

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).

Number of Hits

s
5
8
&
8
8
8
y
\

T
0 an a0
Probability Bazed Mowse Score

Index

1.P00738 |HPT HUMANMass: 45861 Total score: 90Peptides matched: 9
Haptoglobin precursor [Contains: Haptoglobin alpha chain; Hap-
toglobin beta chain] - Homo sapiens (H



http://gps/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20070511/F049979.dat&hit=1

% Intensity

o Intansity
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4700 Reflector Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 2164.1, 8618]
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llustracién 104. Espectro de MS para HP.
4700 MS/MS Precursor 1857.93 Spec #1 MC=>AdvBC(32,0.5,0.1)=>NF0.9[BP = 84.1, 258]
aatson
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241500
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llustracién 105. Espectro de MS/MS para un péptido de HP.
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TAGLN2

MATRIX

SCIENCEY Mascot Search Results
User :
Email :
Search title : SampleSetID: 7281, AnalysisID: 9667, MaldiWellID:
275781, SpectrumID: 722080, Path=\070424\MS\ivan barba vero extracSP
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 9 May 2007 at 22:37:37 GMT
Top Score : 195 for Mixture 1, P37802|TAGL2_HUMAN +

P00738 | HPT_HUMAN

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).
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Accession Mass Score Description
1. Mixture 1 195 P37802 | TAGL2 HUMAN + P00738|HPT HUMAN
2. P37802|TAGL2 HUMAN 22417 117 Transgelin-2 (SM22-alpha
homolog) - Homo sapiens (Human)
4. PO0738|HPT HUMAN 45861 78 Haptoglobin precursor [Con-
tains: Haptoglobin alpha chain; Haptoglobin beta chain] - Homo sa-

piens (H
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BPGM

MATRIX

SCIENCE. Mascot Search Results
User
Email :
Search title : SampleSetID: 7281, AnalysisID: 9667, MaldiWellID:
275785, SpectrumID 722083, Path=\070424\MS\ivan barba vero extracSP
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 9 May 2007 at 22:38:54 GMT
Top Score 125 for P07738|PMGE_HUMAN, Bisphosphoglycerate mu-

tase (EC 5.4.2. 4) (2,3-bisphosphoglycerate mutase, erythrocyte) (2,3-
bisphosp

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).
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1. P07738| PMGE HUMAN 30027 125 Bisphosphoglycerate mutase

(EC 5.4.2.4) (2,3-bisphosphoglycerate mutase, erythrocyte) (2,3-
bisphosp
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NP

MATRIX

SCIENCEJ Mascot Search Results
User :
Email :
Search title : SampleSetID: 7281, AnalysisID: 9667, MaldiWellID:
275787, SpectrumID 722085, Path—\070424\MS\1van barba vero extracSP
Database : SwissProt sprot (250296 sequences; 91444238 resi-
dues)
Timestamp : 9 May 2007 at 22:39:50 GMT
Top Score 141 for P00491|PNPH_HUMAN, Purine nucleoside phos-

phorylase (EC 2. 4 2.1) (Inosine phosphorylase) (PNP) - Homo sapiens
(Human)

Probability Based Mowse Score
Score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.05).
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1. P00491 | PNPH HUMAN 32325 141 Purine nucleoside phosphory-

lase (EC 2.4.2.1) (Inosine phosphorylase) (PNP) - Homo sapiens (Hu-

man)
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