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Resumen

Introduccién

Los pacientes con aterosclerosis intracraneal tienen un riesgo elevado de
recurrencia clinica tras sufrir el primer ictus. Es necesario disponer de mejores
marcadores para identificar a los pacientes de mayor riesgo, y asi avanzar hacia
una mejor prevencion. El realce post-contraste de la placa aterosclerdtica
intracraneal en resonancia magnética (RM) de alta resolucién es uno de los
marcadores de imagen mas prometedores, aunque se desconoce si tiene
capacidad de predecir el riesgo de nuevos ictus a largo plazo. Por otra parte, es
necesario aclarar si el realce post-contraste de las placas intracraneales esta

relacionado con su actividad inflamatoria.

Objetivos

(1) Determinar si el realce post-contraste en la placa intracraneal es predictor a
largo plazo de nuevos eventos cerebrales en sujetos sintomaticos y
asintomaticos con aterosclerosis intracraneal, y (2) analizar si el realce post-
contraste de la pared y de la placa intracraneal esta relacionado con la
distribucion de las poblaciones monocitarias, centrandonos en aquellas que
expresan el receptor CCRS positivo, necesario para penetrar en las lesiones

ateromatosas.

Metodologia

Se realizaron dos estudios prospectivos basados en RM 3T de pared arterial con
sujetos sintomaticos y asintomaticos con aterosclerosis intracraneal . El primero
fue multicéntrico y evaluo si las caracteristicas de la placa, entre ellas la ratio de
realce post-contraste, estaban asociadas a futuros ictus a largo plazo, mediante
analisis de supervivencia de regresion multiple de Cox y curvas de Kaplan Meier.
En el segundo, la RM de pared se combiné con extraccion de muestras
sanguineas en el momento de inclusién en sujetos sintomaticos y asintomaticos,
repitiéndose a los 3 meses en los primeros. En funcidn del realce post-contraste
se clasifico a los sujetos en los grupos: no realce, realce de pared y realce de

placa. Mediante citometria de flujo se identificaron las poblaciones monocitarias



(Mon) que fueron clasificadas en Mon1, Mon2 y Mon3 utilizando marcadores
CD14, CD16, HLA-DR, CCR2 y CCRS.

Resultados

En el primer estudio se incluyeron 48 sujetos sintomaticos y 13 asintomaticos.
Se realizé un seguimiento durante 56,3 + 16,9 meses en el que 11 pacientes
sufrieron nuevos eventos cerebrales. Se observd que la ratio de realce post-
contraste > 1,77 (Hazard Ratio) HR, 3,632; intervalo de confianza (IC) del 95%,
1,082-12,101) y las microhemorragias cerebrales (HR, 5,244; IC del 95%, 1,476-
18,629) son predictores independiente de futuros ictus. Los sujetos con una ratio
de realce post-contraste superior a 1,77 mostraron una menor supervivencia libre
de eventos cerebrales (log-rank p <0,05).

En el segundo estudio se incluyeron 12 sujetos sintomaticos y 34 asintomaticos.
El porcentaje de Mon2 y Mon3 con CCRS positivo fue mayor en pacientes
sintomaticos (todos presentaban realce post-contraste) y se observo un mayor
porcentaje de Mon3 CCRS5 positivo en los sujetos asintomaticos con realce en la
placa y/o pared arterial, respecto a los que no mostraron realce. Los sujetos con
realce post-contraste intracraneal en placa y/o pared presentaron una mayor
proporcion de Mon3 expresando el receptor CCR5. Ademas, observamos una
correlacion significativa entre numero de arterias con realce en la pared arterial

y proporcion de Mon3 CCRS5 positivo.

Conclusiones

El realce post-contraste en RM de pared arterial intracraneal predice el riesgo de
futuros ictus a largo plazo en sujetos con aterosclerosis intracraneal. El realce
puede ser un buen marcador para estratificar el riesgo de recurrencia, aunque
son necesarios mas estudios. La presencia de realce post-contraste en la placa
y en la pared arterial intracraneal se asocia con una mayor proporcién de
monocitos que expresan el receptor CCR5 positivo. Los resultados sugieren que
el realce post-contraste traduce una mayor actividad inflamatoria de las lesiones
de aterosclerosis intracraneal, tanto en fase inicial (realce de pared), como

avanzada (realce de placa).
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Abstract

Introduction

Intracranial atherosclerosis (ICAD) is a major cause of stroke worldwide. Patients
affected by this condition are exposed to a very high risk of having future strokes,
despite current preventive therapies. There is an unmet clinical need to develop
prognostic markers to help stratify patients’ risk, in order to advance towards
personalized stroke prevention. Post-contrast intracranial atherosclerotic plaque
enhancement on high-resolution magnetic resonance imaging (HR-MRI) is
among the most promising imaging markers of a high-risk plaque, although its
long-term prognostic value is yet to be clarified. Besides, it remains unclear
whether post-contrast enhancement is related to the inflammatory activity within
the intracranial atheromatous plaque.

Objectives

We aimed to (1) evaluate the capacity of intraplaque post-contrast enhancement
to predict long-term risk of future stroke in symptomatic and asymptomatic
subjects with ICAD, and (2) to analyze whether plague and wall post-contrast
enhancement is related to the distribution of circulating monocyte populations,
specifically focusing on the proportion of monocytes expressing CCR5 receptor,
which allows them penetrate into the atheromatous lesions.

Methodology

We designed two prospective, longitudinal, artery wall HR-MRI — based studies
including symptomatic ICAD patients and asymptomatic subjects with ICAD. The
first one was multi-centric and analyzed whether the HR-MRI features of ICAD
plaques, including intraplaque post-contrast enhancement ratio, predicted the
long-term risk of future strokes, using Cox regression model and Kaplan Meier
survival analyses. The second investigation combined HR-MRI with flow
cytometry performed on fresh blood samples extracted from symptomatic and
asymptomatic participants on the same morning when MRI was performed.
Symptomatic patients underwent a repeated protocol three months after the first
one. Study subjects were classified according to the presence of enhancement
in the following groups: no enhancement, arterial wall enhancement, and plaque

enhancement. Flow cytometry was performed right away to identify monocyte
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populations Mon1, Mon2 and Mong3, using the following receptor markers CD14,
CD16, HLA-DR, CCR2 and CCRS5.

Results

The first investigation included 48 symptomatic ICAD patients and 13
asymptomatic subjects with intracranial stenoses. During a follow-up period of
56.3 + 16.9 months, 11 major cerebrovascular events occurred (seven ischemic
strokes, two hemorrhagic strokes, two confirmed transient ischemic attacks). An
intraplaque enhancement ratio > 1.77 (Hazard Ratio) HR, 3.632; 95% confidence
interval (Cl) (1.082-12.101) and brain microbleeds (HR 5.244; 95% CI, 1.476-
18.629), emerged as independent predictors of future stroke risk. Survival
analysis showed that proportion of patients free of future events was lower with
a higher enhancement ratio (log-rank p < 0.05)

The second investigation included 12 symptomatic ICAD patients and 34
asymptomatic individuals with a very high vascular risk. All symptomatic patients
and 53% of asymptomatic subjects showed intracranial plaque and/or arterial wall
post-contrast enhancement. Symptomatic patients showed a higher proportion of
Mon2 and Mon3 expressing CCRS5 receptor than asymptomatic subjects. Among
asymptomatic individuals, a higher proportion of Mon3 CCR5+ was observed in
those showing intraplaque or wall enhancement. In general, study participants
with intraplaque or wall enhancement had a higher proportion of Mon3 CCR5+
than those with no enhancement. Finally, a significant correlation was found
between Mon3 CCR5+ proportion and the number of intracranial arteries showing
wall enhancement.

Conclusion

Intracranial plaque post-contrast enhancement is a predictor of a higher risk for
future strokes in the long-term. If further validated by future studies, this imaging
marker could have clinical applicability discriminating higher risk ICAD patients.
Intracranial plaque and wall post-contrast enhancement is associated with a
higher proportion of monocytes expressing CCR5 receptor in ICAD symptomatic
patients and asymptomatic subjects. These findings suggest that post-contrast
enhancement might reflect the inflammatory activity within intracranial
atheromatous lesions, from the early stages (wall enhancement) to the advanced
phases (plague enhancement).
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1. Introduccion

1.1. Concepto de ictus y epidemiologia

1.1.1. Definicion, concepto y datos epidemiologicos.

El ictus se produce por un trastorno brusco del flujo sanguineo cerebral que
ocasiona una alteracion transitoria o permanente del funcionamiento del cerebro.
Podemos distinguir dos tipos de ictus. El ictus isquémico supone el 85% de los
casos y es debido a un estrechamiento o bloqueo de una arteria cerebral que
provoca una reduccion drastica del flujo sanguineo al parénquima al que nutre.

Por el contrario, el ictus hemorragico supone un 15% de los casos y se produce

por la rotura de un vaso sanguineo cerebral.?

El ictus representa un grave problema socio-sanitario mundial. Si nos centramos
en los datos epidemioldgicos, es la segunda causa de mortalidad en todo el
mundo y se estima que, en el afio 2019, 6,5 millones (Ul 6,0-7,0) de personas
perdieron la vida por esta enfermedad. Segun los datos provenientes del Global
Burden of Disease (GBD) de 2019, el ictus es la tercera causa de muerte y
discapacidad combinada (5,7% (5,1-6,2) del total de anos de vida ajustados por
discapacidad (AVAD)) en personas adultas, siguiendo muy de cerca a las
enfermedades cardiovasculares. La incidencia mundial es de 12.224 millones en

el afo 2019.34

Entre los afios 1990 y 2019, la incidencia del ictus isquémico aumento en un
87,55%, en casi todos los paises del mundo. Esta incidencia aumenta a medida
que aumenta la edad de la poblacién. Ademas, en el mismo periodo de tiempo,
las muertes por ictus isquémico, aumentaron un 60,68% (2.049.670 en 1990 a
3.293.400 en 2019). Este aumento se debe en gran medida al crecimiento de la
poblacion y a su envejecimiento.® En el caso de Espaiia, el ictus es la segunda
causa de muerte (primera en mujeres) y la primera causa de discapacidad
adquirida en el adulto.® La incidencia, segun el estudio IBERICTUS asciende
hasta los 187 casos por cada 100.000 habitantes/arfio.’

21



Actualmente las proyecciones para el afilo 2035 en Europa no son optimistas. Se
estima que las cifras aumenten hasta un 34% el numero de afectados por ictus
y un 32% los AVAD perdidos. Esto conllevara una carga creciente para las
familias, sociedades y los sistemas sanitarios.® Se estima que los costes anuales
relacionados con el ictus en Europa son de 60.000 billones de euros y se preve
que aumenten hasta los 86.000 billones de euros en la préxima década.® Existe
un plan de accion para el ictus en Europa (SAP-E) que establece cuatro grandes
objetivos para mejorar la atencion al ictus para el afio 2030 en todo el continente,
el primero objetivo trata de disminuir un 10% la incidencia de ictus, el segundo
objetivo pretende atender al 90% de los pacientes en unidades especializadas
de ictus como primer nivel de asistencia, el tercero, establecer estrategias
nacionales que incluyan toda la cadena asistencial (prevencion primaria,
atencion al ictus, prevencidn secundaria, rehabilitacion y vida después del ictus)
y por ultimo pero no menos importante, promover un estilo de vida saludable,
disminuir factores medioambientales nocivos, socioecondmicos y educativos. Si
se analiza en conjunto el plan de accion europeo encontramos que el eje

principal es la prevencion.'°

1.1.2. Causas de ictus isquémico

La isquemia cerebral puede ser el resultado de la complicacién aguda de
numerosas enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. Estas
enfermedades pueden desarrollarse desde las primeras décadas de la vida, (en
muchas ocasiones de manera silente) como resultado de la interaccion de
antecedentes genéticos y la exposicion del individuo a los factores de riesgo

vascular.!"

En este punto vamos a desgranar las causas del ictus isquémico. En primer
lugar, porque son los ictus mas frecuentes y, en segundo lugar, porque a lo largo
de esta tesis nos vamos a centrar en una etiologia en concreto: Ictus

aterotrombatico que afecta a las arterias intracraneales.

Conocer la causa subyacente del ictus es fundamental no solo para elaborar
estrategias adecuadas en el tratamiento inmediato del ictus, sino también para
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asegurar una optima prevencidn que evite una futura recurrencia ya que la
prevencion secundaria mas eficaz es aquella que esta individualizada y se dirige

a controlar la enfermedad causal del ictus isquémico.

Los ictus isquémicos pueden subdividirse en funcion de su causa o etiologia.
Segun el sistema mas extendido para categorizar los subtipos de ictus basados
en el ensayo clinico Org 10172 para tratamiento de ictus agudo (Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment'? (TOAST)) existen 5 subtipos etiopatogénicos:
Aterosclerosis de grandes arterias, cardioembdlico, oclusion de pequefio vaso o
lacunar, ictus de etiologia indeterminada e ictus de causa inhabitual.

Segun la naturaleza y causas del ictus, se puede clasificar de la siguiente

forma.'® (figura 1.1):

ICTUS

ISQUEMICO HEMORRAGICO

GLOBAL FOCAL

AIT INFARTO CEREBRAL

ATEROTROMBOTICO ICTUS DE
CARDIOEMBOLICO - INDETERMINADO INHABITUAL
Extracraneal/Intracraneal (25%) PEQUENO VASO (20%) (5%)
(25%) : (25%)

Figura 1.1: Clasificacion de las enfermedades cerebrovasculares.
AIT: Accidente isquémico transitorio

Aterosclerosis de grandes arterias:

La aterosclerosis puede afectar tanto a los vasos extracraneales, (como las

arterias caroétidas), como a las arterias intracraneales.

Concretamente, la aterosclerosis es una enfermedad cronica y progresiva que
se caracteriza por el desarrollo de placas de ateroma en la pared de las arterias
afectadas. La progresion de las placas de ateroma provoca una ocupacion
creciente de la luz arterial. En caso de que condicione una repercusion

hemodinamica al dificultar el paso de la sangre a su través, hablamos de una
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estenosis significativa (normalmente superior al 50% en reduccidn de calibre).
La aterosclerosis puede progresar hasta causar la oclusion completa del vaso,
lo que sucede la mayoria de las veces en el contexto de una complicacion

trombaotica aguda de la placa de ateroma.

En nuestro medio, la aterosclerosis afecta mas frecuentemente a las arterias
extracraneales. En otros entornos como en Asia, Africa y Sudamérica, es mas
frecuente la afectacion intracraneal. Es mas, se sabe que es la causa de ictus
isquémico mas frecuente a escala global. Debido a la dificultad para la
visualizacion y deteccion de placas de los vasos intracraneales (principalmente
por su reducido calibre) se cree que puede ser una etiologia de ictus
infradiagnosticada suponiendo un gran riesgo para los pacientes que han sufrido
un ictus y un gran problema socio-sanitario.'34

Por este motivo, la presente tesis se centra en la aterosclerosis intracraneal.

Cardioembodlico:

Este subtipo de ictus isquémico esta causado por trombos que se originan en el
corazdn o en el arco adrtico y que posteriormente embolizan a las arterias
intracraneales. Existen varias causas de enfermedad cardioembdlica como la
fibrilacion auricular, el infarto de miocardio con trombo ventricular presente, o la

endocarditis infecciosa o inflamatoria.

Oclusion de pequeiio vaso o infarto lacunar:

Los infartos de menos de 20mm pueden ser causados por oclusiones en las
arterias de menos calibre, sin evidencia de otras causas como vasoespasmo,

fuente cardioembolica o enfermedad arterial de gran vaso.

Ictus de causa indeterminada:

Dentro de este grupo se incluyen aquellos ictus cuya causa no puede
determinarse con seguridad, bien por coexistir multiples causas, por no haberse
estudiado en profundidad, o por no haberse identificado causa alguna a pesar

de una evaluacion exhaustiva.

24



Causas inusuales:

Existen infartos cerebrales isquémicos cuya causa es inhabitual o atipica. Las
causas inusuales mas frecuentes son las disecciones arteriales, las

vasculopatias, los estados protrombaticos y los trastornos hematoldgicos.'? 3

1.2. Aterosclerosis: Generalidades

Como mencionamos anteriormente, la aterosclerosis una enfermedad crénica de
la pared arterial que se caracteriza por el desarrollo de multiples lesiones
ateromatosas en la capa intima de las arterias de gran vaso como las arterias
coronarias o las arterias carétidas; pudiendo afectar también a las arterias

intracraneales.

La investigacion en las ultimas décadas, ha dado lugar a muchas hipotesis sobre
la fisiopatologia de la formacion de las lesiones ateromatosas a nivel
extracraneal (principalmente por la facilidad para obtener muestras y

visualizacion mediante imagen).

Aunque inicialmente la aterosclerosis se consideraba como una enfermedad
caracterizada por el depdsito de lipidos en la pared arterial, Russell Ross, en
1999, establecio la hipdtesis actual que la considera como un proceso
inflamatorio dinamico y cronico, en el que existe una respuesta celular y

molecular ante un dafio o agente nocivo.

Entre los posibles factores capaces de desencadenar una cascada inflamatoria,
el autor menciona niveles modificados y elevados de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), presencia de radicales libres causados por el tabaquismo,
hipertension arterial, diabetes mellitus, factores genéticos, elevacion plasmatica
de homocisteina, infecciones y la combinacion de todos ellos.'

La aterogénesis comienza cuando determinados factores -principalmente
niveles elevados de LDL- producen una lesion en el endotelio (monocapa de
células que tapiza el interior de las arterias), que conlleva a una desregulacion

de la homeostasis y a una alteracion de la funcidn ateroprotectora del endotelio,
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provocando una modificacion en la permeabilidad. Este fendmeno se conoce
como disfuncion endotelial, que conduce a un depdsito gradual de lipoproteinas
en la capa intima vascular y a la expresion de moléculas de adhesién para
determinadas células sanguineas como los monocitos, los leucocitos y las

plaquetas.’®

El endotelio alterado y activado es capaz de modificar y disminuir la produccion
de sustancias protectoras como el 6xido nitrico (NO) y de secretar sustancias
como citoquinas (interleucina-1 (IL1), interleucina 8 (IL 8)), factores de
crecimiento (bFGF), sustancias quimioatrayentes (proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1)) y expresar moléculas de adhesioén (molécula de adhesion
vascular 1 (VCAM-1), molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y E-
selectina), claves para la migracion de monocitos a la capa intima.'®'” La
disfuncidn endotelial y la activacion de las células endoteliales no son procesos
sindbnimos, sino que son dos procesos morfoldégicos que representan etapas
diferentes en la actividad celular desde que se produce el dafio causado por un
factor intrinseco o extrinseco.

La filtracion de LDL, su oxidacién en la pared vascular y la adhesiéon de
monocitos son los pasos clave para que comience el proceso de ateromatosis
en las arterias. Los monocitos son atraidos hacia la capa intima vascular y una
vez dentro de la pared, se diferencian a macrofagos y se acumulan en el interior
de la pared. Estos macréfagos pueden proliferar en macrofagos pro-inflamatorios
(M1) o anti-inflamatorios (M2), pudiendo existir fenotipos diferentes. La
diferenciacion a los diferentes fenotipos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios de
los macréfagos depende principalmente de factores secretados por los linfocitos
T pudiendo estar ambas poblaciones equilibradas. '® Los macréfagos pro-
inflamatorios se encuentran en la placa lipidica potenciando la actividad
inflamatoria con la liberacion de citoquinas como la interleucina-6 (IL-6),
interleucina 12 (IL12) y ROS. En cambio, los macréfagos anti-inflamatorios
activan el proceso de eferocitosis (eliminacion de células muertas), inhibiendo
asi el proceso de inflamacién de las placas con el fin de conseguir la homeostasis
en la lesion.

La acumulacion mantenida de moléculas de colesterol LDL desencadena la
formacion de células espumosas derivadas de macrofagos y las células
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musculares lisas sufren procesos de muerte celular o necrosis dando lugar a un
nucleo necrético rico en lipidos Esta lesion queda cubierta por una capsula
fibrosa que la recubre como respuesta fibroproliferativa, quedando aislada de la
luz arterial. Pero dentro de la placa o nucleo necrético siguen existiendo
fendmenos inflamatorios. Con el tiempo, la cubierta fibrosa puede deteriorarse y
llegar a romperse exponiendo el contenido de la placa al compartimento
sanguineo lo que puede provocar una trombosis de la superficie o una
hemorragia intraplaca.'®?° Estos trombos pueden dar lugar a la oclusion de la
arteria donde se encuentra la lesidén o bien producir un embolismo arterio-arterial
ocluyendo vasos distales a la lesidn lo que puede resultar en un infarto de

miocardio, ictus o ataque isquémico transitorio (AIT).?

Adelgazamiento capa fibrosa
Muerte CML
Células T Células . Alteracién LDL
@ endoteliales 5 sintesisde . X
Macréfagos © 5 colageno Células Eferocitosis
o x defect
LDL Monocitos - = v—" < oML " b G fectuosa .
- = ( o divisién SRR TAL = Macrofa —
» o e v Ny~
(¥ = | _—— CLL ] % Muerte de ~ P~
=" Células — Ncleo ¢} macréfago —
| \/ espumosas \ necroético - e /
Moléculas de [ N
inti Adhesién Capa intima — Membrana elstica interna
Capa intima Membrana eléstica interna JE—
© y CML
—_— asos Células de )
-~ ul
Capa media Tz misculo liso Capa media
. Nervio
Capa adventicia Mastocito Membrana elastica externa Capa adventicia Membrana elastica externa

Figura 1.2. Inicio y progresion de las lesiones de aterosclerosis. A) En la fase inicial del
proceso las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se aglomeran en la capa intima, donde
pasan a un estado de oxidacion. Monocitos y leucocitos se unen a las moléculas de
adhesion expresadas por las células endoteliales y migran al interior por citosinas
quimioatrayentes (quimioquinas). Los monocitos maduran a macrofagos y gracias a sus
receptores se conectan e ingieren a las lipoproteinas y se transforman en células
espumosas. Las células musculares lisas (CML) de la capa media migran a la intima. B)
Durante la progresion de la placa las CML reclutadas producen matriz extracelular que
engrosa la capa intima. Las CML y los macréfagos mueren por necrosis o incluso
apoptosis acumulandose y formando el nucleo necrético. Imagen adaptada de la
referencia '’

En ocasiones, la placa aumenta mucho su tamafio y provoca un estrechamiento
del lumen, reduciendo el flujo sanguineo y ocasionando una estenosis
sintomatica cuando aumentan las demandas de oxigeno como ocurre en la

angina de pecho.
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Es mas frecuente que la formacion de aterosclerosis afecte aquellos segmentos
donde hay una disminucién en la tension de cizallamiento y el flujo es turbulento
como en las bifurcaciones, ramificaciones de arterias o en zonas curvas de las
grandes arterias. Esto se debe a que la tension oscilante en la superficie
endotelial reduce los niveles de NO y de proteinas antioxidantes, produciendo
un aumento en la expresion de moléculas de adhesion endotelial creando asi el
escenario perfecto para el reclutamiento e inclusion de monocitos y leucocitos

en la pared.??23

Podemos concluir en este apartado que la aterosclerosis es una enfermedad
progresiva, compleja e inflamatoria que afecta a las arterias de tamafno grande y
mediano como aorta, carotidas, coronarias, arterias periféricas y arterias
cerebrales donde la inflamacion desencadena el mecanismo etiopatogénico y
lesional, sin olvidarnos de los factores de riesgo cardiovascular y la implicacion

de los factores genéticos y ambientales.?42°

1.2.1. Implicacion de los monocitos en la aterogénesis

Los monocitos son células de la serie blanca que se diferencian a partir de
precursores en la médula 0sea y se liberan a la circulacion, donde constituyen
entre el 3 y el 8% de los leucocitos.?® Estas células desempefian un papel
importante en la defensa inmune, la inflamacioén y la remodelacion de los tejidos,
ya que pueden neutralizar y eliminar patégenos, pero también producir
citoquinas que favorecen el procesamiento y presentacion de antigenos.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica de la pared vascular
de los vasos sanguineos, caracterizada por la activacion cronica de la inmunidad
innata.?”?® Tanto los monocitos circulantes como los macrofagos residentes son
los principales efectores celulares de la inmunidad innata. La acumulacién de
monocitos en la pared vascular contribuye a la aterogénesis y al crecimiento de
la placa mediante su diferenciacion y conversion a macrofagos "espumosos”
ademas de promover el reclutamiento de leucocitos en placas avanzadas.?%3° El
reclutamiento de monocitos en la pared de los vasos sanguineos es un paso
esencial para el desarrollo de la placa aterosclerética. Recientemente se ha

descrito que las células inmunitarias innatas pueden adoptar un fenotipo
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funcional proinflamatorio persistente tras la exposicion a diversos estimulos
activadores, lo que se define como "inmunidad innata entrenada".3! De hecho, la
implicacién de la inmunidad innata entrenada en el desarrollo y la progresion de
la aterosclerosis esta siendo cada vez mas estudiada.3?33

La implicacion directa de los monocitos en el desarrollo de la aterosclerosis ha
podido demostrarse en modelos animales, donde la acumulacion de monocitos
es proporcional al tamafo de la lesién®* y el bloqueo del reclutamiento de
monocitos reduce la progresion de la placa.3®

El reclutamiento de monocitos en la pared celular esta mediado por dos
mecanismos: la adhesion y la migracion.®® La adhesién de los monocitos al
endotelio estd mediada por la expresion diferencial de diversas moléculas de
adhesion y receptores endoteliales y por sus ligandos asociados.?® Estudios
recientes en los que se han utilizado técnicas de secuenciacion de ARN en célula
unica, han demostrado la aparicion de 3 subpoblaciones de células endoteliales
con una distribucion diferencial en el lecho vascular aodrtico de ratones
alimentados con dieta aterogénica®’ lo que parece indicar que estaria ocurriendo
a su vez un reclutamiento de diferentes subtipos de monocitos en distintas
regiones de la pared vascular y abre las puertas al estudio de estas diferencias
en otros lechos vasculares, como las arterias intracraneales. Mediante técnicas

de citometria de flujo se han identificado tres subconjuntos principales:

* Monocitos clasicos (Mon1) (85%): definidos por presentar una alta
expresion de CD14 y ausencia de CD16 (CD14*CD16").

* Monocitos intermedios (Mon2) (9%): son aquellos que presentan
una alta expresion de CD14 y moderada de CD16 (CD14**CD16")

* Monocitos no clasicos o de patrulla (Mon3) (6%): se definen por
tener una baja expresidon de CD14 y altos niveles de CD16
(CD14*CD16%+).26.:38

Sin embargo, la identificacion reproducible y comparable ente distintos estudios
de estas subpoblaciones es muy dependiente del protocolo de citometria
utilizado. Esto, en parte, da lugar a la aparicion de resultados contradictorios
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entre diferentes poblaciones de pacientes analizadas por laboratorios distintos.
Por ello, se han propuesto unas guias para la clasificacion de subpoblaciones de
monocitos que permitan obtener unos resultados comparables entre los
diferentes laboratorios que tengan como herramienta de estudio la identificacion

de subpoblaciones monocitarias en enfermedad cardiovascular.?®

Abreviatura
Antigua definicion Nomenclatura 2010 utilizada en
el texto
CD14*CD16"
++ - Monocitos Monocitos
CD147CD16 - CD14*"CD16" - Mon1
CD14MehCD16- | clasicos Clasicos
CD14**CD16*
CD14**CD16*CCR2* | Monocitos
CD14*CD16* . . . Mon2
Monocitos | cD14**CD16*SLAN* | intermedios
CD14°“CD16* -
no Monocitos
CD14-CD16* . CD14**CD16** . Mon3
clasicos no clasicos

Tabla 1.1: Definicidn de las subpoblaciones de monocitos. Diferente definicion de las
subpoblaciones principales de monocitos en la bibliografia en acorde con la
nomenclatura clasica y la propuesta en 2010 (ref). Para simplificar el texto se utilizaran
las abreviaturas mencionadas en la tabla. Tabla adaptada de la referencia®®

Los distintos subtipos de monocitos podrian tener funciones diferentes en el
desarrollo del proceso aterosclerético. Los Mon1 parecen intervenir en el inicio y
progresion de la respuesta inflamatoria ademas de tener funciones
proinflamatorias en la aterosclerosis y se caracterizan por niveles mas altos de
moléculas de adhesion como CD62L y receptores de quimioquinas CCR2,
CXCR2. Ademas, tienen una expresiéon muy baja de CCR5. En cambio, los
monocitos no clasicos Mon3 podrian fomentar la resolucion de la inflamacién por
su capacidad de eliminar células muertas. La funciéon de Mon2 parece ser
ambigua, con funciones proinflamatorias y antiinflamatorias.®® Tanto los
monocitos no clasicos, como los intermedios, se caracterizan por su expresion
de niveles mas altos de CCR5 y CX3CR1.

Se ha observado que la distribucion de los subconjuntos de monocitos en la

circulacion sanguinea esta relacionada con diferentes fases de la enfermedad
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cardiovascular (ECV). Del mismo modo se ha visto que concentraciones altas de
monocitos en sangre son predictoras del estado inflamatorio en factores de

riesgo de ECV como la hiperlipidemia, hipertension o diabetes.3°

CD16
CD14 cD14 CD14 . < CD14 CcD14 P
J >, J>//,” \\\{

CD16

,///
g \Vb CCRS5 HLA-DR

CCR5

Figura 1.3: Subconjunto de monocitos circulantes. La clasificacion de los diferentes
subconjuntos de monocitos se hace en funcion de la expresion de CD14 y CD16. Imagen
adaptada de la referencia®®

El papel fundamental de la inflamacién y las células inmunitarias en la etiologia
de la aterosclerosis hace que tanto la expresion de quimiocinas en la pared
vascular afectada, como sus receptores en las diferentes células inmunoldgicas,
incluyendo monocitos, se hayan relacionado con esta enfermedad.
Clasicamente se ha estudiado el papel de CCL2, CCL5, CX3CL1 y sus
receptores CCR2, CCR5 y CX3CR1 en la aparicion y progresion de la
aterosclerosis.*? La inhibicion combinada de los tres sistemas quimiocinas-
receptores, MCP-1 (CCL2)/(CCR2, fractalkina (CX3CL1)/CX3CR1 vy
CCL5/CCRS5, es capaz de suprimir el desarrollo de la aterosclerosis en un
modelo animal de esta enfermedad (ratones Knock Out (KO) para la
apolipoproteina E (ApoE)), lo que apoya el papel de estas quimiocinas en la
movilizacion de monocitos en la aterosclerosis.*’ Funcionalmente, se ha descrito
en modelos animales de aterosclerosis, que CCL5, actuando sobre CCRS5, es
crucial para el reclutamiento de monocitos durante el desarrollo de la
aterosclerosis, mientras que CCL2 es fundamental para la adhesion de
monocitos y la proliferacion de células musculares lisas vasculares, y fractalkina,

actuando sobre CX3CR1, parece sostener la adhesion créonica de monocitos y
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su supervivencia dentro de la placa.*?*? El estudio del receptor CCR5 en el
proceso aterosclerético tiene especial interés debido a la existencia de un
antagonista de uso clinico (Maraviroc), lo que aceleraria una posible actuacion
terapéutica.*

En este sentido, se ha demostrado que los monocitos murinos CCR2+Ly-6Chi
(equivalentes a los Mon1 en humanos), utilizan preferentemente CCR2 y
CX3CR1 para su infiltracién en la placa en ratones KO para ApoE.*® En este
modelo también se ha demostrado que los monocitos murinos Ly-6Clo
(equivalentes a los Mon3 en humanos) utilizan principalmente CCRS para su
entrada en las placas de ateroma y para el reclutamiento de células T en las
placas ya establecidas.*>*¢ Ademas, en monocitos y células endoteliales de
arterias coronarias humanas, la administracion de particulas de HDL
reconstituidas, disminuyen la expresion de CCLS5, lo que sugiere que las
propiedades ateroprotectoras de las HDL podria estar mediada, al menos en
parte, por la reduccion de la funcion de CCR5.47

1.3. Aterosclerosis intracraneal de gran vaso

1.3.1. Caracteristicas diferenciales de aterosclerosis intracraneal

Las lesiones ateroscleréticas intracraneales se desarrollan de forma desigual
entre los diferentes grupos humanos en funcion de su etnia y origen geografico.
Asi, en las poblaciones europeas y americanas se ven mas frecuentemente
afectadas las arterias caroétidas internas en su porcion intracraneal (ACI)
seqguidas por las arterias cerebrales medias (ACM), la arteria basilar (AB), las
arterias vertebrales en su segmento intracraneal (AV), las arterias cerebrales
posteriores (ACP) y las arterias cerebrales anteriores (ACA). En cambio, en
poblaciones asiaticas, las arterias mas afectadas son las ACM, seguida de ACl,
AB, AV, ACP y ACA.*8
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Figura 1.4: Principales arterias cerebrales: Arteria cerebral anterior (ACA); Arteria
comunicante anterior; Arteria cerebral media (ACM); Arteria carétida interna (ACI);
Arteria comunicante posterior; Arteria cerebral posterior (ACP); Arteria vertebral (AV).
Imagen adaptada de la referencia’’

La prevalencia de la estenosis intracraneal sintomatica esta comprendida entre
un 20-53% en poblacion asiatica y entre el 8-10% en poblacion europea y norte
americana*®4° pero en un reciente estudio (Oxford Vascular Study (OXVASC))
se identificé que el porcentaje de estenosis intracraneales significativa es de
hasta un 17,6%.5° Un estudio realizado en autopsias refleja que la frecuencia de

estenosis y placas intracraneales es superior a la esperada.®’

La aterosclerosis extracraneal es mejor conocida que la aterosclerosis
intracraneal, debido a que las placas de ateroma son mas accesibles al estudio
al poder ser extraidas en los procedimientos de revascularizacion quirurgica,

mientras que en el caso de las intracraneales esto no es posible.
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Las arterias intracraneales tienen una serie de peculiaridades anatémicas y
hemodinamicas que las diferencian de las extracraneales, y estas diferencias
pueden incidir sobre el proceso de aterogénesis y hacer que tenga
caracteristicas propias en el territorio intracraneal. En primer lugar, se ha
observado que las arterias extracraneales son arterias elasticas cuya tunica
media es rica en filamentos de elastina. En cambio, en las arterias intracraneales
predominan las fibras musculares con pocas fibras elasticas siendo el espesor
de la capa media mas fina. Esta transicion ocurre en la bifurcacion carotidea y
en la arteria vertebral a nivel del hueso atlas. El grosor de la capa adventicia
también es mas fino, constituido por pocas fibras elasticas. La lamina elastica
interna esta bien desarrollada, pero la lamina externa va desapareciendo en la
porcion cavernosa de la cardtida a medida que entra en el espacio subdural.
Segundo, se ha observado que el desarrollo de las lesiones de aterosclerosis
intracraneal suele iniciarse mas tarde que la extracraneal (esto se cree que es
porque el territorio intracraneal esta mas protegido contra la aterogénesis, y los
mecanismos de defensa empiezan a caer con la edad o con la exposicidon a
determinados factores de riesgo vascular).52% Y tercero, se han descrito
diferencias en cuanto a la composicion quimica de las arterias intracraneales,
que podrian incrementar su capacidad defensiva contra la aterogénesis, como
una mayor concentracioén de las enzimas antioxidantes y la proteccion contra los
radicales libres (superéxido dismutasa), que actuaria como mecanismo protector
durante las primeras décadas de la vida.*® 52 Segun estudios en animales, las
arterias intracraneales muestran una menor permeabilidad endotelial que las
extracraneales, una funcion de barrera mejorada y una composicion diferente
de glucocalix de las células endoteliales que inhibe la captacion de lipoproteinas
hacia la capa intima vascular (promotor de aterogénesis), por lo que todos estos
hechos nos hacen reflexionar que, de forma natural, el organismo protege a las

arterias intracraneales.%*
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Figura 1.5: En la imagen aparecen las principales caracteristicas de las arterias
extracraneales e intracraneales. Imagen adaptada de la referencia*®

Por lo tanto, el desarrollo de la aterosclerosis intracraneal implica el fracaso de
estos mecanismos protectores, lo cual sucede ante un entorno pro-aterogénico
agresivo. La circulacién intracraneal tiene unas barreras protectoras mas fuertes
que la extracraneal por lo que, para vencerlas, el estimulo agresor es mas

potente, lo que implica un mayor riesgo vascular.

Los vasa vasorum son un componente esencial de las arterias extracraneales.
Son conocidos por facilitar la nutricion y la excrecion de desechos, pero la
existencia de vasa vasorum en las arterias intracraneales aun esta en duda, ya
que los vasa vasorum desaparecen en el espacio subdural y las arterias se
nutren a través del liquido cefalorraquideo rico en nutrientes por difusion gracias
a la anatomia de su pared vascular. Este factor puede estar relacionado con el
desarrollo de placas de ateroma estables durante mas tiempo en las arterias
intracraneales que en las extracraneales, pues los vasa vasorum son un

componente importante para contribuir a la inestabilidad de las placas.*®

Para concluir este apartado, encontramos que el estudio especifico de la
aterosclerosis en las arterias intracraneales es necesario para conocer en qué

medida los mecanismos basicos responsables del desarrollo y progresion de la
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aterosclerosis extracraneal, estan implicados en la aterogénesis y complicacion

de la aterosclerosis intracraneal.

1.3.2. Problemas clinicos asociados a la aterosclerosis intracraneal

La aterosclerosis intracraneal es una de las causas mas importantes de ictus a
escala global, si tenemos en cuenta la distribucion étnica de la poblacion
mundial. Por ello, la aterosclerosis intracraneal es un problema socio-sanitario
de primer orden a nivel mundial, es mas, se considera la causa de problemas
clinicos de gran relevancia. Los pacientes afectos por aterosclerosis intracraneal
tienen un riesgo elevado de sufrir ictus isquémicos recurrentes y otros eventos
vasculares mayores. Ademas, existe evidencia creciente que relaciona la
aterosclerosis intracraneal con un mayor riesgo de desarrollar deterioro
cognitivo, no solo de origen vascular, sino también asociado a enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.

1.3.2.1. Aterosclerosis intracraneal como causa de ictus isquémico

La aterosclerosis intracraneal se considera una de las causas mas comunes de
ictus isquémico a nivel mundial, responsable de entre un 30-50% de los casos
en la poblacion asiatica, un 15-29% en poblacion afroamericana 'y un 17% en
poblacion caucasica (segin OXVASC).%® En comparacién con otros subtipos de
ictus, esta etiologia se asocia con un elevado riesgo de recurrencia anual
después del primer evento isquémico. En la cohorte del estudio Stenting Versus
Aggressive Medical Management Therapy for Intracranial Arterial Stenosis
(SAMMPRIS) la tasa de recurrencias fue del 12,6% en el brazo de tratamiento
medico®® y en el estudio OXVASC, se observaron cifras de recurrencia similares
(12,8%). Inclusive, se ha observado que la arterosclerosis intracraneal aumenta
el riesgo de ictus en poblacion asintomatica, por lo que es probable que la carga
mundial de ictus ocasionada por esta enfermedad aumente a medida que las

poblaciones de las regiones mas afectadas sigan creciendo.®’
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Los mecanismos causantes de ictus asociados a la enfermedad aterosclerdtica
intracraneal son los siguientes: hipoperfusion, embolia arterio-arterial, trombosis
in situ y extensién de una placa que produzca un bloqueo en la salida de flujo de
una arteria penetrante (también conocido como enfermedad ateromatosa de
rama). Ademas, los diferentes mecanismos isquémicos pueden combinarse

entre si. 5859

e
—

Ictus
lacunar .

Zona con riesgo de infarto

Figura 1.6: El mecanismo de isquemia en aterosclerosis intracraneal mediante el uso
de resonancia magnética. A- Rotura de placa con embolia arterio-arteria; B-Crecimiento
excesivo de la placa con bloqueo en la arteria penetrante; C- Hipoperfusion por arteria
estendtica.lmagen adaptada de la referencia®

Una forma de establecer y determinar los mecanismos responsables de ictus, es
analizar los patrones de infarto o las caracteristicas de las neuroimagenes. El
patrén de la lesion aguda en Resonancia Magnética (RM) informa sobre el
mecanismo de la isquemia cerebral. Asimismo, el uso de la RM permite
identificar y distinguir entre enfermedad de rama perforante y el embolismo
arterio-arteria en funcion del patron de la isquemia, distribucién y caracteristicas
de la placa intracraneal. 588" También el uso de las imagenes de RM de la pared

arterial permite visualizar placas intracraneales no estenosantes pero con
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caracteristicas de vulnerabilidad responsables de producir isquemia cerebral en
pacientes con ictus isquémico de etiologia indeterminada (ESUS).®?

1.3.2.2. Deterioro cognitivo y relacién con aterosclerosis

intracraneal

A medida que aumenta la esperanza de vida y la tasa de envejecimiento en
nuestra poblacidén, aumenta paralelamente la prevalencia de la demencia, siendo
una importante causa de morbimortalidad y enfermedad incapacitante para
personas mayores de 65 afios. Se considera la enfermedad del Alzheimer como
la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y la primera causa de
demencia, seguida por la demencia de origen vascular. Segun los datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, en 2015 los casos de demencia (referidos a
todas las causas) afectaban a 47 millones de personas en todo el mundo. Se
espera que esta cifra aumente hasta 75 millones de personas en 2030 y a 132
millones en 2050.63

El desarrollo de la demencia y la identificacion de sus factores de riesgo ha sido
ampliamente estudiado. Uno de los posibles factores de riesgo asociado con el
desarrollo y progresion de la enfermedad de Alzheimer es la aterosclerosis de
las arterias cerebrales, ademas de la ya conocida patologia en el péptido beta-
amiloide y proteina Tau.®* Las investigaciones se han centrado en los
mecanismos por los que la aterosclerosis de los grandes vasos y su efecto en la
perfusidn cerebral podrian estar relacionados con la enfermedad de Alzheimer,
ya que la aterosclerosis en los vasos intracraneales podria aumentar la
produccion de beta-amiloide y también afectar en su eliminacion.®%6® No
obstante, estudios recientes sugieren que la acumulacién de beta-amiloide
puede promover la aterosclerosis intracraneal interactuando sinérgicamente.®’

Ademas, se ha relacionado la calcificacion de las arterias extracraneales con

mayor riesgo de demencia y con deterioro cognitivo.58

Actualmente, no esta claro el papel que desempena la aterosclerosis para el

desarrollo de la demencia, por lo que es necesario realizar estudios que
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determinen si la prevencion, el tratamiento de los factores de riesgo y la

estabilizacion de la aterosclerosis produce un beneficio para su desarrollo.®®

1.3.2.3. Progresion y recurrencia clinica de la aterosclerosis

intracraneal

La aterosclerosis intracraneal es una enfermedad que se caracteriza por la
aparicion, la progresion gradual y la complicacion de las placas ateromatosas. El
riesgo de recurrencia tras un primer ictus es muy alto, a pesar de un estricto
control de los factores de riesgo y de un tratamiento médico agresivo, y existe
un riesgo incrementado de nuevos eventos vasculares en otros territorios y de

muerte vascular.”

Como se detallé en un apartado anterior de este primer punto de introduccién, la
aterogénesis intracraneal puede compartir mecanismos comunes que ocurren
de manera similar en otros territorios arteriales, pero a su vez posee
caracteristicas unicas derivadas de su anatomia y de factores hemodinamicos
que hacen que sea necesaria una investigacion especifica que explique no solo
la historia natural de esta enfermedad, sino también su prondstico y

prevencion.*8

Los estudios prospectivos y los ensayos clinicos que se han llevado a cabo en
los ultimos afos han permitido comprender y conocer mas de cerca esta
enfermedad. Por ejemplo, en el estudio GESICA (Groupe d’Etude des Stenoses
Intra-Craniennes Athéromateuses symptomatiques) se llevd a cabo un
seguimiento en el tiempo de 102 pacientes con estenosis intracraneales de
>50% durante una media de 23 meses. Se observd que el 38,2% de los
pacientes a lo largo del seguimiento habia sufrido un ictus o un AIT en el mismo
territorio estenotico.””

En el ensayo clinico “Warfarin versus Aspirin for Symptomatic Intracranial
Disease” (WASID), se incluyeron 569 pacientes con al menos una estenosis
intracraneal mayor al 50% con la intencion de comparar la eficacia del
tratamiento preventivo con acido acetilsalicilico contra el tratamiento con

warfarina. La tasa anual de recurrencia de ictus isquémico en el mismo territorio
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de la estenosis fue del 12% para los pacientes con tratamiento con aspirina y del
11% para los pacientes tratados con warfarina. En aquellos pacientes cuyo grado
de estenosis estaba entre el 70 y el 99% la incidencia de ictus recurrente fue del
23%. La importancia de este estudio radica en que lleva el protagonismo al
control de los factores de riesgo vascular (presion arterial sistélica y niveles de

colesterol) para la disminucion de eventos vasculares.”?7"3

Tras los resultados del ensayo WASID, se llevé a cabo el ensayo clinico “Stenting
and Aggressive Medical Management for Preventing Recurrent Stroke in
Intracranial Stenosis” (SAMMPRIS) que comparaba el tratamiento médico
intensivo versus la colocacion de un stent intracraneal combinado con
tratamiento médico intensivo en pacientes con estenosis intracraneales graves
(70-99%). Teniendo en cuenta la experiencia previa, se busc6é un control
exhaustivo de los factores de riesgo vascular incluyendo una reduccién de los
niveles de colesterol LDL <70mg/dI, limite de presion arterial sistolica<140mm
Hg, control de la diabetes, colesterol HDL, tabaquismo, obesidad y practica
insuficiente de ejercicio, a través de la participacion de un programa de
modificacion del estilo de vida. El ensayo se interrumpio antes de tiempo debido
a una tasa de ictus y muerte elevada en el brazo del tratamiento con stent, ya
que la tasa de recurrencia a los 30 dias fue del 14,7% (12,5% ictus + 2,2% ictus
mortal) en el brazo de colocacion de stent frente al 5,8% en el grupo que solo
recibié tratamiento meédico. La recurrencia a un ano fue del 20% vs 12%
respectivamente.®® Si estos datos se comparan con el estudio precedente
WASID, la recurrencia fue menor de la esperada. Estos optimos resultados
pueden estar relacionados con el beneficio que se obtiene del tratamiento
médico (antiagregantes duales durante 90 dias asociado a un programa de
modificacion de estilo de vida) ya que las tasas de recurrencia a los 30 dias eran
también mas bajas de lo esperado.”

En un reciente estudio observacional “Infarct recurrence in intracranial
atherosclerosis: results from the MyRIAD Study” se incluy6 a pacientes con un
ictus o AIT reciente causado por enfermedad aterosclerética intracraneal con
grado de estenosis entre el 50-99% y con tratamiento médico agresivo similar a
la terapia médica aplicada en el ensayo SAMMPRIS. Los resultados mostraron
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una tasa de recurrencia de ictus del 8,8% (12,7/100 pacientes-aiio) y del 5,9%
(8,5/100 pacientes-afio) de AIT atribuidos a la arteria sintomatica con una media

de seguimiento de 253 + 131 dias.”

Como podemos observar en el resumen previo de estudios observacionales y
ensayos clinicos realizados en los ultimos 20 afios, los pacientes con
enfermedad ateroscleroética intracraneal sintomatica tienen un alto riesgo de
sufrir un ictus isquémico recurrente. A pesar de que el porcentaje de pacientes
con riesgo de recurrencia ha ido disminuyendo en los ultimos afios ayudado por
el cumplimiento del tratamiento médico y por el control de los factores de riesgo
vascular, las cifras de ictus recurrentes son las mas altas entre todos los subtipos

de ictus.

Nuestros esfuerzos deben ir dirigidos a la caracterizacién del paciente con
aterosclerosis intracraneal sintomatica para estratificar el riesgo y personalizar
la terapia preventiva adaptandola al riesgo individual de cada paciente.
Asimismo, es necesario identificar los factores que actuan en cada paciente
contribuyendo a incrementar el riesgo de recurrencia. También es necesario
identificar nuevas dianas terapéuticas relacionadas con los mecanismos
fisiopatoldgicos responsables del riesgo tromboético tan elevado en estos

pacientes.”%.76

1.3.2.4. Factores predictores de riesgo de recurrencia

Los factores pronosticos o predictores de la enfermedad aterosclerdtica

intracraneal sintomatica pueden clasificarse en factores sistémicos del paciente

que estan relacionados con el desarrollo y progresién de la propia enfermedad y
factores locales relacionados con la placa intracraneal vulnerable o de riesgo.
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1.3.2.4.1.  Factores sistémicos: Pacientes de alto riesgo.

Diferencias entre etnias y origenes geograficos

La aterosclerosis intracraneal se distribuye de forma desigual entre las diferentes
regiones del mundo. En Asia, casi el 50% de los ictus son debidos a
aterosclerosis intracraneal seguida de Brasil (39%), Estados Unidos y Europa
(10-16%)""

Varios estudios han analizado las principales diferencias y sugieren que el origen
geografico o la etnia pueden ser factores predisponentes.’®’® Actualmente se
desconoce por qué es tan prevalente en los asiaticos aunque se cree que pueden
estar implicados factores fisiopatoldgicos y dietéticos, polimorfismos genéticos y
factores hemodinamicos. Son necesarios estudios que ayuden a comprender y

explicar esta diferencia. &

Factores genéticos

Se estan realizando estudios de genes candidatos y del genoma completo cuyo
objetivo es identificar a los factores de riesgo genéticos y los fenotipos
subclinicos de la aterosclerosis intracraneal asi como también qué variantes
genéticas estan implicadas en los ictus recurrentes. Por el momento no se han
identificado polimorfismos genéticos especificos, lo que puede ser debido a la
complejidad de los genes y sus variantes.808

Sexo
A lo largo de la literatura hay una preferencia del sexo femenino por la
aterosclerosis intracraneal y parece que el riesgo de recurrencia también puede

ser mayor frente al sexo femenino.8?

Edad
Este factor de riesgo se ha relacionado de forma independiente tanto con la

aterosclerosis extracraneal como con la intracraneal. Con el paso de los afos,
las arterias intracraneales se vuelven mas susceptibles al estrés oxidativo, lo que
lleva al desarrollo y progreso de las placas intracraneales.®

Ademas, la edad también es un predictor de riesgo de recurrencia.’4
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Factores de riesgo vascular

Tanto la hipertension arterial como la diabetes mellitus se han asociado de forma
independiente a la aterosclerosis intracraneal sintomatica y asintomatica en
pacientes asiaticos y caucasicos. La gravedad de las estenosis intracraneales
no se ha relacionado con una mayor concentracion de hemoglobina glicosilada
(HbA1c).8

El subanalisis de datos del estudio WASID mostré que los niveles elevados de
presion arterial y de colesterol estaban relacionados con una mayor tasa de
recurrencia de ictus y otros eventos vasculares’?. La incidencia del ictus
recurrente puede haber disminuido debido a cambios en el estilo de vida como
el ejercicio fisico en el ensayo clinico SAMMPRIS, 5. En otro estudio, cilOstazol
in Symptomatic intracranial Stenosis 2 (TOSS-2), se asociaron los niveles
elevados de apoproteina B/A a la progresion de la estenosis sintomatica. Por el
contrario, el aumento en la lipoproteina HDL y la reduccidon de las proteinas
residuales del colesterol se relacionaron con una menor progresion de las
estenosis.8%:86

El sindrome metabdlico en pacientes con aterosclerosis intracraneal sintomatica
se presenta de forma mas frecuente que en la poblacidn general. Los pacientes
sintomaticos con sindrome metabdlico del estudio WASID y aquellos evaluados
en una cohorte china presentaron un mayor riesgo de eventos recurrentes. No
obstante, el sindrome metabdlicono aporté un mayor valor pronostico adicional
mas alla de los factores de riesgo individual 8788

Extension de la aterosclerosis.

El numero de arterias afectadas por la aterosclerosis cerebral se ha asociado a
un mayor riesgo de recurrencia y de muerte vascular. En un estudio prospectivo
a gran escala, se observd que los pacientes que presentaban tanto estenosis
extracraneales como intracraneales presentaron un riesgo de recurrencia
aumentado frente a pacientes con una Unica estenosis intracraneal. 8 Asi
mismo, el grado de estenosis intracraneal también se ha descrito como factor de
riesgo de recurrencia.®® En la cohorte del estudio Chinese Intracranial
Atherosclerosis (CICAS), se concluyd que a mayor grado de estenosis
intracraneal, mayor riesgo de recurrencia (3,82% recurrencia en grado de

estenosis 50-69%, 5,16% recurrencia en grado de estenosis 70-99% vy 7,27%
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recurrencia en oclusion total).®! La progresion de la enfermedad aterosclerética
intracraneal también se ha asociado con el numero total de arterias afectadas

por aterosclerosis.®?

Calcificacion arterial

El grado de calcificacion arterial intracraneal se ha relacionado con la gravedad
de la aterosclerosis intracraneal,’®%% sin embargo, investigaciones recientes
confieren discrepancia sobre el tema. Un reciente estudio describe que la
calcificacion de la intima aparece con mayor frecuencia en placas asintomaticas,
pudiendo indicar que la lesion se encuentre estable, al igual que ocurre en las
arterias extracraneales. % La revision de Bartstra define como indicador de placa
inestable a las calcificaciones pequefias y puntadas de la capa intima mientras
calcificaciones mas grandes podrian indicar estabilidad de la placa.®® Es
necesario el desarrollo de mas estudios longitudinales que profundicen en el

papel causal de la calcificacion.

Enfermedad cerebral de pequefio vaso

La enfermedad de pequefio vaso cerebral se caracteriza por causar pequefios
infartos subcorticales, hiperintensidades de sustancia blanca, microhemorragias,
y atrofia cerebral. Se ha asociado también con demencia vascular y enfermedad
de Alzheimer.%” Aunque algunos estudios concluyen que la enfermedad de
pequeio vaso es un predictor de recurrencia de ictus en pacientes con

aterosclerosis intracraneal®® otros contradicen dicha afirmacién. 99.100

1.3.2.4.2. Factores locales relacionados con arteria sintomatica

Grado de estenosis v localizacidn en arterias intracraneales sintomaticas

Tradicionalmente se ha asociado el riesgo de recurrencia con el grado de la
estenosis intracraneal. Como mencionamos anteriormente, en el ensayo WASID,
el riesgo de recurrencia de ictus en el territorio de la arteria estendética sintomatica
llegd al 23% en pacientes con estenosis 2 70%.”2 En el estudio CICAS se
determindé que segun aumentaba el grado de estenosis, el riesgo de recurrencia
aumentaba gradualmente, siendo maximo en oclusiones completas.® En un

estudio reciente en poblacion china, también se observa una elevada recurrencia
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de ictus en pacientes con estenosis grave a los 12 meses. No obstante, dicho
estudio subraya la importancia de incluir pacientes con estenosis leves en futuros
estudios, ya que se pueden pasar por alto pacientes de alto riesgo al subestimar
la gravedad de la enfermedad aterosclerética intracraneal por el efecto de la
remodelacion positiva en las arterias.*°

Con respecto a la localizaciéon mas frecuente de la estenosis para un riesgo de
recidiva aumentado solo se ha descrito la presencia de placas coexistentes tanto

en territorio intracraneal como extracraneal.”"0"

Antiquos infartos cerebrales en el territorio vascular de la arteria sintomatica

Se consideran como factores predictivos de recurrencia los infartos cerebrales
previos, los infartos subcorticales y los infartos multiples en la enfermedad
aterosclerotica intracraneal.””> Asi mismo, se ha observado que los pacientes
que presentan infarto agudo en la imagen basal son mas propensos a padecer

nuevos eventos isquémicos que aquellos que han sufrido un AIT.10?

Factores hemodinamicos

La aterosclerosis intracraneal puede causar un compromiso hemodinamico
dependiente del grado de estenosis y de la circulacién colateral como un método
de compensacion de la reduccidn del flujo en el cerebro. El deterioro en las
arterias colaterales analizadas por angiografia se ha asociado con una mayor
recurrencia de eventos cerebrovasculares en el subanalisis del estudio
SAMMPRIS.103104 Ademas se ha observado que los pacientes con infarto en
territorio frontera presentan mayor riesgo de recurrencia frente a pacientes con

patron de infarto en otras localizaciones.%®

Microinfartos corticales

Los microinfartos corticales observados en resonancia magnética de alta

resolucion también se han relacionado con un elevado riesgo de recurrencia.%®

Caracteristicas de la placa intracraneal

Las caracteristicas morfologicas de la placa intracraneal son menos conocidas
que las de la placa extracraneal, principalmente por la inaccesibilidad de las
primeras.'”” Los estudios en autopsias realizados durante la década de los 60
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fueron claves para conocer la historia natural de la ateromatosis intracraneal y
su localizaciéon mas frecuente. Se describié que en la composicion de la placa es
frecuente encontrar depdsitos lipidicos intracelulares y extracelulares, células y
matriz extracelular de tejido conectivo.%8.19%.110 Estudios posteriores permitieron
comprobar que las placas sintomaticas intracraneales comparten las mismas
caracteristicas de vulnerabilidad que las placas extracraneales; capsula fibrosa
fina, erosidn o ulceracion, hemorragia intraplaca, nucleo lipidico, trombo y grado

de inflamacién .111.112

Actualmente disponemos de técnicas de imagen como la resonancia magnética
de alta resolucion (High-Resolution Magnetic Resonance Imaging (HRMRI)) que
permiten visualizar “in vivo” la pared vascular de las arterias intracraneales. Esta
técnica tiene el potencial de determinar las caracteristicas y la morfologia de las
placas intracraneales y de definir si se tratan de placas vulnerables. Aunque aun
es controvertido, se considera que las siguientes caracteristicas estan asociadas
a inestabilidad de la placa y recurrencia vascular: mayor area de placa, mayor
remodelacion positiva, superficie irregular y realce de la placa tras la

administracion de contraste intravenoso.!!3.114

Actividad de la placa intracraneal

La aterosclerosis intracraneal es un proceso dinamico. Con el tiempo y, sobre
todo, con la implicacion de los factores de riesgo sistémicos e individuales que
describimos en el punto anterior, la placa intracraneal progresa y puede
evolucionar hasta convertirse en una placa vulnerable con riesgo potencial de
provocar un primer evento isquémico o una recurrencia isquémica. Este proceso

depende principalmente de la actividad de la placa y de su morfologia.

No disponemos de marcadores validados que determinen la actividad de la placa
de aterosclerosis intracraneal. Existen varios candidatos entre marcadores de
imagen de pared arterial, por un lado, y biomarcadores circulantes por otro. A
continuacion, revisaremos las técnicas de imagen de pared arterial que nos
permiten aproximarnos a las caracteristicas de la placa de ateroma intracraneal,

incluyendo su actividad.
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Factores sistémicos del Factores locales relacionados

paciente con la placa intracraneal
Sexo: femenino Grado de estenosis
>Edad N° estenosis concomitantes
Diabetes mellitus Factores hemodinamicos
1 Control factores de riesgo Microinfartos corticales
vascular
Sindrome metabdlico Contenido del nucleo lipidico
N° de arterias afectadas Remodelacion de la placa
positiva
Calcificacion arterial Hemorragia intraplaca
Enfermedad de pequefio vaso Actividad de la placa

Tabla 1.2: Principales factores predictores de riesgo de recurrencia en aterosclerosis
intracraneal

1.4.Imagen de placa de aterosclerosis intracraneal

Tradicionalmente, el método para conocer el estado de las arterias a nivel
intracraneal consistia en evaluar la presencia de oclusién o de estenosis de alto
grado mediante lumenografia a través de la angiografia de sustraccion digital,
angiografia por tomografia computarizada, angiografia por resonancia
magnética y ecografia transcraneal. Actualmente estas técnicas siguen
representado un método importante para la valoracién de la patologia vascular,
pero no proporcionan informacion sobre la naturaleza histopatolégica de las
lesiones que condicionan la reduccion de calibre arterial, ni sobre la actividad de
las mismas. El uso de nuevas técnicas no invasivas, como la HRMRI permite

obtener imagenes in vivo de la pared del vaso arterial y de las placas
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intracraneales, claves para evaluar la morfologia y la actividad de las placas

ateroscleroticas. 115116

Otra técnica que se esta siendo probada en la actualidad es la Tomografia de
coherencia Optica (TCO). Esta tecnologia consiste en la adquisicion de imagenes
transversales y bidimensionales por medio de luz infrarroja cercana y mediciéon
del grado de retrodispersion de los diferentes tejidos. La resolucién es de 10 ym,
ofreciendo informacion mas fiable sobre las caracteristicas de las placas
intracraneales. Pero en la actualidad existen limitaciones y problemas técnicos
(arterias intracraneales tortuosas, estrecho campo de vision) que dificultan su
aplicacion en las enfermedades cerebrovasculares.''”'"® Se esta desarrollando
un ensayo clinico con el uso de TCO para la evaluacion de la pared arterial y de
las caracteristicas de la placa intracraneal.’"®

1.4.1. HRMRI visualizacion de la pared arterial y placa intracraneal

Las primeras imagenes de la pared de vasos intracraneales mediante HRMRI se
realizaron con escaneres con una intensidad de campo magnético de 1,5T a
través de técnicas que suprimen la sefal tanto del liquido cefalorraquideo como
de la sangre en el interior de los vasos (black-blood signal), lo que permite
diferenciar la pared arterial tanto en su cara externa (rodeada de liquido
cefalorraquideo ahora suprimido) como en su cara interna (supresion de la
sangre). No obstante, la supresion del liquido cefalorraquideo se consigue a
costa de empeorar la ratio senal/ruido por lo que el tiempo de adquisicién se ha
de alargar para conseguir una sefal suficiente. La llegada de RMs de alto campo
(mas de 3T) permitieron optimizar dicha técnica con tiempos de adquisicion
razonables; asi, se podia detectar la lesion intracraneal, la presencia de placas
y el realce post-contraste de las mismas. Estas lesiones fueron observadas por
primera vez en arterias de la circulacion posterior como la arteria vertebral distal
y la arteria basilar, pero posteriormente también se detectaron en arterias de la

circulaciéon anterior como la arteria cerebral media.''®

La HRMRI (3T y 7T) es la técnica mas prometedora para obtener imagenes

fiables, ya que cumple con todas las caracteristicas necesarias para la
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visualizacion de la pared arterial y placa intracraneal.’® Las secuencias para
obtener dichas imagenes suelen realizarse en imagenes ponderadas en T1y T2
(observandose las caracteristicas basicas, morfologia e intensidad de sefnal de
la pared arterial), imagenes de densidad de protones (su uso permite diferenciar
la pared arterial externa), imagenes ponderadas en T1 tras administracién de
contraste (intensidad del realce de la pared y/o placa), secuencias de turbo espin
eco y técnicas de sangre negra (deteccion de las paredes de vasos).'?! La
resolucion ideal suele ser menor a 1mm, con un plano transversal en 2D y 3D,
perpendicular al eje arterial para una precisa caracterizacion de la pared del

vaso.

El uso de las secuencias 2D pueden proporcionar con detalle las caracteristicas
de las lesiones de la pared arterial, ya que su resolucion es espacial al plano. La
técnica de HRMRI isotropica en 3D se ha perfeccionado para mejorar la
resolucion y reconstruir en multiples planos, aunque, en ocasiones, puede ser
limitada para caracterizar las placas intracraneales debido al pequefo tamafo
de la arteria (ACM, 3-5mm; ACA, 2-3mm; ACP, 2-3mm). Los vasos mas distales
a estas arterias y mas pequenos no pueden visualizarse en estas secuencias

(arterias cerebelosas inferiores posteriores, 1-2mm).22.123

En el ambito clinico, el uso de esta tecnologia se utiliza principalmente para el
diagnostico diferencial de la aterosclerosis intracraneal, las vasculitis, la

enfermedad de Moyamoya y la diseccién arterial.’?*

1.4.2. Imagen HRMRI en la prediccién del riesgo de recurrencia

Mediante la obtencion de imagenes HRMRI podemos evaluar la placa
ateroscleradtica intracraneal directamente para tipificar si es vulnerable.

Multiples estudios han evaluado la existencia de biomarcadores de placa
intracraneal en HRMRI que ayuden a identificar la actividad de la placa y el riesgo
de recurrencia en pacientes con aterosclerosis intracraneal. Dichos

biomarcadores son:
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Grado de estenosis: Mediante angiografia por resonancia magnética podemos

determinar el grado de estrechamiento del lumen vascular. Las clasificaciones
etiologicas del ictus solo suelen considerar a las placas que generan estenosis
mayores al 50% como causantes de ictus.'?® Deben asociar caracteristicas
morfolégicas que sugieran vulnerabilidad o mayor actividad pese a no causar
reduccion importante de la luz como gran nucleo necrotico lipidico, hemorragia
intraplaca y captacién de contraste.'?6.127 Estas caracteristicas también se han
observado en la circulacidn intracraneal, concretamente en la arteria cerebral
media, donde las estenosis moderadas son las responsables de provocar ictus
isquémicos en el mismo territorio® sin olvidarnos que las placas de
ateromatosis no estenosante pueden causar isquemia cerebral en los ictus
criptogénicos . Una revision sistematica describié que la mitad de los pacientes
estudiados con ictus agudo o subagudo presentaban una estenosis intracraneal
<50% en la ARM (Angiografia por Resonancia Magnética). Estos datos
corroboran la importancia de evaluar las caracteristicas y morfologia de la placa
intracraneal independientemente del grado de estenosis ya que a pesar de que
no cause una estenosis moderada/grave puede tener una gran relevancia

clinica. 12°

Remodelado arterial: Es un mecanismo propio de la enfermedad aterosclerética

bien conocido en las arterias cardtidas y coronarias. 303! Los patrones de
remodelacion de la pared pueden ser positivos o negativos. La remodelacion
positiva consiste en la expansion compensatoria hacia fuera del lumen de
aquella pared donde esta alojada la placa. De esta manera se alivia la estenosis
luminal que la placa pudiera producir a pesar de la acumulacién de material
necrotico en la pared. En la arteria cardtida interna, se ha encontrado una
remodelacion externa en la que la luz arterial se ha mantenido estable, pero en
la pared arterial hay una carga de placa de aproximadamente 60%. Si se
compara con las arterias coronarias, las arterias cardtidas tienen mayor
capacidad de compensacion para que el engrosamiento de la pared no afecte al
lumen vascular.'¥213  Por el contrario, la remodelacion negativa es una
reduccién del diametro exterior de la pared arterial donde se encuentra la placa
o lesion arterial. Numerosos estudios han relacionado la remodelacion positiva

con la placa aterosclerotica sintomatica.’3+13%136.137  F| estudio de Qiao et al.
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informaba de que las arterias cerebrales posteriores tienen mayor capacidad de
remodelacion positiva que las arterias en territorio anterior y que se produce
estenosis cuando la carga de la placa alcanza el 55%. Se sospecha que la
diferencia entre territorio anterior/posterior y la respuesta a la remodelacion
puede estar relacionado por el flujo sanguineo, inervacién simpatica y factores
genéticos.

El remodelado positivo también se ha visto asociado a mayor riesgo de

recurrencia. 35138

Hemorragia intraplaca: Estudios observacionales y longitudinales resumidos en

un meta-analisis definieron la hemorragia intraplaca como predictor de ictus en
las arterias carotidas extracraneales.’3® Asi mismo, se ha asociado su presencia
con inflamacion activa intraplaca, progresion de la placa y cubierta fibrosa fina o
rota. 140141142 Se cree que la hemorragia intraplaca es producida por la rotura
de la neovascularizacion, ya que se trata de microvasos débiles. Mayor numero
de microvasos se ha relacionado con la formacidn de nucleos necréticos en las
placas e inflamacion. % A nivel intracraneal, también existe evidencia que
demuestra que la hemorragia intraplaca esta relacionada con la placa
intracraneal sintomatica y con la incidencia de eventos cerebrovasculares. 38144
En el estudio de las caracteristicas de la placa asociadas a ictus recurrente de
Sun et al. no encontraron relacién entre hemorragia intraplaca e ictus recurrente,
lo que podria ser debido a la baja prevalencia de casos.'® La hemorragia
intraplaca es menos frecuente en la placa intracraneal que en la extracraneal
por lo que serian necesarios mas estudios con mayor inclusion de pacientes para
dilucidar si esta caracteristica es un buen marcador de recurrencia en placas

intracraneales.

Placa irreqular o ulcerada: el contorno de la placa se ha asociado a ictus

recientes y a alta probabilidad de recurrencia en estudios de arterias carétidas
extracraneales estudiadas mediante resonancia magnética.'® Recientes
publicaciones que estudian los componentes de la placa intracraneal, han
definido que la superficie irregular o ulcerada de la placa es mas prevalente en

estenosis intracraneales sintomaticas.'36.147 Esta caracteristica esta relacionada
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con la placa inestable y potencialmente vulnerable, pero no hay estudios que la

asocien con riesgo de recurrencia.’®®

Placa exceéntrica vy lateralidad: La localizacion excéntrica de las placas

intracraneales las convierte en mas vulnerables y propensas a provocar una
embolizacion distal.’*® No obstante, existe cierta controversia entre diferentes
estudios, ya que Dieleman et al, observo que tanto las placas excéntricas como
las concéntricas podian provocar lesiones sintomaticas.'® Futuros estudios
deberian abordar y explicar las diferencias encontradas en la literatura. Ademas,
la situacion de la placa en la pared arterial (superior, inferior, dorsal o ventral)
también es relevante.’ Asi, las placas situadas en la pared superior de la
arteria cerebral media son las mas comunmente identificadas en arterias
sintomaticas que en el lado asintomatico y pueden ser las responsables de los
infartos de las arterias penetrantes o de otras ramas arteriales que surgen
dorsalmente de la parte superior de la pared arterial.'®'.52 En la arteria basilar
ocurre un proceso similar, ya que la mayoria de las placas sintomaticas en la
arteria basilar suelen encontrarse en el lado izquierdo, derecho y dorsal, de
donde surgen la mayoria de las arterias penetrantes. '8

Area de la placa y carga de la placa intracraneal: La carga de la placa se define

como el porcentaje del area de la placa en el lugar de mayor estenosis definido
como:(area de la placa/area del vaso) x 100%. Una mayor carga de placa
intracraneal se asocia con una mayor probabilidad de encontrarnos ante una
arteria sintomatica, asi como de un mayor riesgo de recurrencia isquémica.

113,153,154

Realce post-contraste de la placa intracraneal: El realce de la placa tras la

administracién de contraste venoso a nivel periférico es una caracteristica bien
conocida en arterias extracraneales donde queda bien establecida Ila
vulnerabilidad de la placa. '°%'% En las arterias intracraneales, existe bastante
controversia acerca de la vulnerabilidad y su relacion con la recurrencia, por ese
motivo destinaremos un punto aparte de esta introduccion para dedicarlo al

realce post-contraste de la placa intracraneal.

52



1.4.3. Realce post-contraste de la pared y de la placa intracraneal

En HRMRI existe la posibilidad de combinar secuencias T1 pre y post-contraste
para ayudar en la identificacion y diferenciacion de las distintas patologias
vasculares intracraneales.'®” Dichas secuencias permiten una evaluacion
cualitativa y cuantitativa sin necesidad de un procesamiento de imagenes
posterior para su analisis, simplificando la evaluacion de la placa o la lesion

intracraneal.

El contraste atraviesa la barrera del vaso sanguineo y produce una acumulacion
de gadolinio en el espacio perivascular debido a un aumento de la permeabilidad
del endotelio. Se ha hipotetizado que el aumento de la perfusion y de la
permeabilidad se deba a procesos patolégicos como la inflamacion, la
neovascularizacion y la inestabilidad de la placa. '%® Estos datos han sido
obtenidos mediante estudios histopatolégicos que ayudan a comprender la
fisiopatologia del realce en arterias coronarias y carotidas extracraneales.
155,156,159 Asi mismo, en arterias coronarias también se ha relacionado el realce

de la placa con la fibrosis de la misma.'°

El proceso de inflamacidon aterosclerética de las arterias extracraneales esta
mediado por macrofagos vy linfocitos T. Ambas células producen un dafio en la

barrera endotelial y pueden actuar como mediadoras de la neovascularizacion.2°

1.4.3.1. Realce post-contraste de la pared arterial intracraneal

Se ha descrito la existencia de realce post-contraste arterial a nivel del endotelio
en arterias sin placa de aterosclerosis asociada. Uno de los primeros estudios
en identificar esto fue el de Aoki et.al., que observd que el realce post-contraste
de la pared arterial intracraneal se asociaba con la edad de los pacientes pero
también sugirieron que el realce podria estar relacionado con la aterosclerosis. 6
Otros estudios han senalado que el realce de la pared arterial esta relacionado
con infartos cerebrales, por ejemplo el de Takano et.al. que examin6 a 115
pacientes con HRMRI y observd que el realce fuerte de las paredes arteriales

intracraneales estaba asociado con la edad (Odds Ratio (OR), 1,088; Intervalo
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de confianza (IC) del 95%, 1,034-1,146) y con la presencia de infartos cerebrales
(OR, 4,097; IC 95%, 1,483-11,319). "2 También se ha relacionado un mayor
numero de arterias con realce en la pared vascular con los clasicos factores de
riesgo cardiovascular como la hipertensién (RR, 1.46; 95% IC: 1.06, 2.02) o la
diabetes mellitus (RR, 1.67; 95% IC: 1.20, 2.33).163

Realmente, la presencia del realce en la pared arterial ha sido observada por
muy pocos estudios en la actualidad. Se piensa que el realce de la pared podria
indicar inflamacion endotelial como ocurre con el realce de las arterias sometidas
a terapia endovascular, o bien, se debe a la formacion de los vasa vasorum en
la aterosclerosis intracraneal. Se necesitan estudios prospectivos que ayuden a
comprender el verdadero significado del realce post-contraste de la pared
arterial.

1.4.3.2. Realce post-contraste de la placa intracraneal

Existen estudios que se posicionan a favor de que el realce es una caracteristica
de alto riesgo de la placa ateroscleroética intracraneal a pesar de que las arterias
intracraneales no contienen un gran numero de vasa vasorum O un menor
porcentaje, si los comparamos con las arterias extracraneales. Aunque existe
evidencia que determina que la aterosclerosis intracraneal puede desarrollar

vasos vasorum a nivel proximal de la lesion."®4

De acuerdo con numerosos estudios, la captacidn de gadolinio en secuencias
T1 post-contraste es caracteristica de la placa intracraneal sintomatica. Este
realce se caracteriza por ser excéntrico a la pared arterial en las arterias que

irrigan el area del infarto cerebral.

Varios meta-analisis han reportado la relacién entre el realce de la placa
intracraneal y la presencia de infarto cerebral agudo en el mismo territorio de la
placa. Dos meta-analisis recientes que incluyeron 8 y 11 estudios,
respectivamente, concluyen que existe realce post-contraste en el 66 y el 89%
de las placas sintomaticas, mientras que solo captan entre el 22 y el 54% de las

placas asintomaticas. 25165
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Los ultimos meta-analisis publicados por Song et al. en 2021 y por Yang en 2022
han asociado significativamente el realce de la placa sintomatica intracraneal con

eventos isquémicos (OR, 7,4 y OR, 9,4, respectivamente).

Ademas, en el meta-analisis de Yang se concluye que existe una mayor
probabilidad de sufrir un ictus en pacientes con realce y estenosis localizada en
arteria cerebral media frente a pacientes sin realce post-contraste ni estenosis
de la arteria cerebral media. '6°

No obstante, otros estudios no han hallado asociacion entre la presencia de
realce y la presencia de placas sintomaticas'8160.167 Agj, algunos autores
postulan que la captacion de la placa puede deberse a un estado inflamatorio
generalizado mas que representar la vulnerabilidad de la placa en si misma
mientras que otros proponen que los mecanismos que llevan a las arterias a
presentar realce no son equivalentes entre las arterias intra y extracraneales al
presentar las primeras menos vasa vasorum y al faltar estudios histopatolégicos
que validen lo observado en la HRMRI. No obstante, en uno de los estudios
negativos se incluyeron una mayoria de pacientes con un infarto cerebral crénico
(145-2740 dias) donde existe la posibilidad que la placa se haya estabilizado,
dado que su actividad es un proceso dinamico con una intensidad del realce

post-contraste que disminuir gradualmente con el tiempo.'68
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Realce post-contraste placa
intracraneal
Primer autor
B Diserio del N° de . N° placas N° placas
(afio) . . Pais : » : i
estudio sujetos Sintomatica Asintomatica
Si No Si No
realce | realce | realce | realce
Kim et. al., Korea del
Retrospectivo 34 12 14 0 0
2012'"" sur
Skarpathiotakis
Retrospectivo 29 Canada 16 0 2 1
et, al.,2013"%®
Vakil et al.,
Retrospectivo 19 EEUU 7 3 1 10
2013%°
Qiao et al., .
Prospectivo 27 EEUU 21 0 31 14
201417
Teng et al., _ _
Prospectivo 139 China 54 58 9 44
20153
Xu et al.,
Prospectivo 32 China 12 3 4 13
201572
Wang et al.,
Prospectivo 57 Asiatica 24 5 10 13
20187
Lu et al.
Retrospectivo 46 China 21 1 9 22
2018
Liang et.al.
Prospectivo 47 China 23 2 16 6
2018'"°
Kwee et.al.,
Retrospectivo 14 EEUU 14 0 27 4
2019'7®
Liu et. al.,
Retrospectivo 67 China 40 5 16 6
2020'"°
Farik et.al.,
Prospectivo 34 EEUU 28 8 44 73
2020'""
Zhang et.al.,
Prospectivo 38 China 25 5 12 23
202217

Tabla 1.3: Resumen de las principales caracteristicas de los estudios que relacionan el
realce post-contraste y placa intracraneal sintomatica.
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1.4.3.3. Realce post-contraste y riesgo de recurrencia

El realce post-contraste de la placa intracraneal también se ha identificado como

predictor de riesgo de recurrencia en pacientes con aterosclerosis intracraneal.

Kim et al. publicd un estudio en el que se incluyeron a 138 pacientes con ictus
isquémico y aterosclerosis intracraneal. El 78,3% de los pacientes presentaron
captacion de realce post-contraste en la arteria sintomatica y durante el periodo
de seguimiento (media de 18 meses) un 28,3% de los pacientes sufrio una
recurrencia de ictus. La tasa de recurrencia al afio fue del 30,3% en pacientes
con realce post-contraste de la placa intracraneal y del 6,8% en los pacientes

donde no se observé captacion de contraste en la placa.'

Song et al. observé captacion de la placa intracraneal sintomatica en el 65% de
los pacientes incluidos (total de 60 pacientes). Doce pacientes sufrieron una
recurrencia de ictus relacionado con la arteria cerebral media sintomatica. El
analisis de supervivencia arrojo que los pacientes tenian un mayor riesgo de
sufrir una recurrencia de ictus si la placa intracraneal realzaba tras la
administracion de contraste (HR 14,24; IC 95% 1,21-168,11).18

Zhang et al. incluyo en su estudio a 54 pacientes con infarto cerebral agudo,
subagudo y crénico con placa aterosclerética en la arteria cerebral media cuyo
periodo de seguimiento fue de 519 dias entre la primera y ultima resonancia
Dieciséis pacientes (30%) sufrieron una recurrencia de ictus en el que el realce
estable o aumentado fue un factor independiente para recurrencia de ictus en el

analisis multivariante. 8’

En el estudio de Shen et al. un 19,4% de los pacientes incluidos sufrieron una
recurrencia con una media de seguimiento de 334 dias. La variacion de ratio
post-contraste entre la resonancia basal y la de seguimiento mostré que el realce
basal no varié entre pacientes con o sin recurrencia, pero el mantenimiento del
realce en el grado mas alto (segun una escala cualitativa) si se relacion6 con

eventos recurrentes refiriendo el estudio que el cambio dinamico de la captacion
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de realce podria ser un indicador importante de recurrencia. (mediana (rango
intercuartil): 3,34 (35,78-32,58)).182

Lyu et al. siguié durante un afio a 43 pacientes con estenosis aterosclerotica
grave en ACM, de los cuales 7 sufrieron un ictus recurrente. El area, la carga y
el grado de realce de la placa no fue diferente entre los pacientes con y sin
recurrencias, mientras que el volumen de tejido hipoperfundido fue mayor en el

grupo de pacientes que presentaron recurrencias.'8

Ran et al. estudio la asociacion de las caracteristicas de las placas
ateroscleroticas de ACM e infartos cerebrovasculares recurrentes de 105
pacientes con ictus agudos, recurrentes y cronicos. Al comprar los ictus
recurrentes con ictus agudos hallaron que el aumento en la carga de la placa fue
mayor en pacientes con ictus recurrente (odds ratio, 2,26, (IC del 95%, 1,03-
4,96)) siendo la unica caracteristica independiente asociada a ictus recurrente.
También definieron que pacientes con ictus agudo presentaban mayor realce
post-contraste que pacientes con ictus cronico, pero al compararlo entre los
grupos ictus agudo e ictus recurrente no se encontré diferencias significativas

entre ambos grupos.'"3

Shi et al. realiz6 un seguimiento clinico de 48 meses después de la segunda
resonancia (tiempo medio entre ambas de 6,2 £ 4,1 meses) a 58 pacientes donde
encontraron que 12 pacientes (20,7%) tuvieron una recurrencia de ictus. El
analisis de Cox multivariante arrojé que como caracteristicas de imagen solo la
progresion de la carga de la placa intracraneal (HR, 6,293; IC del 95%, 1,620-
24,444) era predictora independiente de a eventos recurrentes, ademas
mostraron que existia mayor supervivencia libre de eventos en pacientes sin

progresion en la carga de la placa.®*

Wu et al. incluydé en un estudio a 175 pacientes con ictus isquémico agudo y
pacientes con ictus recurrente observandose que el volumen de placa y el
numero de placas intracraneales era mayor en el grupo de pacientes recurrentes.
Ademas se observd que estas caracteristicas de la placa intracraneal se asoci6
de forma independiente con el ictus recurrente (volumen de placa culpable (OR,
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1,16; IC del 95%, 1,03-1,30; numero total de placas (OR, 1,31; IC del 95%, 1,13-
1’52)184

Para concluir este apartado de tesis podemos decir que existe numerosa
evidencia cientifica que relaciona el realce post-contraste de la placa intracraneal
como buen marcador de placas sintomaticas y de vulnerabilidad. La mayoria de
los estudios refiere que la captaciéon de realce puede deberse a mecanismos
fisiopatoldégicos como la disfuncidn endotelial, la neovascularizacion y la
inflamacion que conduce a la filtracion del contraste en la pared arterial.
Asimismo, el realce post-contraste también es un buen marcador para predecir

futuros ictus isquémicos.

Actualmente es necesario conocer mejor los mecanismos que expliquen la
relacion existente entre el realce post contraste, placa intracraneal sintomatica
y/o recurrencia de ictus ya que las evidencias hasta el momento no son claras.
En primer lugar, porque son necesarios estudios prospectivos a largo plazo. En
segundo lugar, porque la mayoria de los estudios han sido realizados en
poblacion asiatica sin conocer realmente qué sucede en sujetos caucasicos. En
tercer lugar, son necesarios estudios multicéntricos que demuestren la
aplicabilidad en la practica clinica real del realce post-contraste sin olvidar el
papel que puede tener el realce post-contraste de la pared de las arterias

intracraneales.
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Primer Diseno del Unicéntrico | N°de Etnia Tiempo de | Realce post-
autor estudio Vs sujetos seguimiento | contraste
(afho) multicéntric predice ictus

o] recurrentes

Kim et Prospectivo | Unicéntrico 138 Asiatica 18 meses Si
al.,

2016""

Lyu et | Retrospectivo Multi- 43 Asiatica 12 meses No
al., céntrico

20198

Zhang | Prospectivo Unicéntrico 54 Asiatica 17 meses Si

et al,,

2020181

Song et | Prospectivo Unicéntrico 60 Asiatica 12 meses Si
al.,

202080

Ran et | Retrospectivo | Unicéntrico 105 Asiatica No No
al., seguimiento

20213

Shi et Prospectivo | Unicéntrico 58 Asiatica 48 meses No
al.,

20214

Wu et | Retrospectivo | Unicéntrico 175 Asiatica 15 meses No
al.,

202284

Shen et | Retrospectivo | Unicéntrico 67 Asiatica 11 meses No
al.

2022182

Tabla 1.4: Resumen de las principales caracteristicas de los estudios que relacionan el
realce post-contraste con riesgo de recurrencia.
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1.5.Inflamacioén arterial y riesgo en la aterosclerosis intracraneal

La aterosclerosis es considerada como una enfermedad inflamatoria crénica de
la pared de las arterias grandes y medianas. Se considera la disfuncion
endotelial como el desencadenante de dicha enfermedad. La acumulacion de
LDL, monocitos, macréfagos, linfocitos y por ultimo de células musculares lisas
origina un aumento y desorganizacion de la capa intima vascular.'85

Aunque las arterias intracraneales tienen caracteristicas diferenciales a nivel
anatémico y hemodinamico, sin embargo, se conoce menos porque ha sido
menos estudiado a nivel histopatoldgico.'®:'8” el proceso de la aterogénesis

puede compartir los mismos mecanismos que el resto de las arterias.

El papel de la inflamacion arterial en la enfermedad aterosclerética intracraneal
no siempre ha sido relevante lo largo de los afios. Asi, cuando Lammie et al.
detallo las caracteristicas patoldgicas de placas extracraneales e intracraneales,
determiné que las placas intracraneales ocluidas no presentaban hemorragia
intraplaca, ulceracidén ni tampoco nucleo necrético o inflamacién superficial del
segmento sintomatico. Ademas, las placas intracraneales presentaban mayor

calcificacion que las placas en otras localizaciones.'8

Por tanto, el pensamiento clasico sobre la aterogénesis intracraneal, se basaba
en que la aterosclerosis en las arterias intracraneales estaba constituida por
placas frecuentemente mas estables, cuyos mecanismos de progresion eran
diferentes al resto de las arterias extracraneales, donde la participacion de la
inflamacion de la pared arterial era escasa o nula y no existian caracteristicas

morfolégicas asociadas a vulnerabilidad.'67:189

No obstante, estudios posteriores han evidenciado que las placas intracraneales
pueden presentar caracteristicas morfologicas de placas inestables y

vulnerables, como hemorragia intracraneal, neovascularizacion e inflamacién.
51,190

Chen et al. en su estudio de autopsias en arterias cerebrales medias encontrd
placas intracraneales con un area lipidica superior al 40%, mayor porcentaje de
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hemorragia intraplaca y mayor infiltracion inflamatoria en las arterias
sintomaticas frente a las asintomaticas.'®' Chung et al. examiné la disfuncion
endotelial y la inflamacion en los segmentos estenadticos intracraneales mediante
la medicion de dimetilarginina asimétrica y fosfolipasa A2 asociada a las
lipoproteinas (ambas séricas) determinando que la disfuncién e inflamacion son
similares en las arterias extracraneales e intracraneales en los pacientes con
enfermedad aterosclerética intracraneal.'®? Estos estudios permitieron poner en

duda la vision clasica que se tenia al respecto de la aterosclerosis intracraneal.

Por otro lado, diversos estudios han validado y correlacionado los hallazgos de
la placa intracraneal mediante HRMRI con estudios histoldgicos.'®3 Asimismo, el
realce post-contraste de la placa aterosclerética intracraneal en HRMRI se ha
asociado con el estado sintomatico de la placa, considerandose como marcador
de actividad y pudiendo estar asociada de forma independiente a infartos
cerebrales recientes y como factor pronodstico. Ademas también se ha propuesto
el realce post-contraste como marcador de neovascularizacion e inflamacion de

la pared intracraneal, como ocurre en estudios en placa carotidea.!?2 170, 194,195

No obstante, la participacion de la inflamacion en la enfermedad aterosclerdtica
intracraneal también se ha relacionado con biomarcadores sanguineos
inflamatorios. Estudios transversales y longitudinales realizados en asiaticos y
en caucasicos determinaron la capacidad de varios biomarcadores séricos para
predecir la progresién y riesgo de recurrencia de las placas intracraneales, asi

como otros eventos isquémicos vasculares. 7019

Se han encontrado concentraciones elevadas de ICAM-1, VCAM1, E-Selectina
y de MCP-1 en pacientes con enfermedad aterosclerdtica intracraneal. Este
hecho sugiere que hay una activacion endotelial inflamatoria en los pacientes y
que la inflamacion desempefia un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad.’®” '8 Los niveles elevados de proteina C reactiva (PCR) -
biomarcador conocido de inflamacion sistémica- han indicado ser predictores de
eventos isquémicos y de recurrencia tanto a nivel coronario como cerebral.
Ademas esta proteina parece estar implicada tanto en la aterogénesis como en
el grado de vulnerabilidad de la placa, ya que los niveles andmalos de PCR se
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han asociado a la rotura de la placa ateromatosa en pacientes con infarto de
miocardio.'®.1% Asi mismo, la IL-6, citoquina proinflamatoria multifuncional,
también se han descrito como predictor de progresion de la enfermedad
aterosclerotica intracraneal.2%°

Si nos centramos en concreto en la actividad inflamatoria local de la placa, se ha
evaluado la fosfolipasa 2 asociada a lipoproteinas.?’! Es una enzima producida
por las células inflamatorias que se ha relacionado con la inflamacion e
inestabilidad de la placa aterosclerética, aumentando el riesgo de eventos

isquémicos coronarios y cerebrovasculares.?%?

Un reciente estudio ha observado que la ratio de linfocitos y monocitos esta
asociada con el grado de realce post-contraste de la placa intracraneal. En su
estudio también determinan que la ratio de linfocitos/monocitos menor o igual a

4,0 puede predecir la inestabilidad de la placa intracraneal sintomatica.?%

Hay evidencias que prueban la utilidad de los biomarcadores séricos en el
proceso de la inflamacion endotelial de la enfermedad aterosclerética
intracraneal. Pero la especificidad de estos marcadores para identificar placas
intracraneales vulnerables y con riesgo de recurrencia aun es incierta. Es posible
que la identificacién de biomarcadores relacionados con el proceso de lesion en
el endotelio aporten con mayor precisidon la caracterizacion y vulnerabilidad de
las arterias intracraneales, pero es necesario ampliar el abanico de
biomarcadores inflamatorios especificos que permitan la estratificacion del
riesgo a nuevos ictus y recurrencias o nuevos eventos vasculares en pacientes
con aterosclerosis intracraneal, como también la posibilidad de monitorizar la

eficacia del tratamiento individualizado.

A su vez, la identificacibn de estos biomarcadores relacionados con la
inflamacion 'y la aterosclerosis ha permitido desarrollar estrategias
antiinflamatorias para estos pacientes. Actualmente el tratamiento estandar para
enlentecer la progresion de las placas ateroscleroticas intracraneales se centra
principalmente en disminuir los niveles de colesterol sin tener en cuenta el
protagonismo de la inflamacion en el proceso de la formacion de la placa y su
progresion. No obstante, el uso de estatinas ha demostrado que puede reducir
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la concentracibn de marcadores inflamatorios ademas de los niveles de
colesterol en pacientes con aterosclerosis.?®* El estudio Canakinumab
Antiinflammatory Thrombosis Outcome Study (CANTOS), centrado en el bloqueo
de la interleucina-1B (citoquina que regula la senalizacion de IL-6) mediante el
uso de anticuerpos monoclonales, fue disefiado para valorar si la disminucion de
la inflamacién vascular consigue reducir los eventos cardiovasculares
recurrentes, obteniendo como resultado en su estudio una menor incidencia de
eventos recurrentes en pacientes con infarto de miocardio tratados con
canakinumab.2% El farmaco metrotrexato probado por el ensayo Cardiovascular
Intervention Reduction (CIRT) no consiguid un efecto antiinflamatorio ni disminuir
los eventos cardiovasculares.?%® Otros ensayos clinicos han probado la eficacia
de la colchicina a baja dosis para la inhibicion de los neutrdéfilos y asi disminuir
el riesgo de placa inestable en pacientes con enfermedad coronaria. Entre ellos,
se encuentran los ensayos Low-Dose Colchicine 1y 2 (LoDoCo) y Colchicine
Cardiovascular Outcomes Trial (COLCOT), que demostraron que el uso de
colchicina disminuia significativamente el riesgo cardiovascular y el ictus

isquémico no cardioembdlico.207:208

La pregunta que subyace en toda esta argumentacion es si la inflamacion es
responsable de parte del riesgo residual que presentan los pacientes con
aterosclerosis, es decir, aquel riesgo que persiste una vez hemos controlado los
factores de riesgo vascular. Esto implicaria que las terapias especificamente
inflamatorias (las estatinas lo son de una forma indirecta, por mecanismo
pleiotrépico) podrian tener un beneficio terapéutico afadido sobre la terapia
habitual como sugieren, por primera vez, los resultados del estudio CANTOS.205
No obstante, dicho estudio incluyd a pocos pacientes con aterosclerosis
intracraneal, por lo que no sabemos si sus resultados serian extrapolables a
este tipo de pacientes. Por tanto, son necesarios estudios con pacientes que
tengan aterosclerosis cerebral extracraneal e intracraneal, como el estudio
CONVINCE (ensayo clinico con colchicina a bajas dosis en la prevencion de

infartos cerebrovasculares recurrentes).?%°

Se han realizado varios meta-analisis que incluyeron ensayos clinicos que

usaron la colchicina para la reduccion de eventos cardiovasculares y
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cerebrovasculares. En el meta-analisis de Masson et al. encontraron una
asociacion significativa entre el uso de la colchicina y reduccién del riesgo de
ictus, pero no encontraron una asociacién significativa para infarto de
miocardio.?"°

Un posterior meta-analisis de Al-Atta et al. relacion6 el uso de colchicina con una
reduccién del 52% en la incidencia de ictus en pacientes con enfermedad

coronaria estable.?!"

1.6. Justificacién del trabajo

La enfermedad aterosclerética intracraneal es un problema socio-sanitario de
gran envergadura y, si las estimaciones se cumplen, sera la etiologia de ictus
mas comun en todo el mundo. La identificacién de las placas mas vulnerables o
con alto riesgo de provocar una recurrencia de ictus, asi como la identificacion
de las placas estables y la regresion de estas, son puntos clave para poder
prevenir ictus isquémicos y ataques isquémicos transitorios y poder instaurar una
estrategia de tratamiento adecuada a cada paciente acorde con el riesgo real de
sus arterias intracraneales.

A pesar de ser una prioridad en investigacion, la asociacion del riesgo real de las
placas intracraneales con las caracteristicas de imagen aun esta sin resolver.
La caracteristica morfologica mas utilizada por los estudios como un buen
biomarcador de imagen de la pared de las arterias y de la placa intracraneal es
el realce post-contraste, asociado comunmente a la placa sintomatica, sin
evidencias del verdadero significado que supone para el paciente asintomatico
la captacidén de contraste en sus paredes y placas intracraneales. La mayoria de
los estudios han sido realizados retrospectivamente y en poblaciones asiaticas,
desconociéndose si la enfermedad afecta de forma similar en pacientes

caucasicos.

Aun no esta claro en qué medida los cambios en la pared del vaso intracraneal
que implican captacion de contraste se asocian con una tasa mayor de
recurrencia. Es necesario determinar si el realce post-contraste es un marcador
de riesgo de recurrencia. Las principales razones las podemos resumir en:

Primero, si el realce post-contraste puede ser utilizado como marcador de
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recurrencia a largo plazo. Segundo, son necesarios estudios en caucasicos ya
que la mayoria de los estudios se centran en poblacion asiatica. Tercero, si el
realce puede ser un marcador generalizable a la practica clinica real mediante el
desarrollo de estudios multicentricos, ya que ayudarian a determinar si se puede
usar de forma homogénea en los diferentes centros a pesar de contar con
diferentes resonadores. Y cuarto, es necesario disponer de un marcador objetivo
que pueda usarse superando las diferencias en el proceso de adquisicion y

procesamiento.

A nivel extracraneal, existen evidencias solidas que establecen que la
inflamacion tiene un rol relevante en la aterogénesis y en la progresion de la
placa aterosclerética contribuyendo en la patogénesis de las enfermedades
isquémicas vasculares. A nivel intracraneal, aun no hay evidencia cientifica que
aclare si la inflamacion del endotelio puede tener un papel similar en estas
arterias y si esta implicada en promover el desarrollo de las placas intracraneales
y en acelerar su progresidon hasta conseguir la desestabilizaciéon y /o
vulnerabilidad, suponiendo un elevado riesgo para los pacientes con esta
enfermedad.

El realce post-contraste detectado por HRMRI puede ser un buen biomarcador
de inflamacién local en las placas ateroscleroticas, ya que existen estudios que
avalan de forma satisfactoria la asociacién del realce post-contraste con la
vulnerabilidad de la placa, y estos estudios han relacionado a su vez con un area
mayor de macrofagos en el lugar de la lesion en arterias extracraneales. No se
conoce si el realce post-contraste se relaciona con la actividad inflamatoria de la
placa intracraneal o si el realce de la pared arterial también esta relacionado con
la inflamacion. De ser asi, dispondriamos de evidencia para apoyar que la
inflamacion puede jugar un papel clave en la aterosclerosis intracraneal de modo
analogo a como lo hace en la extracraneal, y entonces se convertiria en una

diana terapéutica.

Ademas, es necesario correlacionar los biomarcadores de imagen con
biomarcadores circulantes sistémicos que sean accesibles a la mayoria de

centros, sin depender de la tecnologia tan sofisticada como la HRMRI para
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identificar los pacientes con mayor actividad inflamatoria en sus placas de
ateroma intracraneal. Los monocitos circulantes se ha visto que participan en la
aterogénesis de las arterias extracraneales, y podrian convertirse en una diana
terapéutica importante. Sin embargo, por el momento, se desconoce si pudieran
desempenfar un papel importante también en el proceso de aterogénesis

intracraneal.
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2. Hipotesis y objetivos

Nuestras hipotesis son que:

1. El realce post-contraste de la placa intracraneal en HRMRI sera un factor
predictor de nuevos eventos cerebrovasculares a largo plazo en pacientes
con enfermedad ateroscleroética intracraneal.

2. Las subpoblaciones de monocitos circulantes, como marcadores
indirectos de inflamacion vascular, se correlacionaran con la presencia de
lesion aterosclerdtica intracraneal y con el grado de realce post-contraste
de las placas intracraneales en pacientes con enfermedad aterosclerdtica.

Por lo tanto, los objetivos de esta tesis son los siguientes:

1. Determinar si el realce tras la administracion de contraste en la placa
aterosclerética intracraneal predice el riesgo de nuevos eventos
cerebrales a largo plazo en pacientes de origen caucasico con

aterosclerosis intracraneal.

2. Evaluar la distribucion diferencial de subpoblaciones monocitarias
enrelacion a la presencia de aterosclerosis intracraneal sintomatica,
asi como determinar la relacion de las subpoblaciones monocitarias
con el grado de realce post-contraste de la placa de ateroma y de la
pared arterial intracraneal.
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3. Metodologia

3.1.Diseno de los estudios

Para poder responder a ambos objetivos, se han disefiado dos estudios de

investigacion diferentes:

El primer objetivo esta respondido en el primer trabajo de investigacion,
que fue financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill dentro del programa
FIS 2013 Proyecto CRYPTICAS (Investigador principal: Juan Francisco
Arenillas; P113/02544), cuyo titulo es: “Aumento del realce post-contraste
de la placa aterosclerdtica intracraneal y riesgo a largo plazo de futuros
eventos cerebrovasculares”. Fue un estudio multicéntrico, con la
participaron de tres centros terciarios de ictus espanoles: el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid (HCUV), el Hospital Universitario
Germans Trias i Pujol (HUTIP) de Badalona y el Hospital Universitario Vall
d'Hebron (HUVH) de Barcelona

La mayoria de los resultados de este trabajo se han recogido y publicado
en el articulo con DOI: 10.1111/jon.13077 (Anexo 1)

El segundo objetivo se responde a través de un segundo trabajo de
investigacion, consecuencia del desarrollo del proyecto de investigacion
financiado a través del FIS 2016 Proyecto ENHANCEMENT (Investigador
principal: Juan Francisco Arenillas; P116/01396), titulado “Caracterizacion
del realce post-contraste como marcador de actividad inflamatoria de las
placas de aterosclerosis intracraneal’. Se realizé integramente en el
HCUV (estudio unicéntrico) con un seguimiento clinico y radioldgico a los
3 meses de todos los participantes.

El manuscrito con los principales resultados de esta segunda
investigacion esta en fase de elaboracion y sera sometido a revision en

breve.
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Ambos estudios son observacionales, prospectivos y longitudinales.

Cada estudio se realiz6 siguiendo las normativas vigentes, como la declaracion
de Helsinki y el Convenio de Oviedo. Fue aprobado por cada Comité Etico de
Investigacion Clinica de cada hospital participante (CASVE: estudio 1: PI-14-173;
estudio 2: P118-1076).

Cada paciente o sujeto recibié informacion especifica del estudio en el que
participaba, aceptando y firmando todos ellos por escrito el consentimiento

informado.

Creamos una base de datos especifica para cada estudio, con la finalidad de
recoger todos los datos clinicos y radiologicos de los participantes de acuerdo
con la Ley Espariola de Proteccion de Datos. En el estudio 2, ademas se cred
una base referente a los datos recogidos en la citometria de flujo.

En ambos estudios se ha empleado la lista de verificacion para reportar estudios

observacionales en epidemiologia (STROBE).2"?

3.2.Poblacioén del estudio

En el estudio 1 se incluy6 a un grupo de pacientes sintomaticos con enfermedad
aterosclerodtica intracraneal y a un grupo de sujetos asintomaticos con
enfermedad aterosclerotica intracraneal. Este ultimo grupo estuvo compuesto
por sujetos con estenosis intracraneal asintomatica detectada durante su
participacion en el estudio “Aterosclerosis Intracraneal Asintomatica en
Barcelona (Barcelona-AslA)” cuyo objetivo fue determinar la incidencia de
aterosclerosis intracraneal asintomatica en una muestra poblacional sin
antecedentes de ictus mediante eco-Doppler transcraneal entre marzo del 2007
y junio de 2010.2"3

Los criterios de inclusion para pacientes sintomaticos fueron los siguientes:

1) Ictus isquémico o AIT de alto riesgo (evaluado mediante la escala de
ABCD2 (Score de 6-7: riesgo elevado))?'* cuya etiologia fuera atribuida a
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2)
3)

una estenosis intracraneal (>50%) localizada en la arteria carétida interna
(ACI) en su porcion intracraneal, en el segmento M1 de la ACM, segmento
M2 de la ACM (M2 MCA), ACA, AV, AB, o ACP en ausencia de cualquier
estenosis carotidea extracraneal ipsilateral significativa.

Ausencia documentada de fibrilacion auricular.

Ausencia de discapacidad grave

Los criterios de exclusion para los mismos pacientes fueron:

1)

Contraindicaciones para la realizacion de la RM, como, por ejemplo:
marcapasos, implantes mecanicos, claustrofobia y/o insuficiencia renal
cronica de grado 3.

Tratamiento de reperfusion endovascular para el ictus isquémico agudo.
Mal estado fisico y clinico para la realizacién de la RM.

Paciente institucionalizado con imposibilidad para realizar el protocolo del
estudio.

Negativa del paciente para la participacion en el estudio o retirada del
consentimiento informado.

Dificultades técnicas para adquirir o procesar la RM.

Regresion de la estenosis intracraneal antes de la realizacion de la
HRMRI.

Estenosis intracraneal que no puede ser considerada como sintomatica.
Imposibilidad de realizar la RM durante los primeros 15 dias después de

sufrir el ictus isquémico agudo.

10) Coexistencia de otra enfermedad potencialmente causante de los

sintomas como una estenosis carotidea ipsilateral extracraneal mayor del

50% o una placa con caracteristicas morfolégicas de vulnerabilidad.

En el grupo de sujetos asintomaticos los criterios de inclusion fueron:

1)
2)

3)

Sujetos mayores de 50 afos.

Deteccion de estenosis intracraneal mediante doppler transcraneal
confirmada por ARM

Ausencia de antecedentes de enfermedad coronaria
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4)

5)

Riesgo cardiovascular moderado-alto. Este criterio fue evaluado por la
puntacion REGICOR >5).2'5 Esta escala es la adaptacion validada de la
puntacion de riesgo de Framingham (>10) para la poblacion espafiola y
calculada en base a la edad, sexo, diabetes, tabaquismo, presion arterial
y niveles de colesterol.

Dependencia fisica o psiquica grave o institucionalizacion.

Los criterios de exclusion fueron:

1)

Contraindicaciones para la realizacion de la prueba de RM como, por
ejemplo: marcapasos, implantes mecanicos, claustrofobia y/o
insuficiencia renal crénica de grado 3.

Mal estado fisico y clinico para la realizacién de la RM.

Negativa para la participacion en el estudio o retirada del consentimiento
informado.

Dificultades técnicas para adquirir o procesar la RM.

Regresion de la estenosis intracraneal antes de la realizacién de la
HRMRI.

En el estudio 2 se incluyeron de forma consecutiva a:

1.

Pacientes con enfermedad aterosclerdtica intracraneal sintomatica que
estuvieron ingresados durante la fase aguda del ictus en la unidad de ictus
del HCUV

Sujetos sin historia de ictus reciente (minimo mas de un afio) pero con
una alta probabilidad de tener aterosclerosis intracraneal. Esta cohorte de
sujetos fue seleccionada a partir de sujetos diabéticos mellitus tipo 2 de
larga evolucion y alto riesgo cardiovascular controlados por el servicio de
endocrinologia y nutricion del HCUV. A este grupo se le denomind

asintomatico.

Los pacientes sintomaticos tenian que cumplir con los siguientes criterios de

inclusion:
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1)
2)

Edad mayor de 18 afios.

Infarto cerebral agudo cuya etiologia fuera atribuida a una estenosis
intracraneal (>50%) localizada en la porcidn intracraneal de la arteria
carotida interna (ACI), en los segmentos M1 0 M2 de la ACM, o en la ACA,
AV, AB, o ACP

Ausencia de cualquier estenosis carotidea extracraneal ipsilateral
significativa (estenosis >50% o presencia de placa morfologicamente
vulnerable).

Exclusion de otras causas probables o coexistentes de ictus isquémico
mediante estudio etiologico completo.

Los criterios de exclusion fueron:

Tratamiento de reperfusion endovascular para el ictus isquémico agudo.
Contraindicaciones para la realizacién de una RM con contraste, como
marcapasos, implantes mecanicos, claustrofobia y/o insuficiencia renal
cronica de grado 3.

Comorbilidad grave o institucionalizaciéon del paciente que impidiese
realizar el protocolo del estudio.

Negativa del paciente para participar en el estudio o retirada del
consentimiento informado.

Dificultades técnicas para adquirir o procesar la RM.

Regresion de la estenosis intracraneal antes de la realizacién de la
HRMRI.

Estenosis intracraneal que no pudo considerarse como sintomatica.
Imposibilidad de realizar la RM durante los primeros 15 dias después de

sufrir el ictus isquémico agudo.

Para los sujetos asintomaticos, los criterios de inclusion fueron:

1)

2)

Sujetos diabéticos tipo 2 mayores de 50 afios de larga evolucion (>5 afios)
controlados por el servicio de Endocrinologia y Nutricion del HCUV con
factores de riesgo cardiovascular como hipertensién arterial o dislipemia.

Ausencia de ictus o infarto de miocardio en el ultimo ano.
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3) Analitica general reciente con los niveles de creatinina en rango (0,5 -1,1
mg/dl).

Los criterios de exclusion fueron:

1) Contraindicaciones para la realizacion de la RM con contraste como, por
ejemplo: marcapasos, implantes mecanicos, claustrofobia y/o
insuficiencia renal crénica de grado 3.

2) Dependencia fisica o psiquica grave o institucionalizacion.

3) Negativa del sujeto para la participacion en el estudio o retirada del
consentimiento informado.

4) Dificultades técnicas para adquirir o procesar la RM.

3.3.Variables basales clinicas

En los dos estudios se recogieron caracteristicas demograficas y clinicas como
la edad, el sexo, y factores de riesgo cardiovascular (hipertension arterial,
diabetes mellitus, hipercolesterolemia, ictus, historia previa de cardiopatia
isquémica y medicacidn concomitante previa).

Asimismo, en los grupos de pacientes sintomaticos se evaluo la gravedad del
ictus mediante la escala Nacional Institutes of Health (NIHSS) a la llegada al
hospital y en el momento del alta. El estado funcional a largo plazo se evaluo
tras el ictus en el momento del alta hospitalaria mediante la escala modificada
de Rankin.

La medicacién preventiva en el momento de realizar la RM con antiagregantes
plaquetarios (acido acetilsalicilico 100mg, 300mg y clopidogrel 75mg) se clasifico
primero como variable cualitativa para luego clasificarse en una variable
dicotomica (respuesta afirmativa si tratamiento con uno o varios antiagregantes).
El uso de estatinas también fue clasificado en una variable dicotdmica. Se
consider6 como respuesta afirmativa si el paciente estaba en tratamiento
preventivo con estatinas de alta potencia (atorvastatina 40 6 80mg, rosuvastatina
20 6 40mg)316
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3.4. Protocolo de neuroimagen

3.4.1. Protocolo de neuroimagen para la seleccion de los participantes

En el estudio 1, en la fase de preseleccion se realizé un estudio de neuroimagen
para la identificacion y localizacion de la estenosis intracraneal.

En el grupo de sujetos asintomaticos, el estudio previo de la estenosis se realizo
en el laboratorio de ecografia del HUGTIP mediante ecografia Doppler
transcraneal (General Electrid Vivid/Pro (GE Vingamed Ultrasound, Horten,
Noruega)). Se examinaron las arterias ACI intracraneal, ACM, ACA, AV, ABy la
ACP. En los segmentos mas patoldgicos se evaluaron las caracteristicas de las
placas (superficie, ecogenicidad y espesor de la media-intima) y el grado de
estenosis en funcién de la velocidad sistolica maxima (VSM). Los valores de
VSM para estenosis =250%/<50% fueron ACA de =155/2120 cm/s; ACM
2220/2155 cm/s; ACP =2145/2100 cm/s; AV 2120/=290 cm/s y AB 2140/=2100 cm/s.
Para la ACI intracraneal los valores de VSM fueron <50%: <125 cm/s; 50-70%:
125-230 cm/s; >70%: > 230 cm/s. La estenosis intracraneal se considero
significativa cuando el porcentaje era = 50%.2""

Posteriormente todas las estenosis detectadas por ecografia Doppler fueron
corroboradas mediante una angio-RM tiempo de vuelo TOF-ARM.

En el grupo de pacientes sintomaticos se identifico la estenosis intracraneal
sintomatica mediante ecografia Doppler transcraneal o estudio mediante
angiografia por tomografia computarizada (ATC) en cada centro reclutador
(HCUV,HUGTIP y HUVH). Para el calculo del grado de estenosis se utilizaron
los mismos criterios que los mencionados para ecografia Doppler y los criterios
WASID (1- [didametro de la estenosis/didametro de referencia]x100)?'® para ATC.
Se consideraron estenosis significativas aquellas con un grado de estenosis
>50%.

En ambos grupos se identific6 también la presencia de aterosclerosis
extracraneal carotidea y su grado de estenosis evaluada mediante una ecografia

Doppler de troncos supraadrticos. El grado de estenosis fue calculado con la
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VSM siendo: <50% <125 cm/s; 50-70%: 125-230 cm/s; >70%: > 230 cm/s. En el
grupo de pacientes sintomaticos, se excluyeron aquellos que presentaban una
estenosis en la arteria carotida interna extracraneal ipsilateral mayor o igual a
50% o con presencia de placas de ateroma con caracteristicas morfolégicas de
vulnerabilidad.

Posteriormente, para realizar el analisis estadistico, los pacientes y sujetos
fueron clasificados en dos grupos en funcion de la presencia o ausencia de
cualquier placa o estenosis extracraneal que cumpliera con los criterios de

inclusion.

3.4.2. Protocolo de neuroimagen para estudio de pared arterial por

resonancia magnética de alta resolucion.

A todos los participantes incluidos en el estudio se les realizé a continuacion una
RM cerebral de alta resolucion. En el HCUV se utilizé el modelo de RM Achieva
3,0T TX Philips Medical System, y en el HUGTIP y HUVH se utilizaron modelos
Siemens Verio 3T. En todos los hospitales se utilizé el mismo protocolo de

imagen.

La identificacion y localizacion de la estenosis intracraneal de interés se realizo
mediante la evaluacidn de la angiografia por RM (TOF-ARM) (figura 3.3). Una
vez identificada la lesion a estudiar se planifico el estudio de secuencias de alta
resolucion en un plano axial y longitudinal a la arteria afectada y centrado en el
area de la placa para el estudio de las caracteristicas y realce post-contraste de
la placa (figura 3.4). La planificacion de dichas secuencias se realizé de acuerdo
a las indicaciones de un neurorradidlogo experto. La tabla 3.1 muestra las
secuencias realizadas y sus caracteristicas técnicas. Para la adquisicién de las
secuencias post-contraste se administro mediante via periférica 0,1mmol/kg de
acido gadolinio- dietilentriamina pentaacético y las imagenes se adquirieron 5
minutos después de su administracion. Para evitar las posibles interacciones con

las sefiales sanguineas se usaron técnicas de compensacion de flujo.
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La realizacion de la RM en pacientes sintomaticos se realiz6 en los primeros 15
dias tras el ictus y en los sujetos asintomaticos tras la aceptacion, inclusiéon y

firma del consentimiento informado.

En el estudio 2 se llevd a cabo un protocolo de neuroimagen similar. Las

principales diferencias radican en lo siguiente:

- Inclusién de sujetos asintomaticos: Se realizé un estudio de neuroimagen
mediante ecografia Doppler de troncos supraadrticos y transcraneal
posterior a la inclusion y previo a la realizacion de RM 3T en el laboratorio
de ecografia Doppler del HCUV, cuya finalidad era conocer la presencia
y grado de estenosis extracraneal e intracraneal.

- Inclusién de pacientes sintomaticos: Los criterios de neuroimagen fueron
similares en ambos estudios, la principal diferencia es que el HCUV fue el
unico centro reclutador.

- La RM utilizada para el estudio fue la RM 3T (modelo de RM Achieva 3,0T
TX Philips Medical System) del HCUV. Las caracteristicas y protocolo

especifico se detallan en la tabla 3.1.
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Modelo de

Resonancia

Philips
Achieva 3T
(HCuvV)
Philips
Achieva 3T
(HCuvV)

Siemens Verio
3T (HUGTIP
and HUVH)

Secuencia

DWI
Axial 3D TOF
MRA
FLAIR
T2 TSE Axial
T2 FFE

Sagital T1 TSE
HR
T2 TSE Oblicuo
T1 TSE Coronal
HR post-Gd-
DTPA
T1 TSE Sagittal
HR post-Gd-
DTPA
Coronal T1 TSE
HR

DWI
Axial 3D TOF
MRA
FLAIR
T2 TSE Axial
T2 FFE

Sagital T1 TSE
HR
T2 TSE Oblicuo
T1 TSE Coronal
HR post-Gd-
DTPA
T1 TSE Sagittal
HR post-Gd-
DTPA
Coronal T1 TSE
HR

Campo de
vision (FOV)

240x240 mm
213x213 mm

240x189 mm

250x188 mm
250x207 mm

130x130 mm

130 x130mm

150x150 mm

130x130 mm

150x150 mm

250x250 mm
200x180 mm

200x256 mm

256X320
250x187 mm

256x256

320x320

180x160 mm

256x230

180x160 mm

Grosor

del corte

4 mm

1 mm

4 mm

4 mm

4 mm

2 mm

2 mm

2 mm

2 mm

2 mm

4mm

0.50 mm

3mm

3mm

1.5 mm

2mm

2mm

2 mm

2mm

2 mm

Espacio Tiempo de

Repeticion

Secuencias de parénquima

1 mm 3573 ms
0.5 mm 27 ms

1 mm 11000 ms

1 mm 3000 ms

1 mm 566 ms

Secuencias centradas en la placa

0 mm 2000 ms
O mm 3000 ms
0 mm 550 ms
0mm 2000 ms
0 mm 550 ms

Secuencias de parénquima

1.2mm 6600 ms
5 mm 21 ms
1mm 9000ms
0.9mm 4520ms
0.3 mm 28 ms

Secuencias centradas en la placa

0 699ms
0 3794.6
0.1 mm 702 ms
0 699ms
0.1 mm 702 ms

Tiempo de

Eco

98 ms
5.8 ms

125 ms

80 ms

16 ms

20 ms

80 ms

10 ms

20 ms

10 ms

100 ms
3.6 ms

99ms

81ms

20 ms

15ms

91

9.7 ms

15ms

9.7 ms

Tamaiio de voxel

1.5x2.2 mm
0.25x0.491 mm

0.65 x 0.9 mm

0.58 x 0.72 mm
0.9x1.12 mm

0.65 x 0.9 mm

0.65 x 0.9 mm
0.72 x 0.9 mm

0.65 x 0.9 mm

0.72 x 0.9 mm

1x3x1.3x4 mm

0.5x0,5x0.5 mm

1x1Tmm

0.68x0.68mm
1x08x1.5 mm

0.58x0.58mm

0.47x0.47mm

0.8x0.6x2 mm

0.58x0.58mm

0.8x0.6x2 mm

Tabla 3.1: Caracteristicas especificas de las diferentes resonancias magnéticas que se
han usado en el estudio.
HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valladolid. HUGTIP: Hospital Universitari
Germans Trias | Pujol; HUVH: Hospital Universitari Vall d'Hebron; DWI: Diffusion-
weighted imaging; FLAIR: FLuid-Attenuated Inversion Recovery; TOF: Time-Of-Flight;
ARM: Angiografia por Resonancia Magnética; TSE: Turbo Spin Echo; HR: High
Resolution; FFE: Fast Field Echo; SWI:Susceptibility-weighted imaging; N/A: No Aplica.
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Tiempo de
inyeccion

de contraste

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A

N/A

N/A

5 minutos

5 minutos

N/A

N/A
N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

5 minutos

N/A

N/A



En las figuras 3.1 y 3.2 se muestra un esquema que resumen la seleccion,

inclusion y procedimientos realizados en los participantes.

Inclusién de pacientes <15dias
con estenosis ictus
intracraneal
sintomatica (ictus
agudo)
ESTUDIO 1
©
Resonancia
Magnética de Alta

Resolucion
Seguimiento clinico de largo plazo g

Inclusion

Inclusién de sujetos
con estenosis
intracraneal
(Cohorte AslA)

Deteccion previa
de estenosis
intracraneal por
ecografia doppler
transcraneal

S

Resonancia
Magnética de Alta
Resolucién

Figura 3.1 Esquema que muestra la seleccion, inclusién y procedimientos realizados en
los pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos del estudio 1.
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( <15dias \ ( 3 meses \
ict
Inclusién de pacientes folus

con estenosis 5] ]
intracraneal sintomatica
(ictus agudo)

Citometria de flujo Citometria de flujo

ESTUDIO 2

Resonancia Magnética de Resonancia Magnética de
Alta Resolucién Alta Resolucion
’ Inclusién \

Criterios de

inclusion sujetos =
asintométicos H
DM tipo 2 > 5 afios
y HTA o dislipidemia
No IAM o ictus Citometria de flujo

isquémico en el afio
anterior

Deteccién de
estenosis 1\

extracranealese \)

intracraneales por

ecografia doppler Resonancia Magnética de
Alta Resolucién

Figura 3.2: Esquema que muestra la seleccidn, criterios de inclusion y procedimientos
realizados en pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos del del estudio 2. DM:
Diabetes mellitus; HTA: hipertension arterial; IAM: Infarto agudo de miocardio.

3.5. Andlisis de las imagenes

En ambos estudios las imagenes fueron grabadas y pseudoanonimizadas en
cada hospital participante en el estudio y posteriormente enviadas a un

laboratorio central de imagen para su evaluacion y analisis.

En el primer estudio el analisis fue realizado por tres neuroradiologos (M.R.V,
J.M y C.V) y una neuréloga vascular especializada en neuroimagen (M.H.P),
todos ellos con mas de 10 afos de experiencia.

En el segundo estudio el analisis fue realizado por una neuroradiéloga (M.R.V),

una neurologa vascular especializada en neuroimagen (M.H.P) y una estudiante
predoctoral (B.G.V).
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Las evaluaciones de las imagenes se realizaron por equipos de dos especialistas

que desconocian los detalles clinicos de los pacientes. En caso de desacuerdo

se solicito la participacion de un tercer observador para llegar a un acuerdo.

La calidad de las imagenes fue clasificada por los expertos segun una escala

Likert de 4 puntos (1= insuficiente para el diagndstico, 2= adecuada, 3= buena,

4 = Optima). Solo se seleccionaron para su posterior analisis las imagenes con

puntuacion igual o mayor a 2.

Las variables de imagen evaluadas fueron:

1. Variables de parénquima cerebral

a.

Presencia y patrén del infarto cerebral agudo en la imagen
ponderada por difusion (DWI); especialmente relevante en los
pacientes sintomaticos categorizado por no infarto o infarto
cerebral agudo.

Hiperintensidades de la sustancia blanca (HSB) periventricular y
subcortical evaluadas en secuencias FLAIR y T2 TSE clasificadas
segun la escala de Fazekas de 0 a 3 puntos, siendo 0 = ausencia
de HSB, 1 = afectacion leve, 2 = afectacion moderada, 3 =
afectacion grave.?'®

Presencia de infartos lacunares en FLAIR y T2, definidos como
lesiones en parénquima de entre 3 y 15mm de diametro en
localizaciones tipicas.??°

Presencia de microhemorragias cerebrales definidas como
artefactos redondos u ovoideos menor o igual a 10mm visualizados
mediante la secuencia eco gradiente (FFE) en el HCUV y mediante
las secuencias de susceptibilidad magnética (SWI) en HUGTIP y
HUVH.220

2. Variables de la placa:

En el estudio 1, en los pacientes sintomaticos se consider6 como placa

sintomatica a la placa aterosclerdtica situada en el mismo territorio
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cerebral del evento isquémico. En los sujetos asintomaticos, se evaluo la
placa estendtica con mayor espesor de la pared arterial o mayor grado de
estenosis determinada por TOF-ARM (figura 3.3).

En el estudio 2 la evaluacién de la placa intracraneal solo fue realizada
en aquellos pacientes o sujetos en los que se identific6 una placa
intracraneal en la arteria de interés (mismos criterios que en el estudio

previo para la seleccion de la arteria/placa de interés).

En todas las placas se evalué:

a. Grado de estenosis en imagenes de alta resolucion de la pared del
vaso evaluado segun los criterios WASID (1- [diametro de la
estenosis/diametro de referencia]x100)?'8. Se ha considerado que
el diametro de la estenosis es el diametro minimo del lumen donde
se encuentra la estenosis maxima del vaso y diametro de
referencia es el lugar donde la arteria se encuentra normalizada y

proximal al lugar donde esta la estenosis.

b. Area de la placa evaluada mediante la delimitacién manual de la
misma en las secuencias T1y T2 TSE.

c. Superficie de la placa: se consider6 como regular o irregular segun
el examen visual en las secuencias T2 TSE.

d. Ratio de remodelacién arterial (RR): definido como:

area de la pared externa en el lugar de la estenosis

area de la pared externa en el lugar de referencia
Se consider6 como remodelacion positiva si la RR>1,05,

remodelacion no positiva si la RR estaba comprendida entre 0,95
y 1,05, y remodelacion negativa si la RR<0,95.
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e. Para registrar la intensidad de la sefal de la placa, se hizo una
medicion antes y después de la administracion de contraste en las
secuencias T1 TSE, dibujando manualmente las regiones de
interés que seleccionan la placa visible (ROI). Se realizaron dos
mediciones diferentes en cada placa y se recogi¢ la media de
ambas mediciones. Ademas, para el estudio 1 se calculé la ratio
de realce en la placa tras la administracion de contraste, definida
como la intensidad de la sefial de la placa post contraste/
intensidad de la sefial de cuerpo calloso. La medicion de la
intensidad de la sefal de la placa se realizé en el corte donde el
realce de la placa era mayor. En el estudio 2, la intensidad del
realce se evalué empleando una escala visual, como se describe

en el siguiente apartado.
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Figura 3.3: Evaluacion del grado de estenosis mediante la secuencia TOF-ARM. Flecha
verde sefala zona donde se encuentra estenosis arterial.

Figura 3.4: Ejemplo de ROI de la placa intracraneal post-contraste. Se segmentaron
manualmente los limites del lumen y de la pared externa en las imagenes post-contraste
con el programa OsiriX DICOM Viewer (v.12.0.1). Se determiné el area de la placa y la
intensidad media de realce post-contraste.
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En el estudio 2 se evaluaron ademas otras variables de imagen:

a. Evaluacion visual del realce de pared arterial de todas las arterias
intracraneales. Para ello, en primer lugar, se evaluaron las secuencias T1
coronal sin contraste y post-contraste para, en segundo lugar, determinar
qué paredes arteriales muestran realce grado 2 o fuerte, y en tercer lugar,
se contabilizd el numero de total de arterias intracraneales con realce
post-contraste por paciente (figura 3.5). La evaluacion visual del realce
de las arterias se realizé utilizando una escala de clasificacion de tres
niveles:

e grado 0 (nulo): no se encontro realce arterial,

e grado 1 (leve): se encontrd leve realce arterial y este era menor
que el realce de la glandula pituitaria,

e grado 2 (fuerte): se hall6 realce significativo arterial, similar al
realce de la glandula pituitaria.

b. Estudio de realce post-contraste de la pared arterial en todos los
pacientes: Se realizé un analisis cualitativo del realce de la pared arterial
de las arterias intracraneales de interés en la secuencia T1 coronal
posterior al contraste utilizando una escala de clasificacion visual similar
a la referida en el punto anterior. En una variable resumen dicotémica
(si/no) se considerd presencia de realce significativo cuando se observo
un grado 2 de realce (realce significativo de la pared arterial, similar al
realce de la glandula pituitaria) (figura 3.6).

c. Estudio de realce post-contraste de la placa intracraneal en aquellos
pacientes que presentaron placa intracraneal en la arteria de interés: En
estos sujetos se hizo un estudio especifico para evaluar el realce post-
contraste de la placa en la secuencia T1 coronal. Para determinar el realce
post-contraste de la placa intracraneal se utilizé el mismo método
cualitativo previo (grado 0 (nulo): no se encontro realce en la placa
intracraneal, grado 1 (leve): leve realce en la placa intracraneal inferior al
realce de la glandula pituitaria, grado 2 (fuerte): realce significativo de la
placa intracraneal igual al realce de la glandula pituitaria). La variable
realce de la placa intracraneal fue clasificada de forma dicotomica (Si/No)

91



considerando realce positivo de la placa los grados 1 y 2 de la escala
(figura 3.7).

Para analizar el conjunto de la captacién de realce post-contraste de la placa y
de la pared arterial de la arteria de interés de cada paciente se cre6 una variable
multi-respuesta para clasificar la captacion del realce post-contraste (no realce,
captaciéon de contraste en pared arterial, captacién de contraste en placa con o
sin realce de pared arterial).

Figura 3.5: Secuencia T1 coronal post-contraste. Determinacién del total de las arterias
que presentan realce post-contraste. Las flechas verdes sefalan las arterias con
captacion de realce post-contraste fuerte.
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Figura 3.6: Secuencia coronal T1 post-contraste. Las flechas verdes sefalan las
paredes arteriales con realce post-contraste grado 2 o fuerte.

Figura 3.7: Secuencia T1 TSE post-contraste. La flecha verde sefala la placa
intracraneal, en ella se ve una captacién post-contraste grado 2 o fuerte.
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Todos los participantes (sintomaticos y asintomaticos) fueron reclasificados
segun los hallazgos encontrados en la HRMRI de la pared arterial y de la placa
intracraneal sobre la captacién post-contraste en la arteria de interés para
estudiar la relacién con las diferentes poblaciones de monocitos. La clasificacion
fue la siguiente:
e Los sujetos sin realce post-contraste de pared arterial ni de placa
intracraneal se clasificaron en un grupo denominado no realce.
e Los sujetos con realce post-contraste de la pared arterial se incluyeron en
un grupo de realce solo de pared arterial.
e Los sujetos que presentaban realce en la pared arterial y realce en la
placa intracraneal o solo realce post-contraste de la placa intracraneal se
incluyeron dentro del grupo realce en placa y/o pared intracraneal.

3.6. Protocolo de estudio de muestras sanguineas.

En el estudio 2 se realizd un protocolo especifico para el estudio de muestras
sanguineas. En pacientes sintomaticos se recogieron las muestras sanguineas
coincidiendo con los estudios de RM en el tiempo basal y a los 90 dias. En
sujetos asintomaticos, la muestra sanguinea se extrajo coincidiendo también con

la realizacion del estudio de RM.

La muestra de sangre periférica extraida incluia dos tubos de plasma con
anticoagulante acido etilendiamino tetraacético (EDTA), un tubo seco para suero
y un tubo para estudios de ARN (tubo BD Vacutainer™ PAXgene). Un tubo de
plasma y el tubo de suero fueron procesados, alicuotados de forma anonima y
almacenados a -80 grados hasta su posterior analisis. El tubo de plasma restante
se utilizé para la determinacion del perfil de distribucion de las diferentes
poblaciones de monocitos, analizadas inmediatamente a su extracciéon mediante
citometria de flujo en el Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) de la
Universidad de Valladolid & Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC).
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3.6.1. Protocolo para analisis de monocitos por citometria de flujo

Para el analisis de la distribucion de las diferentes poblaciones de monocitos
(Mon1 (CD14**/CD16°, Mon2 (CD14**/CD16*) y Mon3 (CD14*/CD16**), se utiliz6
citometria de flujo, concretamente se uso el citometro analitico Gallios, ubicado
en el IBGM.

Todas las muestras fueron obtenidas en horario de mafiana, dejando descansar
al participante al menos 5 minutos y antes de realizar la RM para evitar un
aumento de monocitos CD16" debido al estrés. Las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente y fueron procesadas dentro de las dos horas siguientes a

su extraccion.

Para la determinacion de los subconjuntos de monocitos se utilizaron 100 ul de
sangre total anticoagulada incubada con anticuerpos monoclonales de raton anti
CD14 PE-CY7 (ref 557742), anti CD16 APC (ref 561304), anti HLA-DR BB515
(ref 564516), anti CCR2 BV421 (ref 564067) y anti CCR5 Pac Blue (ref 562576)
(BD Biosciences) durante 30 minutos, para asegurar la saturacion adecuada de
epitopos de los monocitos. Posteriormente, los hematies se lisaron mediante un
tampdn de lisis (BD Biosciences, ref 349202) y se centrifugaron a 500G para
descartar el sobrenadante. Tras reconstituir el pellet con 400 uyl de tampodn
fosfato salino (BD Biosciences, ref 554656), las muestras se introdujeron en un
citometro analitico Gallios (Beckman Coulter) para el analisis de la suspension
celular. Todas las determinaciones fueron realizadas por un experto en
citometria de flujo (AMM). La estrategia de seleccién de las subpoblaciones

monocitarias puede verse detallada en la figura 3.8.

95



Seleccion de la poblacion
monocitaria mediante
propiedades 6pticas

Refinamiento de la
poblacién de monocitos
utilizando HLA-DR, un
marcador pan-
monocitico

Identificacién de la
subpoblacion Mon1y el
conjunto Mon2-Mon3
utilizando CD14/CD16

1

1000 10°

3

MONOCITOS o

800

600

CD16

400

HLA-DR

MONOCITOS +
OTROS LEUCOCITOS

200

Side light scatter (SSC)

0

T T 2 s 6
0 200 400 600 800 100 10 10 10 10° 10 10 10 10° | 10 10
Forward light scatter (FSC)

1000 1000

800 800

600

CCR5- CCR5+

400 - l

200

Side light scatter (SSC)

100100 10 108 100
CCRS

Ul

Diferenciacion de las
subpoblaciones Monf,
Mon2 y Mon3 segun su
expresion de CCR5

Side light scatter (4SC)

100 10 10t | 10° 108
CCR2

CCR2 permite
discriminar entre las

subpoblaciones Mon2 y
Mon3

Figura 3.8: Estrategia de seleccion de las subpoblaciones monocitarias de interés
mediante el analisis por citometria de flujo de las muestras sanguineas de los
participantes en el estudio.

Brevemente, se realizdé una primera seleccion de la poblacién de monocitos
utilizando las diferentes propiedades opticas de estas células. A continuacioén, se
utilizé el marcaje con HLA-DR, un marcador pan-monocitico, para refinar esta
poblacion monocitaria. EI marcaje con CD14 y CD16, nos permitié diferenciar
entre la subpoblacion Mon1 y el conjunto de las subpoblaciones Mon2-Mon3.
Debido a que la subpoblacion Mon3 tiene una baja expresion de CCR2,
aprovechamos este marcaje para diferenciar entre las subpoblaciones Mon2 y
Mon3. Finalmente, en cada una de las tres subpoblaciones de interés, se

determiné el marcaje de CCRS, distinguiendo entre células CCR5+ y CCR5-.
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3.7.Seguimiento de los pacientes

Efectuamos un seguimiento clinico a largo plazo de todos los pacientes y sujetos
participantes. Todos ellos recibieron una pauta de prevencion primaria o
secundaria a criterio de los equipos de neurologia responsables basado en las

guias de practica clinica internacionales y nacionales.

En el estudio 1 las visitas de seguimiento en régimen ambulatorio se realizaron
tras la inclusion a los 3,6,9 y 12 meses. Después, la frecuencia de las visitas fue
anual hasta el final del seguimiento. Durante ese periodo de tiempo, los
neurdlogos responsables de los pacientes tenian por objetivo optimizar el control
de los factores de riesgo vascular y a su vez, revisar el tratamiento prescrito y su
cumplimiento. Las visitas se realizaron de forma presencial o telefonica si no era

posible acudir al centro hospitalario.

En cada una de las visitas se registraba si los pacientes habian padecido nuevos
eventos en forma de ictus o AIT, considerandose este ultimo como evento
positivo sélo si el diagnéstico lo habia realizado un neurdlogo. También se
comprobaron los registros hospitalarios para confirmar los eventos isquémicos,
asi como las pruebas de imagen realizadas en el contexto del evento para

confirmar la recurrencia de ictus isquémico.

En el estudio 2 a todos los pacientes sintomaticos se les realizé un seguimiento
clinico a los 3 meses tras el ictus. El tratamiento y la prevencidén secundaria se
pautaron a criterio del equipo de neurologia vascular del HCUV a su cargo
basandose en las guias de practica clinica internacionales y nacionales.

La visita al dia 90 se realiz6 de forma presencial por un neurdlogo que se
encargaba de revisar el control de los factores de riesgo vascular, el tratamiento
prescrito y su adecuado cumplimiento. Ademas, en la visita se recogia
informacion relativa a una posible recurrencia de ictus o AlT, considerandose
como recurrencia positiva si habia evidencia de lesion isquémica en la RM al
tercer mes. También se registré si habian ocurrido otros eventos vasculares

durante el tiempo de seguimiento.
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Se usaron los mismos protocolos para la obtencion de las imagenes de RM y de
sangre periférica que los usados durante la visita basal o de inclusion. El
procesamiento y la lectura de los resultados por citometria de flujo de sangre
periférica se hicieron en las mismas condiciones. Las pruebas de RM y de

extraccion de sangre coincidieron en el mismo dia en todos los pacientes.

Se informo del resultado de la ultima HRMRI de forma telefonica a todos los
pacientes modificando o ajustando el tratamiento si era preciso. Tras finalizar el
seguimiento del estudio, los pacientes fueron derivados a la consulta de

neurovascular del HCUV para su seguimiento.

3.8. Variables prondsticas

Se definieron variables prondsticas para ambos estudios.

Para el estudio 1, se definieron como variables prondsticas principales: (1) la
ocurrencia de nuevos ictus (isquémico/hemorragico) o AIT durante el
seguimiento del estudio y (2) la ocurrencia de nuevos ictus isquémicos o AlT,
excluyendo los eventos hemorragicos. Se consider6 el AIT como evento
isquémico positivo si el episodio habia motivado hospitalizacion y un neurdélogo

habia realizado el diagnostico.
Para el estudio 2 se emple6 como variable prondstica la proporcion de monocitos
circulantes que expresan el receptor CCR5, analizando si existian diferencias

entre los subgrupos de pacientes, agrupados segun caracteristicas clinicas, de
imagen de pared, o combinadas.

3.9. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico SPSS (IBM SPSS
Statistics, version 27.0.1.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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En los dos estudios, el analisis comenz6 con la evaluacion de la estadistica
descriptiva. Las variables categoricas se reportaron como numeros o
proporciones. Las variables continuas se describieron mediante medidas de
tendencia central, es decir, media + desviacion estandar (DS) o mediana (rango
intercuartil), segun la distribucion de la variable. La normalidad de todas las
variables fue evaluada con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables
categoricas se compararon usando la prueba de Chi-cuadrado. Para las
variables continuas con distribucion normal se utilizé la prueba de t de Student y
ANOVA vy la prueba de U-Mann Whitney se utiliz6 para las variables no

parametricas.

En el estudio 1, utilizamos modelos de regresién de Cox no ajustados y
ajustados por multiples variables para evaluar la capacidad de las variables
demograficas, clinicas y de neuroimagen para predecir el riesgo de un futuro
evento cerebrovascular. La ratio post-contraste fue incluida en los modelos como
variable continua y como variable categodrica tras realizar una curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) para identificar el punto de corte con mayor
sensibilidad y especificidad. Las variables que presentaban una asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) en la regresién de Cox no ajustada, se
incluyeron en el analisis multivariable. EI numero de variables incluidas en el
modelo multivariable fue limitado por el numero de nuevos eventos que presentd

la muestra de sujetos.

Ademas, se realizé un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier para obtener
los indices acumulados de ausencia de nuevos eventos entre los pacientes con
una ratio de realce de la placa intracraneal superior o inferior al punto de corte
definido por la curva ROC. La significacion estadistica fue evaluada por la prueba
log-rank. Se realizaron dos analisis de supervivencia. En el primero se incluyeron
todos los eventos vasculares reportados, y en el segundo, solo los nuevos
eventos isquémicos cerebrales. Se evalué por separado en el grupo de pacientes
sintomaticos la capacidad de las variables demograficas y clinicas para predecir
el riesgo de futuros eventos mediante modelos de regresion de Cox no
ajustados. El punto de corte de la curva ROC fue el mismo para la ratio del realce
post-contraste. Para este subgrupo de pacientes también se realizé un analisis
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de supervivencia de Kaplan-Meier. En los modelos de regresién de Cox, los
resultados se expresan como Hazard Ratio (HR) e intervalos de confianza (IC)
del 95%.

En el estudio 2 primero se analiz6 si las poblaciones de monocitos principales
(Mon1, Mon2, Mon3) presentaban diferencias en relacion a los grupos de
estudio, tanto en relacion a la clinica (sintomaticos/asintomaticos) como en
relacion al realce post-contraste de la placa y pared arterial y la combinacion de
ambos (criterios clinicos e imagen de pared arterial).

Después se analizaron las diferencias entre porcentaje de monocitos Mon2 y
Mon3 CCRS5 positivos en los subgrupos de pacientes en relacién con la clinica,
al realce de la placa y de la pared intracraneal y la combinacién de ambos.

El analisis de las diferencias en la distribucion de las poblaciones de monocitos
y en los distintos grupos de participantes estudiados, se llevé a cabo mediante
el test ANOVA de unico sentido (one-way ANOVA).

Para concluir, se realizdé una correlacion entre el numero total de arterias con
realce post-contraste de pared arterial y la proporcion de Mon3 CCRS5 positivos.
El analisis realizado fue una correlacion de Spearman. La significacion

estadistica fue considerada con un valor de p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Resultados en estudio de investigacion 1: Captacion de la placa
aterosclerotica intracraneal y riesgo a largo plazo de futuros eventos

cerebrovasculares.

4 .1.1. Caracteristicas de la muestra

El estudio se realizé en los hospitales HCUV, HUGTIP y HUVH, siendo el periodo
de inclusionentre enero de 2014 y diciembre de 2016. Solo el hospital HGTiP
contribuyd en la inclusidon de pacientes asintomaticos dado que pertenecian a la
cohorte del estudio ASIA previamente realizado en dicho centro, mientras que
los tres hospitales incluyeron pacientes sintomaticos. Tras una seleccion inicial
de 108 candidatos sintomaticos y 40 asintomaticos, se excluyeron a 60 pacientes
sintomaticos y 27 sujetos asintomaticos.

Los motivos de exclusion estan recogidos en el diagrama de flujo para la

elegibilidad e inclusion de pacientes en el estudio (figura 4.1).
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durante los primeros | < - | C___ > 6 Otros (doble etiologia, muerte)
15 dias tras el inicio
de los sintomas. v v
48 pacientes con estenosis intracraneal sintomatica 13 sujetos con estenosis intracraneal
y estudio HRMRI asintomatica y estudio de HRMRI

\ 61 pacientes y sujetos con una estenosis intracraneal ¢
de mas del 50% y un protocolo completo de HRMRI

Figura 4.1: Diagrama de flujo para la elegibilidad e inclusion de pacientes en el estudio.
HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valladolid; HUGTIP: Hospital Universitari
Germans Trias | Pujol; HUVH: Hospital Universitari Vall d'Hebron; AslA: Estudio de
Aterosclerosis Intracraneal Asintomatica; HRMRI: Resonancia Magnética de Alta
Resolucion.

La muestra final fue de 48 pacientes sintomaticos y de 13 sujetos asintomaticos
cuyas caracteristicas clinicas estan recogidas en la tabla 4.1. La edad media fue
de 68,9 (x 11,6) afios y 27 sujetos (44.5%) fueron mujeres. El factor de riesgo
mas prevalente fue la hipertension arterial (78,7%), seguido de la diabetes
mellitus (62,3%), la hipercolesterolemia (59%) y el habito tabaquico actual o en
el pasado (49,2%).

Cincuenta y siete sujetos (93,4%) recibian tratamiento preventivo en el momento
de la HRMRI con antiagregantes antiplaquetarios (el 72,9% recibia doble terapia
antiagregante con acido acetilsalicilico 100mg y clopidogrel; el 18,8% tomaba
acido acetilsalicilico 300mg mas clopidogrel; el 4,2% estaba en monoterapia con
acido acetilsalicilico 100mg; el 2,1% con monoterapia con acido acetilsalicilico
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300mg y 2,1% con monoterapia con clopidogrel) y 58 pacientes (95%) con

estatinas de alta potencia.

La mediana en la escala NIHSS al ingreso hospitalario de los pacientes
sintomaticos fue de 2 (Rango intercuartilico (RIQ): 0-11). En el momento de
realizacion de la HRMRI la mediana de NIHSS era de 1 (RIQ: 0-14) y la mediana
de la independencia funcional en pacientes sintomaticos valorada por la
puntuacion en la mRS fue 2.

Todos los

participantes

(n=61)
Edad, media + DS 68,9+ 11,6
Sexo (femenino), n (%) 27 (44.3)
Factores de riesgo vascular
Hipertension arterial, n (%) 48 (78,7)
Diabetes mellitus, n (%) 38 (62,3)
Hipercolesterolemia, n (%) 36 (59,0)
Antecedentes de enfermedad coronaria, n (%) 7 (11,5)
Ictus previo, n (%) 9 (14,8)
Tabaquismo (actual o pasado), n (%) 30 (49,2)
Enfermedad arterial periférica, n (%) 13 (21,3)
Terapia preventiva
Tratamiento con agentes antiagregantes, n (%) 57 (93,4)
Tratamiento con estatinas, n (%) 58 (95,0)
Tratamiento con antidiabéticos, n (%) 34 (55,7)

Tabla 4.1: Caracteristicas clinicas de la muestra del estudio. n=nimero de participantes;
DS: Desviacion estandar

105



4.1.2. Caracteristicas de las variables radiolégicas

A nivel intracraneal, se detectaron 107 estenosis, de las cuales 61 se definieron
como placas intracraneales de referencia (placa sintomatica en pacientes
sintomaticos y placa causante de la estenosis mas grave en sujetos
asintomaticos).

Las placas de referencia se encontraron localizadas de la siguiente forma: 14
(23%) se situaban en la ACI intracraneal, 28 (45,9%) en el segmento M1 de la
ACM M1, 2 (3,3%) en el segmento M2 de la ACM, 2 (3,3%) en la ACA, 1 (1,6%)
en la AV intracraneal, 10 (16,4%) en la AB y 4 (6,6%) en la ACP.

Ademas 45 sujetos (73,8%) presentaban placas de ateroma no sintomaticas en
las arterias carotidas extracraneales. En cuanto a las variables referentes a la
evaluacion del parénquima, observamos hiperintensidades de la sustancia
blanca en grado moderada-grave (HSB) a nivel subcortical en 26 pacientes
(42,6%) y a nivel periventricular en 29 (47,5%); 18 pacientes (29,5%)
presentaron microhemorragias (tabla 4.2).

Todos los

participantes

(n=61)
Estenosis intracraneal multiple frente a unica n (%) 26 (42,6)
Aterosclerosis carotidea extracraneal, n (%) 45 (73,8)
Infarto lacunar crénico, n (%) 30 (49,2)
HSB subcortical moderado-grave, n (%) 26 (42,6)
HSB periventricular moderado-grave, n (%) 29 (47,5)
Microhemorragias cerebrales, n (%) 18 (29,5)

Tabla 4.2: Variables de neuroimagen de la muestra del estudio. n=numero de
participantes; HSB: Hiperintensidad de sustancia blanca.

Las estenosis de referencia presentaban una gravedad media de 44,5% (+ 18,7),
con un area media de 4,9 +3,6 mm?. Ademas, 18 (29,5%) presentaban una
superficie de placa irregular con una ratio media de remodelacion de 1,1 + 0,43.
La intensidad media de la placa en T1 antes y después de administrar contraste
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fue de 163.9 + 68.3 y 314.2 £ 179.5 respectivamente. La ratio media de realce

de la placa post-contraste fue de 1,31 £ 0,55. Estos datos estan recogidos en la
tabla 4.3.

En la tabla 4.4 se muestran las diferencias entre los hospitales que han
participado en el estudio en relacion a las caracteristicas clinicas y radiolégicas
de los participantes.

Todos los

participantes

(n=61)
Grado de estenosis, media + DS 445+ 18.7
Localizacién en ACM M1, n (%) 28 (45.9)
Area de la placa T2, media + DS 49+3.6
Superficie placa irregular, n (%) 18 (29.5)
Ratio de remodelacion, media £ DS 1.1+0.43
Intensidad T1 pre-contraste, media £ DS 163.9 £+ 68.3
Intensidad T1 post-contraste, media + DS 314.2 £ 179.5
Ratio de realce post-contraste, media £ DS 1.31+0.55

Tabla 4.3: Caracteristicas de las placas intracraneales en HRMRI. n=numero de
participantes; DS: Desviacion estandar; ACM M1: Arteria cerebral media segmento M1.
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Todos los | HCUV

pacientes (n=15)
(n=61)
Edad, media + DS 68.9+11.6 64.8 £
13.4
Sexo (femenino), n (%) 27 (44.3) 10 (66.7)
Factores de riesgo vascular
Hipertension arterial, n (%) 48 (78.7) 13 (86.7)
Diabetes mellitus, n (%) 38 (62.3) 10 (66.7)
Hipercolesterolemia, n (%) 36 (59.0) 6 (40.0)
Antecedentes de enfermedad coronaria, n (%) 7 (11.5) 0(0.0)
Ictus previo, n (%) 9 (14.8) 1(6.7)
Tabaquismo (actual o pasado), n (%) 30 (49.2) 6 (40.0)
Enfermedad arterial periférica, n (%) 13 (21.3) 0(0.0)
Terapia preventiva
Tratamiento con agentes antiagregantes, n (%) 57 (93.4) 12 (80.0)
Tratamiento con estatinas, n (%) 58 (95.0) 13 (86.7)
Tratamiento con antidiabéticos, n (%) 34 (55.7) 8 (53.3)
Variables Neuroimagen
Estenosis intracraneales multiples frente a Gnicas n (%) | 26 (42.6) 8 (53.3)
Aterosclerosis carotidea extracraneal, n (%) 45 (73.8) 13 (86.7)
Infarto lacunar crénico, n (%) 30 (49.2) 10 (66.7)
HSB subcortical moderado-grave, n (%) 26 (42.6) 7 (46.7)
HSB periventricular moderado-grave, n (%) 29 (47.5) 9 (60.0)
Microhemorragias cerebrales, n (%) 18 (29.5) 4 (26.7)
Variables de placa intracraneal de referencia
Placa intracranial asintomatica 0 (0.0) 0 (0.0)
Gravedad de la placa intracraneal, media + DE 445 +18.7 47.8 +
16.4
Localizacion de la placa indice en ACM M1, n (%) 28 (45.9) 7 (46.7)
Area de la placa T2, media + DE 49+3.6 4.0+20
Superficie irregular de la placa, n (%) 18 (29.5) 2(13.3)
indice de remodelacién de la placa, media + DE 1.1+043 1.0+£0.3
Intensidad media de la placa T1 antes del contraste 163.9 £ 68.3 1328 =
115.0
Intensidad media de la placa T1 después del contraste 3142+179.5 | 2695 +
254.5
Ratio de realce de la placa, media + SD {FSHEROESS 1.6 £0.6

Tabla 4.4: Caracteristicas clinicas y de la placa

HGTIP HUVH p Valor
(n=35) (n=11)

70.3+11.1 69.9 + 10.4 0.295
11(31.4) 6 (54.5) 0.053
27 (77.1) 8 (72.7) 0.653
23 (65.7) 5 (45.5) 0.444
24 (68.6) 6 (54.5) 0.161
5(14.3) 2(18.2) 0.254
8 (22.9) 0(0.0) 0.105
18 (51.4) 6 (54.5) 0.704
5(14.3) 2(18.2) 0.254
20 (57.14) 5 (45.45) 0.204
34 (97.1) 11 (100.0) 0.206
21 (60.0) 5 (45.5) 0.682
16 (45.7) 2(18.2) 0.171
26 (74.3) 6 (54.5) 0.489
15 (42.9) 5 (45.5) 0.328
14 (40.0) 5(45.5) 0.889
15 (42.9) 5(45.5) 0.532
12 (34.3) 2(18.2) 0.566
13 (37.1) 0 (0.0) 0.002
447 £20.4 39.7+16.2 0.555
15 (42.9) 6 (54.5) 0.792
55+4.3 44+25 0.487
13 (37.1) 3(27.3) 0.185
1.2+0.5 1.1+0.4 0.329
159.0 +44.8 213.4 £32.6 0.018

296.2 £137.3 432,62 +137.6 0.045

1.1+£0.5 15+04 0.004

intracraneal entre los diferentes

hospitales que han participado. EI HUGTIP incluy6 participantes de la cohorte
sintomatica y de la asintomatica. HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valladolid.
HUGTIP: Hospital Universitari Germans Trias | Pujol; HUVH: Hospital Universitari Vall
d'Hebron; n: numero de sujetos; DS: Desviacion estandar; HSB: Hiperintensidad de
sustancia blanca; ACM M1: Arteria cerebral media segmento M1.
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4.1.3. Seguimiento a largo plazo

Se realiz6 un seguimiento clinico a largo plazo de todos los pacientes incluidos
en el estudio.

La media de seguimiento fue de 56,3 £ 16,9 meses (rango de 12-80 meses).

A lo largo de ese tiempo, once pacientes y/o sujetos (18%) sufrieron un nuevo
evento cerebrovascular. Siete de ellos fueron ictus isquémicos, dos ataques
isquémicos transitorios y dos hemorragias cerebrales. Diez pacientes (21%) del
subgrupo de pacientes sintomaticos sufrieron un nuevo evento cerebrovascular.
En el subgrupo de sujetos asintomaticos, solo uno de ellos presenté un evento
cerebrovascular isquémico.

Todos los eventos cerebrovasculares isquémicos ocurrieron en la region del
cerebro que estaba abastecido por la arteria que contenia la placa

aterosclerética de referencia al comienzo del estudio.

4.1.4. Identificacion del punto de corte de hiperintensidad post-contraste

para la prediccion de nuevos eventos cerebrovasculares

Para identificar las variables predictoras de mayor riesgo para futuros eventos
cerebrovasculares de cualquier naturaleza que ocurrieron durante el
seguimiento se aplicaron modelos de regresion de Cox. Para poder categorizar
la ratio de realce post-contraste se realizé una curva ROC, donde se eligio el
punto de corte con la mayor sensibilidad (46%) y especificidad (82%) para la
aparicion de eventos. El punto de corte seleccionado para predecir un nuevo

evento cerebrovascular fue 1,77.
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4.1.4.1. Identificacion de variables predictoras de futuros eventos

cerebrovasculares

Para identificar las variables predictoras de futuros eventos cerebrovasculares,
en primer lugar, se realiz6 una regresion de Cox, donde se incluyeron en el
analisis las variables clinicas, las variables de neuroimagen del parénquimay las

variables de imagen referentes a la placa de interés.

En el analisis univariante entre nuevos ictus y variables clinicas, no se
encontraron asociaciones significativas. Respecto a las variables de
neuroimagen de parénquima, se hall6 una asociacion entre presencia de

microhemorragias cerebrales y nuevos ictus (HR): 5.191; IC 95%:1.487-18.122).

En cuanto a las caracteristicas de la placa de referencia, se observaron
asociaciones significativas entre nuevos ictus y realce post-contraste >1,77 (HR,
3.999; IC del 95%,1.205-13.275), intensidad media de la placa intracraneal pre-
contraste en T1 (HR, 1.009; IC del 95%, 1.001-1.018) e intensidad media de la
placa post-contraste en T1 (HR, 1.003; IC del 95%,1.000-1.006).

Para el analisis de regresion de Cox multivariante solo se incluyeron las dos
variables mas representativas del analisis univariante para respetar el numero
de variables a incluir en el modelo ajustado al numero observado de eventos.
Las variables incluidas fueron la ratio de realce > 1,77 y las microhemorragias.
El analisis mostroé que la ratio de realce post-contraste>1,77 (HR, 3,632; IC del
95%, 1,082-12,101) y las microhemorragias cerebrales (HR, 5,244; IC del 95%,
1,476-18,629) eran factores predictores independientes de nuevos eventos

cerebrovasculares. Tabla 4.5
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Regresion Cox Univariante

Edad, media + DS

Sexo (femenino), n (%)

Factores de riesgo vascular

Hipertension arterial, n (%)

Diabetes mellitus, n (%)

Hipercolesterolemia, n (%)

Antecedentes de enfermedad coronaria, n (%)

Ictus previo, n (%)

Tabaquismo (actual o pasado), n (%)

Enfermedad arterial periférica, n (%)

Terapia preventiva

Tratamiento con agentes antiagregantes, n (%)

Tratamiento con estatinas, n (%)

Tratamiento con antidiabéticos, n (%)

Variables Neuroimagen

Estenosis intracraneales mudltiples frente a
unicas n (%)
Aterosclerosis carotidea extracraneal, n (%)

Infarto lacunar crénico, n (%)

HSB subcortical moderado-grave, n (%)

HSB periventricular moderado-grave, n (%)

Microhemorragias cerebrales, n (%)

Variables de placa intracraneal de referencia

Gravedad de la placa intracraneal, media + DE

Localizacion de la placa indice en ACM M1, n
(%)
Area de la placa T2, media + DS

Superficie irregular de la placa, n (%)

indice de remodelacion de la placa, media + DS

Intensidad media de la placa T1 antes del
contraste
Intensidad media de la placa T1 después del
contraste

Ratio de realce de la placa, media + SD

HR Sin ajustar

1.025

1.352

0.636

0.612

0.339

1.188

1.180

0.706

0.261

1.110

0.295

0.382

0.856

1.525

1.731

1.623

3.363

5.191

0.995

0.267

1.008

0.527

0.425

1.009

1.003

3.999

IC 95%
(0.97-1.08)

(0.41-4.459)

(0.165-2.458)

(0.186-2.020)

(0.097-1.192)

(0.150-9.402)

(0.253-5.501)

(0-215-2.318)

(0.33-2.072)

(0.140-8.821)

(0.063-1.383)

(0.111-1.321)

(0.250-2.930)

(0.329-7-062)
(0.505-5.933)

(0.493-5.337)

(0.887-12.755)

(1.487-18.122)

(0.963-1.028)

(0.057-1.238)

(0.783-1.298)

(0.113-2.452)

(0.73-2.45)

(1.001-1.018)

(1.000-1.006)

(1.205-13.275)

p Valor

0.377

0.620

0.512

0.421

0.092

0.871

0.833

0.566

0.204

0.921

0.121

0.129

0.805

0.590

0.383

0.426

0.075

0.010

0.765

0.092

0.952

0.414

0.338

0.032

0.035

0.024

Regresion Cox Multivariante

HR Sin ajustar I1C 95% p Valor
5.244 (1.476-18.629) 0.010
3.632 (1.082 - 12.101) 0.037

Tabla 4.5: Analisis de regresién de Cox univariante y multivariante. Asociacion de
variables predictoras de riesgo de nuevo evento cerebrovascular durante el seguimiento
del estudio. HR: Hazard Ratio; IC: Intervalo de confianza; n: nimero de sujetos; DS:
Desviacion estandar; HSB: Hiperintensidad de sustancia blanca; ACM M1: Arteria

cerebral media segmento M1.
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4.1.4.2. Identificacion de variables predictoras de nuevos eventos

cerebrovasculares isquémicos.

Se realizé un segundo analisis de regresion de Cox en el que solo se incluyeron
los eventos cerebrales isquémicos, excluyendo los eventos hemorragicos. Los
resultados para el analisis univariante revelaron asociaciones entre nuevos ictus
y microhemorragias cerebrales (HR, 6.153; IC del 95%, 1.494-25.346), HSB
periventricular moderada-grave (HR, 4.612; IC del 95%, 0.952-22.229),
intensidad media en la placa sin contraste en T1 (HR, 1.010; IC del 95%, 1.001-
1.019) y ratio de realce post-contraste >1,77 (HR, 3.999; IC del 95%, 1.057-
15.135). Tabla 4.6.

Los nuevos eventos isquémicos en este subgrupo tuvieron un numero limitado

de casos; debido al alto riesgo de error estadistico tipo 2 no se realizaron analisis

de regresion de Cox multivariante.
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Edad, media + DS

Sexo (femenino), n (%)

Factores de riesgo vascular

Hipertension arterial, n (%)

Diabetes mellitus, n (%)

Hipercolesterolemia, n (%)

Antecedentes de enfermedad coronaria, n (%)
Ictus previo, n (%)

Tabaquismo (actual o pasado), n (%)
Enfermedad arterial periférica, n (%)

Terapia preventiva

Tratamiento con agentes antiagregantes, n (%)
Tratamiento con estatinas, n (%)

Tratamiento con antidiabéticos, n (%)

Variables Neuroimagen

Estenosis intracraneales multiples frente a Unicas
n (%)

Aterosclerosis carotidea extracraneal, n (%)
Infarto lacunar crénico, n (%)

HSB subcortical moderado-grave, n (%)

HSB periventricular moderado-grave, n (%)
Microhemorragias cerebrales, n (%)

Variables de placa intracraneal de referencia
Gravedad de la placa intracraneal, media + DS
Localizacion de la placa indice en ACM M1, n (%)
Area de la placa T2, media + DE

Superficie irregular de la placa, n (%)

indice de remodelacion de la placa, media £ DS

Intensidad media de la placa T1 antes del
contraste
Intensidad media de la placa T1 después del
contraste

Ratio de realce de la placa, media £ SD

Sin ajustar

HR

1.037

2.093

0.465
0.396
0.278
1.517
1.536
0.421
0.308

0.945
0.544
0.323

0.761

1.196
1.220
2.787
4.612
6.153

0.990
0.153
1.012
0.645
0.583
1.010

1.003

3.999

IC 95%

(0.974-1.104)

(0.557-7.858)

(0.112-1.932)
(0.105-1.487)
(0.067-1.152)
(0.186-12.381)
(0.316-7.470)
(0.105-1.687)
(0.038-2.512)

(0.116-7.711)
(0.067-4.416)
(0.080-1.311)

(0.190-3.051)

(0.248-5.764)
(0.326-4.567)
(0.694-11.190)
(0.952-22.229)
(1.494-25.346)

(0.955-1.026)
(0.019-1.231)
(0.736-1.390)
(0.142-3.347)
(0.086-3.969)
(1.001-1.019)

(1.000-1.006)

(1.057-15.135)

P Valor

0.254

0.274

0.292
0.170
0.078
0.697
0.595
0.222
0.271

0.958
0.569
0.114

0.700

0.823
0.767
0.149
0.058
0.012

0.577
0.078
0.942
0.645
0.581
0.034

0.079

0.041

Tabla 4.6: Analisis de regresion de Cox univariante. Variables asociadas al riesgo de un
nuevo ictus isquémico cerebral durante el seguimiento. HR: Hazard Ratio IC: Intervalo
de confianza; n: numero de sujetos; DS: Desviacion estandar; HSB: Hiperintensidad de
sustancia blanca; ACM M1: Arteria Cerebral Media segmento M1.
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4.1.4.3. Identificacion de variables predictoras de nuevos eventos

cerebrovasculares en el subgrupo de pacientes sintomaticos.

Para realizar este analisis se selecciond solo al grupo de pacientes sintomaticos.
Se llevo a cabo un analisis regresiéon de Cox univariante cuyo resultado mostro
una asociacion significativa entre nuevos ictus y la intensidad media de la placa
sin contraste en T1 (HR, 1,009; IC del 95%, 1,000-1,018) y una tendencia no
significativa para la variable ratio de realce post-contraste >1,77 (HR, 3,248; IC
del 95%, 0,919-11,474).

El analisis multivalente no fue realizado debido a que el numero de eventos

cerebrovasculares fue menor a diez.

4.1.5. Andlisis de la supervivencia Ilibre de futuros eventos

cerebrovasculares

4.1.5.1. Analisis de la supervivencia libre de futuros eventos

cerebrovasculares

Para el analisis de la supervivencia libre de eventos, todos los pacientes fueron
categorizados en subgrupos con ratio de realce post-contraste alto o bajo
comparandose la probabilidad de sufrir nuevos eventos mediante una curva de
Kaplan Meier. Se observo que los sujetos con una ratio de realce post-contraste
>1,77 habian sufrido mas eventos cerebrovasculares durante el seguimiento del
estudio (Log Rank 0.014). Figura 4.2.
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Figura 4.2: Curva de Kaplan-Meier de la supervivencia a largo plazo libre de nuevos
ictus entre los sujetos con ratio de realce superior e inferior a 1,77 (log-rank p = 0,014).

4.1.5.2. Analisis de la supervivencia libre de nuevos eventos

isquémicos

Se realizé una nueva curva de Kaplan Meier para conocer la supervivencia libre

de nuevos eventos isquémicos cerebrovasculares (excluyendo los eventos

hemorragicos) y comparamos los subgrupos de sujetos con ratio de realce alto

y bajo.

Se observo que los sujetos con ratio de realce post-contraste> 1,77 tenian mas

eventos cerebrovasculares isquémicos durante el seguimiento (Log Rank 0.05).

Figura 4.3.
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Figura 4.3: Curva de Kaplan-Meier de la supervivencia a largo plazo libre de nuevos
ictus isquémico entre los pacientes con ratio de realce superior € inferior a 1,77 (log-
rank p = 0,05).

4.1.5.3. Analisis de la supervivencia libre de eventos recurrentes en

pacientes sintomaticos.

Se realizé una ultima curva de Kaplan Meier para conocer la supervivencia libre
de eventos solo en el grupo de pacientes sintomaticos. Se observo que los
pacientes con una ratio de realce post-contraste> 1,77 en la placa intracraneal
habian sufrido mayor numero de eventos cerebrovasculares recurrentes a lo

largo del seguimiento (Log Rank 0.05).
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4.2.Resultados en estudio de investigacion 2: Caracterizacion del realce
post-contraste como marcador de actividad inflamatoria de las placas de

aterosclerosis intracraneal.

4.2.1. Caracteristicas de la muestra

El estudio se realizé entre septiembre de 2018 y diciembre de 2021, donde se
seleccionaron un total de 21 posibles participantes sintomaticos y de 48 sujetos
asintomaticos para la participacion en el estudio. Finalmente, se incluyeron doce
pacientes con estenosis intracraneal sintomatica y 34 sujetos asintomaticos con
protocolo de HRMRI y con citometria de flujo en el momento de la inclusion y, en
el caso de los sintomaticos, a los tres meses del evento. Los motivos de
exclusién estan recogidos en el diagrama de flujo para la elegibilidad e inclusion
de pacientes en el estudio (figura 4.4).

La edad media de los sujetos incluidos (xDS) fue de 66,3 (+8,5) afios y 14 de
ellos (30,4%) fueron mujeres. Como factores de riesgo mas prevalentes
destacamos la hipertension arterial (63%), hipercolesterolemia (58,7%) y por
ultimo pacientes fumadores o exfumadores (56,5%). Doce pacientes (26,1%)
tenian antecedentes de ictus y 10 pacientes (21,7%) antecedentes de
enfermedad coronaria (no se incluye la diabetes mellitus por ser criterio de

inclusion en pacientes asintomaticos).

Treinta y nueve participantes (84.8%) estaban con tratamiento antiplaquetario en
el momento de la inclusion (9 sujetos (19.6%) tomaban acido acetilsalicilico
100mg; 4 (8.7%) acido acetilsalicilico 300mg; 8 (17.4%) estaba con clopidogrel
y 18 sujetos (39.1%) tomaba doble terapia antiplaquetaria con acido
acetilsalicilico 100mg mas clopidogrel 75mg) y 24 (52.2%) con tratamiento con

estatinas de alta potencia.
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| Pacientes con estenosis intracraneales sintomaticas o asintomaticas |
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12 pacientes con una estenosis intracraneal 34 sujetos con estudio de HRMRI para deteccion
sintomaética con estudio de HRMRI y citometria de flujo de estenosis intracraneal asintomatica y estudio
sanguineo (basal y a los 3 meses) de citometria de flujo

l |

46 pacientes y sujetos con un protocolo completo de HRMRI y estudio de
citometria de flujo sanguineo

Figura 4.4: Diagrama de flujo para la elegibilidad e inclusion de pacientes en el estudio.
HRMRI: Resonancia magnética de alta resolucién.

Las caracteristicas demograficas, factores de riesgo vascular y tratamiento en el
momento de la HRMRI estan recogidos en la tabla 4.7. Ademas, en la tabla
también estan representadas las caracteristicas clinicas de pacientes

sintomaticos y de sujetos asintomaticos.
Se observo que, entre los pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos, las

variables clinicas con significacion estadistica fueron la enfermedad arterial

periférica (p,0,005) y el tratamiento con estatinas de alta potencia (p, 0,01).
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Todos los Sintomaticos Asintomaticos p valor
participantes (n=12) (n= 34)

(n=46)
Edad, afios, media + DS 66.3 £ 8.5 69.4 + 8.4 65.2 £8.3 0.09
Sexo (femenino), n (%) 14 (30.4) 4 (33.3) 10 (29.4) 0.80
Factores de riesgo vascular
Hipertension arterial, n (%) 29 (63.0) 7 (58.3) 22 (64.7) 0.69
Diabetes mellitus, n (%) 40 (87.0) 6 (50.0) 34 (100) N/A
Hipercolesterolemia, n (%) 27 (58.7) 6 (50.0) 21 (61.8) 0.48
Antecedentes de enfermedad 10 (21.7) 1(8.3) 9 (26.5) 0.19
coronaria, n (%)
Ictus previo, n (%) 12 (26.1) 2(16.7) 10 (29.4) 0.39
Foumador (activo o exfumador), n 26 (56.5) 4 (33.3) 22 (64.7) 0.06
(Eo/rtilzermedad arteria periférica, n 15 (32.6) 0(0) 15 (44.1) 0.005
Sl'ﬁr)'apia preventiva en el momento de HRMRI
Tratamiento con antiagregantes 39 (84.8) 12 (100) 27 (79.4) 0.09
plaquetarios, n (%)
Tratamiento con estatinas de alta 24 (52.2%) 10 (83.3) 14 (41.2) 0.01

potencia, n (%)

Tabla 4.7: Caracteristicas clinicas de pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos. n:
numero de sujetos; DS: Desviacién estandar; N/A: no aplica.

En cuanto a las variables de neuroimagen del parénquima de la cohorte de
participantes completa observamos que 42 (91,3%) sujetos tenian placas en las
arterias caroétidas internas extracraneales, 21 (45,7%) presentaban al menos un
infarto lacunar cronico, 12 (26,1%) presentaban HSB a nivel subcortical y 17
(37,0%) a nivel periventricular y en 3 (6,5%) casos observamos

microhemorragias.

La tabla 4.8 muestra las caracteristicas de enfermedad cerebrovascular
coexistente en pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos. Solo la variable
de aterosclerosis en arteria cardtida extracraneal mostrd diferencias

significativas entre el grupo de pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos.
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Todos los Sintomaticos Asintomaticos

participantes (n=12) (n=34)
(n=46)

Aterosclerosis en carotida 42 (91.3) 9 (75) 33 (97.1)
extracraneal, n (%)
Infarto lacunar cronico, n (%) 21 (45.7) 7 (58.3) 14 (41.2)
HSB subcortical moderada-severa, 12 (26.1) 4 (33.3) 8 (23.5)
n (%)
HSB periventricular moderada- 17 (37.0) 6 (50) 11 (32.4)
severa, n (%)
Microhemorragias cerebrales, n (%) 3 (6.5) 1(8.3) 2(5.9)

Tabla 4.8: Variables de neuroimagen de pacientes sintomaticos y sujetos asintomaticos.
n: numero de sujetos; HSB: Hiperintensidad de sustancia blanca

4.2.1.1. Caracteristicas del realce post-contraste de la placa y de la

pared arterial en el grupo de sujetos asintomaticos

4.2.1.1.1. Descripcidn del realce post-contraste de las placas
intracraneales

Se identificaron 8 pacientes asintomaticos con placas intracraneales causantes
de estenosis (23,2%). La distribucién de las placas intracraneales fue la
siguiente: 4 placas (50%) presentes en ACl intracraneal; 2 (25%) en ACM M1; 1
(12,5%) en AV y por ultimo, 1 placa (12,5%) en AB.

Se observd que 6 placas (75%) presentaban realce post-contraste (4 placas
(66,6%) con realce leve y 2 placas (33,3%) con realce fuerte) situadas en 3 ACI
intracraneal, 2 en ACM M1 y 1 en AV. Dos placas (25%) no presentaron
captacion post-contraste; una de ellas estaba situada en la ACl y la otra en la
AB.

Excepto dos sujetos (11,1%) que solo presentaban realce post-contraste en la
placa intracraneal, todos los sujetos asintomaticos que presentaron realce en la

placa intracraneal también presentaron realce post-contraste de la pared arterial.
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4.21.1.2. Descripcién del realce post-contraste de la pared
arterial

Para la evaluacion visual del realce de la pared arterial sélo se evaluaron como
realce positivo aquellas arterias intracraneales con un realce significativo o fuerte
en la pared arterial (realce fuerte (grado 2): realce similar al de la glandula

pituitaria)

En primer lugar, se evaluo el numero total de arterias cerebrales con realce de
la pared arterial por individuo. Encontramos que 16 sujetos (47,1%) tenian
alguna arterial captante; 4 (11,8%) presentaban 1 arteria captante; 6 (17,6%) 2
arterias captantes; 5 (14,7%) 3 arterias y un unico sujeto (2,9%) presentaba 4

arterias con captacion.

Centrandonos y valorando la pared de la arteria mas estendtica por sujeto, se
observo que 18 sujetos (52.9%) no presentaban captacion en la pared arterial y

16 sujetos (47,1%) presentaban realce significativo en la pared arterial.

La tabla 4.9 muestra las caracteristicas clinicas y de neuroimagen del
parénquima en funcion de la captacion post-contraste de la pared y/o captacion
de la placa intracraneal o ausencia de captacion de la pared y de placa en los
sujetos asintomaticos. El antecedente de enfermedad coronaria fue la unica

variable con significacion estadistica (p, 0,03).
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Edad, afos, media + DS

Sexo (femenino), n (%)

Hipertension arterial, n (%)

Diabetes mellitus, n (%)
Hipercolesterolemia, n (%)
Antecedentes de enfermedad
coronaria, n (%)

Ictus previo, n (%)

Fumador (activo o exfumador), n (%)

Enfermedad arteria periférica, n (%)

Tratamiento con antiagregante
plaquetario, n (%)

Tratamiento con estatinas, n (%)
Aterosclerosis en carétida

extracraneal, n (%)

Infarto lacunar cronico, n (%)

HSB subcortical moderada-severa, n
(%)

HSB periventricular moderada-severa,

n (%)

Microhemorragias cerebrales, n (%)

Tabla 4.9: Caracteristicas clinicas y de neuroimagen en funcion de la captacion post-
contraste de la pared y/o placa intracraneal en arteria de interés. n: nimero de sujetos;

Asintomaticos

con realce

(pared y/o
placa)
(n=18)

65.1 £8.2

4(22.2)
13 (72.2)
18(100)
12 (66.7)
2 (11.1)
7 (38,9)
10 (55.6)
8 (44.4)

13 (72.2)

9 (50.0)

18 (100)

10 (55.6)

4 (22.2)

8 (44.4)

2 (11.1)

Asintomatico

s sin realce

(pared ni
placa)
(n=16)

65.4 + 8.7

6 (37.5)
9 (56.3)
16 (100)
9 (56.3)
7 (43.8)
3(18.8)
12 (75)
7 (43.8)

14 (87.5)

5 (31.3)

15 (93.8)

4 (25)

4 (25)

3 (18.8)

0 (0)

DS: Desviacion estandar; HSB: Hiperintensidad de sustancia blanca
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0.71
0.30
0.33
N/A
0.53
0.03
0.20
0.24
0.97

0.27

0.07

0.28

0.07

0.85

0.11

0.17



4.2.1.2. Caracteristicas del realce post-contraste de la placa y de la
pared arterial del grupo de pacientes sintomaticos. Inclusiony 3

meses.

El estudio del realce post-contraste de la placa y de pared intracraneal en el
momento de la inclusién y a los 3 meses se centré en la arteria sintomatica.

También se denomind a esta arteria como arteria de interés.

4.2.1.2.1. Descripcidn del realce post-contraste de las placas

intracraneales en el momento de inclusion

La media (xDS) de dias entre el ictus y la realizacion de la resonancia magnética

de inclusion fue de 15,8 (¥9,1) dias.

Observamos que todos los pacientes presentaban una placa intracraneal en la
arteria sintomatica. La distribucion de las placas fue la siguiente: 2 (16,6%) en
ACI; 7 (58,3%) en ACM M1y 3 placas (25%) en AB.

Las 12 placas (100%) de todos los pacientes presentaban realce positivo. Dos
placas (16,7%) presentaron una captacion leve y 10 placas (83,3%) tenian un

realce fuerte.

4.2.1.2.2. Descripcién del realce post-contraste de la pared

arterial intracraneal en el momento de inclusion

Se observo que 12 pacientes (100%) presentaban alguna arterial intracraneal
con realce de la pared arterial. El numero total de arterias por paciente con
realce fue el siguiente: 4 pacientes (33,3%) presentaban 1 arteria con realce, 2
(16,7%) con 2 arterias, 2 (16,7%) con 3 arterias, 3 pacientes (25%) con 4 arterias
y 1 paciente (8,3%) 7 arterias con realce en su pared arterial.
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Solo una arteria a nivel basilar no pudo ser evaluada por presentar artefactos en
el interior de la arteria (arteria no sintomatica).

Con respecto al realce post-contraste de la pared de las arterias sintomaticas,
se observo que todas las paredes arteriales (100%) presentaban realce

significativo.

Figura 4.5: Realce post-contraste fuerte (grado 2) de la placa intracraneal. La imagen
de la izquierda muestra secuencia T1 coronal post-contraste y la imagen de la derecha
secuencia T1 corte perpendicular a la placa post-contraste.

4.21.2.3. Seguimiento clinico y descripcion del realce post-

contraste de la pared intracraneal a los 3 meses

Se realizd seguimiento clinico y radiolégico a los tres meses tras la inclusion de
los 12 pacientes sintomaticos. La media £ DS de dias que transcurrieron entre
las dos RM fue de 94,3 dias +19,9.

En la resonancia de control no se detectaron lesiones isquémicas recurrentes.

Tampoco hubo AIT ni clinica sugestiva de ictus en ningun paciente.
El analisis de la captacion post-contraste en la placa intracraneal sintomatica

mostro que 11 placas (91,6%) presentaban realce postcontraste. Si se compara

con el estudio de RM en el momento de inclusion, una placa sufrié un cambio en

124



la captacién, pasando de un realce leve a no realce y otra placa sufrié un cambio
de realce leve a grado fuerte. Ademas, se observo que un paciente (8,3%)
presentd solo captacion post-contraste de la placa intracraneal sin realce de la
pared arterial.

En cuanto a la evaluacion de la pared arterial encontramos que 11 pacientes
(91,7%) presentaban realce post-contraste, el numero total de arterias por
paciente fue de: 4 (33,3%) tenia 1 arteria con captacion; 1 paciente (8,3%) con 3
arterias captantes; 2 (16,7%) con 4 arterias, 3 pacientes (25%) con 5 arterias y
por ultimo, 1 paciente con 7 arterias con captacién en la pared arterial.

La captacién post-contraste de la pared arterial sintomatica refleja que 11
pacientes (91,6%) tienen realce post-contraste en la pared arterial. Comparando
con el estudio de HRMRI anterior, encontramos que un paciente sufrio una
modificacion de captacidn en la pared arterial sintomatica pasando de un realce

significativo (realce fuerte) a no realzar significativamente (realce leve).

4.2.2. Comparacion de los diferentes subgrupos de sujetos en funcion de
los hallazgos encontrados en la resonancia magnética de pared

arterial en el momento de inclusion

La composicion de los grupos en funcion de la captacidén de realce quedoé de la
siguiente forma: 16 sujetos (34,8%) no presentaba realce post-contraste ni de
pared arterial ni de placa intracraneal; 12 sujetos (26,1%) presentaba solo realce
en la pared arterial y 18 sujetos (39,1%) mostraron realce de la pared arterial y

realce de la placa intracraneal o realce de la placa.

En la tabla 4.10 se muestran las caracteristicas clinicas y de neuroimagen del
parénquima de los diferentes grupos de sujetos en funcidn de su captacion post-
contraste de la placa y de la pared arterial. Se han encontrado diferencias
significativas entre antecedentes de enfermedad coronaria (p, 0,02), tratamiento
con estatinas de alta potencia (p, 0,03) y enfermedad arterial periférica (p, 0,04).
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No realce Realce solo Realce en p

(n=16) en pared placa con o sin | valor
arterial pared
(n=12) (n=18)

Edad, afios, media + DS 65.4 £ 8.7 63.8 7.1 68.8 £ 8.9 0.26
Sexo (femenino), n (%) 6 (37.5) 1(8.3) 7 (38.9) 0.15
Factores de riesgo vascular
Hipertension arterial, n (%) 9 (56.3) 9 (75.0) 11 (61.1) 0.58
Diabetes mellitus, n (%) 16 (100) 12 (85.0) 12 (66.7) N/A
Hipercolesterolemia, n (%) 9 (56.3) 7 (58.3) 11 (61.1) 0.96
Antecedentes de enfermedad coronaria, n (%) 7 (43.8) 2 (16.7) 1(5.6) 0.02
Ictus previo, n (%) 3(18.8) 5(41.7) 4(22.2) 0.35
Fumador (activo o exfumador), n (%) 12 (75.0) 11 (58.3) 7 (38.9) 0.11
Enfermedad arteria periférica, n (%) 7 (43.8) 6 (50.0) 2(11.1) 0.04
Terapia preventiva
Tratamiento con antiagregante plaquetario, n 14 (87.5) 9 (75.0) 16 (88.9) 0.54
(%)
Tratamiento con estatinas (alta potencia), n 4 (25.0) 8 (66.7) 12 (66.6) 0.03
(%)
Variables de neuroimagen
Aterosclerosis en carotida extracraneal, n (%) 15 (93.8) 12 (100) 15 (83.3) 0.26
Infarto lacunar crénico, n (%) 4 (25.0) 7 (58.3) 10 (55.6) 0.12
HSB subcortical moderada-severa, n (%) 4 (25.0) 3 (25.0) 5(27.8) 0.98
HSB periventricular moderada-severa, n (%) 3(18.8) 7 (58.3) 7 (38.9) 0.09
Microhemorragias cerebrales, n (%) 0 (0) 2 (16.7) 1(5.6) 0.21

Tabla 4.10: Caracteristicas clinicas y de neuroimagen en funcion del realce-post-
contraste de la placa y de la pared arterial. n: nUmero de sujetos; DS: Desviacion
estandar; HSB: Hiperintensidad de sustancia blanca.
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4.2.3. Distribucidon de las poblaciones de monocitos entre los diferentes

subgrupos de pacientes

Las diferentes subpoblaciones de monocitos circulantes presentan distintas
funciones en el desarrollo y progresion de enfermedades cardiovasculares,
incluida la aterosclerosis. Por ello, en este estudio analizamos la relacién entre
las diferentes subpoblaciones monocitarias y la presencia y grado de actividad
de la placa de ateroma intracraneal.

En primer lugar, se analizo si las poblaciones de monocitos principales (Mon1,
Mon2, Mon3) presentaban diferencias en relacion a los grupos de estudio, tanto
atendiendo a la clinica (sintomaticos/asintomaticos) como al realce post-
contraste de la placa y pared arterial y la combinacion de ambos (criterios clinicos

e imagen de pared arterial).

En segundo lugar, dado que CCRS5 es un receptor de membrana implicado en la
extravasacion de los monocitos circulantes (Mon2 y Mon3) y su incorporacion a
la lesion aterosclerética, se analizaron las diferencias entre porcentaje de
monocitos Mon2 y Mon3 que expresan CCRS5 (CCR5+). Este analisis se realizo
en los subgrupos de pacientes en relacion con la sintomatologia clinica, el realce

de la placa y de la pared intracraneal y la combinacion de ambos.

4.2.3.1. Distribucion de los monocitos en funciéon de criterios clinicos

(Sintomaticos (basal y 3 meses) y asintomaticos)

En el primer subestudio determinamos la distribucion de las diferentes
subpoblaciones de monocitos (Mon1, Mon2 y Mon3) en funcidn de los criterios

clinicos.
Los participantes se dividieron en sujetos asintomaticos y en pacientes

sintomaticos (momento de inclusion-basal). En los ultimos se repitieron todos los

procedimientos a los tres meses tras el ictus (momento 3 meses).

127



La figura 4.6 muestra la distribucion de las subpoblaciones de monocitos Mon1,
Mon2 y Mon3 en estos 3 grupos de participantes. No se observaron diferencias
entre pacientes sintomaticos en el momento basal, a los 3 meses y sujetos
asintomaticos respecto a la distribucion de subpoblaciones de monocitos (Mon1,
Mon2 y Mon3). Por tanto, estas subpoblaciones monocitarias no nos permiten
diferenciar entre los participantes con aterosclerosis que no han padecido un

ictus y los que han padecido un ictus bien en fase aguda o a mas largo plazo
(3m).
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Figura 4.6: Cuantificacion del porcentaje de monocitos circulantes que corresponde a
las subpoblaciones de Mon1 (A), Mon2 (B) y Mon3 (C) en funcidn de los criterios clinicos
de pacientes sintomaticos (basal y 3 meses) y sujetos asintomaticos. No se observaron
diferencias significativas entre los diferentes participantes y el porcentaje para Mon1,
Mon2 y Mon3. Las cajas muestran la distribucion de los monocitos en cuartiles. La linea
horizontal que atraviesa las cajas representa la mediana.

A continuacion, quisimos comprobar si la sintomatologia afecta a la expresion de
CCRS5 en las subpoblaciones de monocitos capaces de expresar este receptor
(Mon2 y Mon3). Utilizando la misma subdivision de los participantes, se
determiné el porcentaje de Mon2 y Mon3 positivos para CCR5 (figura 4.7).
Tanto la poblacién de Mon2 CCR5+ como la Mon3 CCR5+ son diferentes entre
los pacientes sintomaticos a 3 meses con respecto a los pacientes sintomaticos
en basal y participantes asintomaticos. En ambos casos, los monocitos positivos

para CCR5 aumentan en la poblacion de pacientes sintomaticos a 3 meses.
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Figura 4.7: Proporcién de monocitos Mon2 (A) y Mon3 (B) positivos para CCR5 en
funcion de los criterios clinicos de pacientes sintomaticos (basal y 3 meses) y sujetos
asintomaticos. Se observaron diferencias entre sujetos asintomaticos y pacientes
sintomaticos 3 meses y entre pacientes sintomaticos tiempo basal y 3 meses. Las cajas

muestran la distribucion de los monocitos en cuartiles. La linea horizontal que atraviesa
las cajas representa la mediana. *p<0,05.

4.2.3.2. Distribucion de monocitos en funcion del realce de la placa y
pared intracraneal (no realce, realce de la pared y realce de la
pared y de la placa).

En el segundo subestudio determinamos la distribucion de las diferentes
subpoblaciones de monocitos (Mon1, Mon2 y Mon3) en funcidn de los criterios

de imagen (realce post-contraste).

Los participantes se dividieron considerando tres grados de realce en: sujetos
sin realce, sujetos con realce en la pared y sujetos con realce en la placa con o

sin realce en pared.

En los resultados de este analisis, que se muestran en la figura 4.8, no se
observan diferencias entre la distribucion de las diferentes subpoblaciones
monocitarias Mon1, Mon2 y Mon3 en funcion del realce post-contraste de la

placa y de la pared intracraneal.
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Figura 4.8: Cuantificacion del porcentaje de monocitos circulantes que corresponde a
las subpoblaciones de Mon1 (A), Mon2 (B) y Mon3 (C) en funcién de neuroimagen de
la presencia o no de realce en la pared y/o placa intracraneal. Las cajas muestran la
distribucion de los monocitos en cuartiles. La linea horizontal que atraviesa las cajas
representa la mediana.

Teniendo en cuenta la proporcion de Mon2 CCR5+ y Mon3 CCR5+ en funcion
del realce, no se observan diferencias en la proporcion de Mon2 CCR5+ entre
los diferentes grupos (figura 4.9 A). Sin embargo, la proporcién de Mon3 CCR5+
fue superior en aquellos participantes que presentaban realce, con
independencia de la localizacion del mismo (figura 4.9 B).
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Figura 4.9: Proporcién de monocitos Mon2 (A) y Mon3 (B) positivos para CCR5 en
funcion de los criterios de neuroimagen (presencia o ausencia realce en la placa y/o
pared arteriales). Mientras que los Mon2 CCR5+ no permiten diferenciar entre la
aparicion o ausencia de realce, la proporcion de Mon3 CCR5+ si es capaz de diferenciar
ente la presencia o ausencia de realce. Las cajas muestran la distribucion de los
monocitos en cuartiles. La linea horizontal que atraviesa las cajas representa la
mediana. *p<0,05.

4.2.3.3. Distribucion de los monocitos en funciéon de criterios clinicos
combinados con imagen de pared arterial

En el ultimo subestudio determinamos la distribucion de las diferentes
subpoblaciones de monocitos (Mon1, Mon2 y Mon3) en funcion de la
combinacion de los criterios clinicos (asintomaticos/sintomaticos 3m) y de

imagen (sin/con realce post-contraste).

Los participantes se dividieron en asintomaticos sin realce, asintomaticos con

realce y pacientes sintomaticos a los 3 meses de haber sufrido el ictus.

En la figura 4.10 se observa una distribucion de las poblaciones de monocitos

Mon1, Mon2 y Mon3 similar entre los distintos grupos de estudio.
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Figura 4.10: Cuantificacion del porcentaje de monocitos circulantes que corresponde a
las subpoblaciones de Mon1 (A), Mon2 (B) y Mon3 (C) en funcién de los criterios clinicos
y de neuroimagen de sujetos asintomaticos con presencia o no de realce de pared y/o
placa intracraneal y pacientes sintomaticos a los 3 meses. Las cajas muestran la
distribucion de los monocitos en cuartiles. La linea horizontal que atraviesa las cajas
representa la mediana.

En cuanto a la distribucion de Mon2 CCR5+ y Mon3 CCR5+ en funcion del realce
de la placa y de la pared de los vasos intracraneales, encontramos una mayor
proporcion de Mon2 CCRS5 positivos en pacientes sintomaticos a los 3 meses en
comparacion a los participantes asintomaticos sin realce (figura 4.11 A). Sin
embargo, encontramos un enriquecimiento gradual y significativo en la
proporcion de Mon3 CCR5 positivos desde los participantes asintomaticos sin
realce, pasando por los participantes asintomaticos con realce hasta los
pacientes sintomaticos a 3 meses (figura 4.11 B). De este modo, la subpoblacion
monocitaria Mon3 CCR5+ permite estratificar a los pacientes en funcion del

grado de lesion arterial intracraneal.
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Figura 4.11: Proporcion de monocitos Mon2 (A) y Mon3 (B) positivos para CCR5 en
funcion de los criterios clinicos de pacientes asintomaticos (con o sin realce en la placa
y/o pared arteriales) y sujetos sintomaticos a los 3 meses. Mientras que los Mon2
CCRS5+ permiten discriminar entre pacientes y participantes asintomaticos sin realce,
los Mon3 CCR5+ ademas nos permiten diferenciar dentro de los participantes
asintomaticos, entre los que tienen realce en la placa y/o pared arterial, y los que no
tienen realce. Las cajas muestran la distribucion de los monocitos en cuartiles. La linea
horizontal que atraviesa las cajas representa la mediana. *p<0,05.

4.2.3.4. Correlacion entre subtipos de monocitos y el numero total de

arterias con realce de pared arterial intracraneal.

Como observamos en los anteriores apartados, el subtipo de monocitos Mon3
CCR5+ permite identificar a los sujetos que presentan realce post-contraste
intracraneal. Ademas, al realizar la combinacion de la neuroimagen con criterios
clinicos, esta subpoblacion de monocitos permite discriminar a los pacientes no
solo por la presencia de dano arterial intracraneal sino por el grado del mismo.
Por ello, decidimos estudiar la posible correlacion entre los niveles de Mon3
CCRS5+ con el numero de arterias con realce post-contraste fuerte (grado 2) de

la pared arterial por participante.
En la figura 4.12 se muestra la correlacion de Spearman entre Mon3 CCR5+ y

el numero de arterias totales con fuerte realce de pared. Se observa una ligera

correlacion positiva, por lo que estos datos sugieren que a mayor numero de
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arterias con realce fuerte de pared arterial mayor porcentaje del subtipo de
monocitos Mon3 CCR5+ (r=0,2951; p<0,05).
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Figura 4.12: Correlacion de Spearman entre en numero de arterias con realce post-
contraste fuerte (grado 2) y la proporcion de Mon3 CCR5+. Los resultados muestran
una ligera correlacion entre ambos parametros (r=0,2951; p<0,05). La linea muestra la
regresion lineal simple de los puntos (r“=0,0893; p<0,05).
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5. Discusion

5.1.Realce post-contraste de la placa aterosclerdtica intracraneal y riesgo a

largo plazo de futuros eventos cerebrovasculares

5.1.1. Sintesis de los resultados:

En nuestro primer trabajo de investigacion demostramos que la ratio de realce
post-contraste de la placa aterosclerética intracraneal superior a 1,77 es un
predictor independiente de riesgo de futuros eventos cerebrovasculares. Esto
fue observado tanto en pacientes sintomaticos como en pacientes previamente
asintomaticos con enfermedad ateroscleroética intracraneal de origen caucasico.
Ademas, constatamos que la supervivencia libre de eventos recurrentes a largo
plazo es menor en aquellos pacientes con una ratio de realce post-contraste
>1,77. Por tanto, dicho umbral puede ser un marcador de riesgo util para predecir
futuros eventos cerebrovascular. La captacion mas alla de esta ratio podria
indicar una mayor actividad de la placa intracraneal y por tanto, una mayor

vulnerabilidad de la misma

Aunque estudiamos otras caracteristicas morfologicas de la placa intracraneal
como la gravedad de la estenosis, el area de la placa, la superficie irregular y la
ratio de remodelacion, no observamos ninguna asociacion significativa con los
nuevos eventos a largo plazo en nuestro estudio. La mayoria de estas
caracteristicas han sido relacionadas con ictus recientes y con recurrencia de
ictus'82.113.180 pero por el momento, no se han identificado firmes marcadores de

imagen que auguren el riesgo de futuros ictus.

5.1.2. Consideraciones generales

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el primer trabajo confirman la hipotesis
planteada sobre el realce post-contraste de la placa intracraneal como marcador
de riesgo de nuevos a largo plazo de eventos cerebrovasculares en sujetos con
enfermedad aterosclerodtica intracraneal. El realce post-contraste surge como
predictor independiente de futuros eventos cerebrovasculares a largo plazo.
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Ademas, encontramos que las microhemorragias se asocian de forma
significativa con el riesgo de futuros ictus. La HSB a nivel periventricular presenta

una tendencia a la significacion como marcador de nuevos eventos.

De este estudio destacamos que los resultados obtenidos fueron recogidos de
un estudio prospectivo, multicéntrico y en poblacidn caucasica en sujetos con
enfermedad aterosclerdtica intracraneal sintomatica y asintomatica de alto
riesgo. Podemos asegurar que nuestro estudio es uno de los primeros que ha
evaluado el riesgo de futuros eventos cerebrovasculares en poblacion caucasica

con un largo seguimiento en el tiempo (56.3 + 16.9 meses).

Los hallazgos obtenidos van en linea con algunos trabajos publicados donde se
ha asociado el realce post-contraste de la placa intracraneal con un mayor riesgo
de recurrencia o de nuevos eventos cerebrovasculares.''*18 Sin embargo, esta
asociacion no se describe de forma consistente. Algunos estudios no han hallado
una relacién positiva entre el realce post-contraste de la placa intracraneal y el
riesgo de ictus'® Esta falta de concordancia podria ser debida a las diferencias
metodoldgicas de los estudios, especialmente en lo referente a los protocolos
de HRMRI y a la evaluacion de la imagen de la placa.??’ De este modo hay
estudios que evaluan el realce intraplaca utilizando un método visual cualitativo
en el que se clasifica de forma subjetiva el realce mediante una escala de
captacion.??2223 Por otro lado, encontramos estudios que aplican un post-
proceso cuantitativo para evaluar el realce post-contraste en los que tampoco
encontramos un acuerdo de cémo definir el realce de la placa intracraneal.
Algunos autores utilizan la sefial intraplaca previa al contraste como referencia#’
pero otros determinan como punto de referencia una zona neutra del cerebro
como por ejemplo el cuerpo calloso.??* En nuestro estudio decidimos aplican el
método post-contraste cuantitativo y el punto de referencia el cuerpo calloso, ya
que en ocasiones no se identifica la placa intracraneal isointensa en las
secuencias sin contraste. Es fundamental que se aplique el mismo consenso
metodologico en futuras investigaciones con el fin de que se realicen estudios

multicéntricos de calidad.
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Existen otros marcadores de imagen de HRMRI en la literatura que se han
relacionado con el riesgo de nuevos ictus en pacientes con aterosclerosis
intracraneal sintomatica. Dentro de estas variables encontramos la carga de la
placa, el indice de remodelacién, el grado de estenosis intracraneal, la superficie
de la placa y la hemorragia intraplaca.’®® En nuestro estudio no encontramos
asociaciones significativas con estas variables. Es posible que esta diferencia
sea debida a las variaciones en la metodologia de imagen (tipo de secuencia y
grosor de corte) la cronologia dispar entre el ictus y la adquisicion de la HRMRI,
la alteracion de la sefial debida a artefactos de flujo a causa de estenosis severas
y la utilizacion de parametros cualitativos para la lectura de la imagen donde
existe subjetividad del observador.

Por el momento, se desconocen los mecanismos fisiopatoldgicos que explican
el realce post-contraste de la placa aterosclerética. Se ha descrito que la causa
mas probable sea la inflamacién o la difusion de contraste a través de los vasa
vasorum. La captacidén de contraste en la placa intracraneal se ha relacionado
anteriormente con la actividad de la placa. En arterias carétidas, la visualizacidn
de realce post-contraste en HRMRI se ha utilizado como marcador de
vulnerabilidad y este a su vez se ha relacionado con procesos inflamatorios.'6.225
Aunque es posible que el contraste penetre mediante difusidn pasiva por los
vasa-vasorum en placas intracraneales de gran tamafio, nuestros resultados van
en linea con otros autores que relacionan el realce post-contraste de la placa
intracraneal con una mayor actividad de la misma. Existen estudios que han
objetivado que el realce post-contraste es un marcador de placas intracraneales
sintomaticas recientes en pacientes con ictus agudo. '7%'7® Los datos obtenidos
en nuestro estudio también sugieren que el realce de la placa aterosclerética
intracraneal puede ser un marcador de actividad y vulnerabilidad. Creemos que
es esencial aclarar si el realce de post-contraste esta relacionado con la
inflamacion y si la dinamica temporal del realce post-contraste puede emplearse

para monitorizar la placa intracraneal y su respuesta a las terapias preventivas.
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5.2. Realce post-contraste de la pared y de la placa intracraneal y la
distribucion de las poblaciones monocitarias en pacientes con

aterosclerosis intracraneal

5.2.1. Sintesis de resultados

El principal resultado del segundo trabajo de investigacion es que la presencia
de realce post-contraste tanto en las placas de aterosclerosis intracraneal, como
en la pared de las arterias, se asocia a una mayor proporcién de monocitos tipo
3 que expresan el receptor CCR5. Esto se observa tanto en pacientes con
aterosclerosis intracraneal sintomatica, como en individuos con aterosclerosis
intracraneal asintomatica. Especialmente interesante resulta el hallazgo en estos
ultimos, ya que todos los pacientes sintomaticos mostraban realce de sus placas.
En los pacientes asintomaticos, la presencia de realce post-contraste de las
placas y de las paredes arteriales, se asocia a una mayor poblacién de monocitos
3 que expresan dicho receptor. Ademas, observamos una mayor proporcién de
monocitos 3 CCRS5 positivos en pacientes sintomaticos a los 3 meses tras el ictus
al compararlo con el momento de inclusion. La relacion obtenida entre dafio
arterial y la poblacion Mon3 CCR5+ nos condujo al ultimo hallazgo del segundo
trabajo de investigacion: la correlacion positiva entre el numero de arterias con
realce y la proporciéon de Mon3 CCRS+. El estudio del realce de pared arterial,
junto con el del realce de las placas de ateroma, constituye una novedad
importante de nuestro trabajo. Nuestros hallazgos sugieren que el realce de
pared arterial también tiene que ver con la actividad inflamatoria y podria traducir
areas de disfuncién endotelial inflamatoria. De esta forma, el estudio de RM de
alta resolucion con contraste, nos permitiria identificar lesiones de aterosclerosis
intracraneal activas tanto en fases iniciales (disfunciéon endotelial — realce en

pared), como en fases avanzadas (placa de ateroma activa — realce en la placa).

5.2.2. Consideraciones generales

El disefio de nuestro estudio es pionero al combinar HRMRI de pared arterial con
citometria de flujo. Hasta ahora, la evidencia para sustentar que el realce post-
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contraste de las placas de aterosclerosis intracraneal se asociaba con la
actividad inflamatoria de las mismas, procedia: (1) del conocimiento procedente
de estudios en placas de ateroma de circulacién extracraneal, extrapolandolo a
la circulacién intracraneal’®®; (2) de estudios con biomarcadores inflamatorios
como la ratio linfocitos /monocitos?® y la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas
(Lp-PLA2)?%¢ asociados ambos con realce post-contraste.

Se ha descrito que la internalizacion de monocitos en la pared vascular es uno
de los eventos tempranos que originan una lesion aterosclerotica.®® Estos
monocitos, dentro de la pared vascular, van a diferenciarse en macrofagos pro o
anti-inflamatorios, dependiendo del ambiente que se encuentren dentro de la
placa.®® La cronificacién de un ambiente proinflamatorio en la placa de ateroma,
a la que contribuyen los macréfagos internalizados, esta directamente
relacionada con la progresién de la lesion.??” Desde el epitelio vascular, se
liberan diferentes quimiocinas que van a atraer a estos monocitos circulantes.??’
Estas quimiocinas se unen a receptores de la membrana plasmatica de los
monocitos, pudiendo activar procesos de diferenciacion en los mismos.*® Este
proceso dara lugar a la aparicion de diferentes subpoblaciones monocitarias que
podrian tener un papel diferente en la cascada inflamatoria. Pese a que una vez
internalizados en la placa, el ambiente inflamatorio que los rodee sera el principal
modulador de la diferenciacién de estos monocitos a macrofagos pro o anti-
inflamatorios,3® la subpoblacion monocitaria que da lugar a esos macréfagos
podria determinar su potencial inflamatorio.

En este trabajo, hemos identificado una subpoblacion monocitaria, Mon3 CCR5+
cuya proporcion se ve incrementada gradualmente en sujetos con aterosclerosis
intracraneal en funcion del grado de realce y del numero de arterias afectadas.
Teniendo en cuenta que hablamos de porcentaje de monocitos 3 positivos para
CCRY5, las diferencias en la distribucion de las subpoblaciones monocitarias
entre los diferentes grupos de estudio, podrian estar influenciando este
resultado. Sin embargo, la ausencia de diferencias en el porcentaje de Mon3
entre los grupos de participantes estudiados, independientemente de la
agrupacion por criterios clinicos o de imagen, apoya la relevancia del
enriquecimiento de Mon3 CCRS5+ en el proceso ateromatoso intracraneal. El
hecho de haber trabajado con monocitos circulantes, no nos permite distinguir el
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destino de estas poblaciones en la placa de ateroma. Podria ser que la poblacion
de Mon3 fuese mas abundante en participantes asintomaticos con realce y mas
aun en pacientes sintomaticos, debido a una mayor diferenciacién a Mon3 en los
monocitos de estos individuos, pero también podria ocurrir que los Mon3 CCR5+
se internalicen mas en la placa de pacientes asintomaticos sin realce, y esto
disminuya su proporcién en circulacién sistémica. Los experimentos realizados
hasta el momento no nos permiten distinguir entre ambas situaciones. En el caso
de que la diferenciacion de Mon3 CCRS+ correlacionase con la gravedad de la
placa, podria indicar un papel proinflamatorio de estas células. De lo contrario,
en caso que ocurriese una mayor internalizacion de los Mon3 CCR5+ en la placa
de pacientes asintomaticos sin realce, el papel de esta poblacion en la placa
podria ser anti-inflamatoria.

No obstante, se ha demostrado que la inflamacién desempefia un papel
fundamental en el proceso de neoangiogénesis.??® Ademas, los macrofagos
tiene una funcion esencial en la formacion de nuevos vasos sanguineos??®
siendo capaces de secretar factores de crecimiento proangiogénicos?3° ademas
de metaloproteinasas de matriz, que mediante el remodelamiento de la matriz
extracelular contribuyen a la generacion de nuevos vasos sanguineos.?3'232
Estos vasos sanguineos de novo son disfuncionales, permiten la extravasacion
de sangre, fomentando la expansién de la placa, exacerbando todavia mas la
angiogénesis.'023% Este efecto podria estar detras de la extravasacion del
agente de contraste en la placa, dando lugar a la aparicion de realce en
participantes asintomaticos con realce, y en los pacientes sintomaticos, lo que
apoyaria el posible papel pro-inflamatorio de los Mon3 CCR5+. Otro argumento
a favor de esta hipotesis, seria la funcidn que CCRS parece tener en el proceso
aterosclerotico. En humanos, existe una mutacion, CCR5A32, que se caracteriza
por una delecidon de 32 pares de bases de la region codificante del gen CCRS.
La delecion de CCR5-delta32 se descubrid inicialmente en relacion con la
infeccion por el VIH-1. Esta variante, se ha relacionado con una menor
susceptibilidad a la enfermedad coronaria,?**235 una menor aparicion precoz de
la enfermedad coronaria en mujeres?® y proteccion frente al infarto de
miocardio.?*” Sin embargo, otros estudios no han encontrado relacién entre este
polimorfismo y el proceso aterosclerético.?38239.240 Esta controversia en los

resultados podria deberse a diferencias en las frecuencias de los alelos entre las
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distintas poblaciones. En modelos animales de aterosclerosis, en concreto en
ratones KO para la ApoE se ha observado una sobreexpresion de CCR5 en la
subpoblacion Mon3 que utilizaba este receptor, en lugar de CCR2 o CXCRS3,
para su internalizacion en la placa de ateroma.*> Curiosamente, en monocitos
humanos y células endoteliales de arterias coronarias humanas se ha
demostrado que las HDL reconstituidas disminuyen la expresion del ligando de
CCRS5 (CCL5), lo que sugiere que la reduccion de la funcién de CCRS puede
contribuir a las propiedades ateroprotectoras de las HDL.4” Sin embargo, existen
otros tipos celulares del sistema inmune que también expresan CCR5, como los
linfocitos T, que podrian tener funciones diferentes en el desarrollo y progresion
de la lesidn aterosclerdtica, por lo que serian necesarios mas experimentos para
establecer categoricamente la funcion que tiene la subpoblacién Mon3 CCR5+

en la aterosclerosis intracraneal.

5.3.Relacion entre los hallazgos principales de ambos trabajos

En el primer estudio observamos que el realce post-contraste de la placa
intracraneal supone un aumento del riesgo de recurrencia de nuevos eventos
cerebrovasculares y en el segundo que el realce post-contraste sugiere una
mayor actividad inflamatoria. Reuniendo los dos trabajos, observamos que una
mayor actividad inflamatoria estaria implicada en el riesgo trombdtico de la
aterosclerosis intracraneal. De confirmarse esta hipotesis, su principal
implicacién terapéutica es que los tratamientos antiinflamatorios podrian detener
la progresion y complicacion de las placas de aterosclerosis intracraneal. Y
yendo aun mas lejos, entre las estrategias antiinflamatorias que cabria
plantearse, estaria el bloqueo de receptores de la membrana de monocitos
circulantes, que podria conseguir una reduccién en la inflamacién local de las
paredes arteriales y por consiguiente un bloqueo en el avance de las placas
aterosclerdticas. Las posibles implicaciones terapéuticas derivadas de nuestros
resultados nos llevan a pensar que con el bloqueo de receptores presentes en
la membrana de los monocitos circulantes se conseguiria una reduccién en la
inflamacion local en las paredes arteriales y por consiguiente un bloqueo en el
avance de las placas ateroscleroéticas. Aun esta por determinar la seguridad o

qué consecuencias puede tener la inhibicion de las respuestas innatas.*
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Otra pregunta sin respuesta que nos planteamos es el papel que presenta la
inflamacion con respecto al riesgo residual que tienen los pacientes con
aterosclerosis en sus arterias y como la monitorizacidon de la inflamacion
endotelial puede prevenir eventos tanto cardiovasculares como
cerebrovasculares. El uso de farmacos antiinflamatorios no ha conseguido tener
claros efectos beneficiosos en la prevencion de eventos vasculares.2%6:210 Por lo
tanto, son necesarios mas estudios que ayuden:

1. A conocer los mecanismos implicados en la inflamacién vascular y en el
desarrollo de la aterosclerosis en su fase inicial especialmente en las
arterias intracraneales

2. adeterminar el uso de marcadores de imagen o bioquimicos que ayuden
a monitorizar el estado inflamatorio vascular de las lesiones
ateroscleroticas en pacientes con alto riesgo cardiovascular y

3. a encontrar dianas terapéuticas que consigan una disminucién de la
inflamacion local de las placas sin producir alteracion en la inmunidad

innata o un mayor riesgo de infecciones.

De confirmarse nuestra hipétesis con futuros estudios, el realce post-contraste
en HRMRI podria convertirse en un marcador de la actividad inflamatoria de las
lesiones de aterosclerosis intracraneal, con capacidad para detectar y
monitorizar el componente inflamatorio de las placas, asi como la respuesta a

distintos tratamientos antiinflamatorios.

5.4.Limitaciones

Ambos trabajos presentan limitaciones.

La primera de ellas es el numero bajo de pacientes y sujetos incluidos en ambos
estudios. Aun asi, el reclutamiento de participantes en ambos estudios fue fiel al
disefio de los estudios (Proyectos FIS: P113/02544 y P116/01396), y nuestros
participantes fueron seleccionados de forma homogénea. Esta limitacion en el
primer estudio llevé a que el numero de eventos cerebrovasculares fuese
pequeno, lo que impidié incluir mas variables predictoras de futuros ictus en los

modelos multivariables, realizandose un analisis univariado para el subgrupo de
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participantes con eventos cerebrovasculares isquémicos y para pacientes
sintomaticos. En el segundo estudio, habria sido deseable un mayor numero de
participantes. Cabe destacar el gran impacto que tuvo la pandemia por la Covid-
19 en el desarrollo de este estudio, influyendo negativamente en el reclutamiento
de sujetos asintomaticos. Ademas, existen pacientes con aterosclerosis
intracraneal sintomatica que fueron tratados de forma aguda con terapias de
reperfusion (procedimiento intravascular mecanico) impidiendo la participacion

en el estudio.

La segunda limitacion es la falta de consenso o de protocolos estandarizados de
resonancia magnética de alta resolucion para estudiar las caracteristicas
morfologicas de las placas intracraneales. Creemos que las discrepancias entre
los diferentes estudios se deben a la falta de estandarizacién en los protocolos
HRMRI y la complejidad en la obtenciéon de la imagen, tiempo en la
administracion de contraste y la forma de evaluar la imagen de la pared y placa
intracraneal.

La cuantificacion del realce post-contraste se realiza en algunos estudios
mediante métodos cualitativos como el uso de una escala visual, mientras que
en otros se realiza mediante métodos cuantitativos como la determinacion
manual del ROI, lo que genera gran variabilidad metodologica. Ademas, existen
artefactos que impiden la visualizacion correcta del realce de las placas o pared
arterial. Por ejemplo, se ha descrito la limitacién que supone la propia captacion
del seno carotideo en la visualizacién de las placas en arteria carétida. En
nuestro caso hemos observado que las estenosis criticas de la arteria basilar
generan artefactos de flujo que impiden la valoracion correcta del realce.
Actualmente se esta trabajando en un nuevo método de valoracion vy
cuantificacion del realce post-contraste en 3D con mapas de realce que incluye
toda la placa y arteria. Un método mas preciso para el realce post-contraste
permitira identificar con mas certeza qué placas estan en situacién de
vulnerabilidad ademas de la respuesta al tratamiento preventivo primario y

secundario.

La tercera limitacion se centra en el uso de resonancia magnética de alta

resolucion, dado que se trata de un procedimiento diagnostico con elevado coste
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y no siempre esta disponible en los centros y hospitales. Hay que mencionar
también que la prueba no es apta para todos los sujetos, por ejemplo, es
incompatible con ciertos materiales como los marcapasos u otros dispositivos y
la claustrofobia que puede generar someterse a la prueba. En ocasiones, el
movimiento del paciente durante la realizacion de la exploracidon genera
artefactos y problemas en la visualizacion de las estructuras corporales que

impiden obtener datos fiables.

La cuarta limitacion es que, aunque la proporcion de monocitos 3 CCRS5 positivos
y realce post-contraste de las placas y paredes arteriales sugieren actividad e
inflamacion en las placas, no conocemos la funcion de esta subpoblacion

monocitaria en el proceso ateroscleroético intracerebral.

148



149



150



-

CONCLUSIONES

151



152



6. Conclusiones:

1.

El realce post-contraste en RM de la placa de aterosclerosis intracraneal
predice el riesgo a largo plazo de futuros ictus en sujetos caucasicos con
aterosclerosis intracraneal. El realce post-contraste se convierte en un buen
candidato para la estratificacion de riesgo de los pacientes con aterosclerosis
intracraneal, aunque debe ser validado con series de pacientes mas amplias

y con estudios multicéntricos.

Una mayor proporcion de monocitos con con receptor CCRS positivo se ha
asociado con el realce post-contraste de placas y paredes arteriales
intracraneales en pacientes con aterosclerosis intracraneal y sujetos con alto
riesgo ateroscleroético. Nuestros datos sugieren que los monocitos con CCR5
positivos y el realce post-contraste son marcadores de actividad inflamatoria
en las lesiones ateromatosas intracraneales. Se necesitan mas estudios que
aborden estas cuestiones y que desarrollen nuevos modelos experimentales.
Ademas, el uso de imagen molecular para la visualizacion directa de la
inflamacion de placas y paredes arteriales intracraneales ayudara en la
identificacion de pacientes de alto riesgo, la monitorizacion de la enfermedad

y la evaluacion de la respuesta al tratamiento.

153






N

ANEXOS

155



156



7. Anexos

Articulo relacionado con la tesis doctoral:

Gbémez-Vicente B, Hernandez-Pérez M, Martinez-Velasco E, et al. Intracranial
atherosclerotic plaque enhancement and long-term risk of future strokes: A
prospective, longitudinal study [published online ahead of print, 2022 Dec 19]. J
Neuroimaging. 2022;10.1111/jon.13077. doi:10.1111/jon.13077

Title: Intracranial atherosclerotic plaque enhancement and long-term risk
of future strokes; a prospective, longitudinal study.

Beatriz Gomez-Vicente'’, Maria Hernandez-Pérez?', Elena Martinez-Velasco',
Margarita Rodriguez-Velasco®, Josep Munuera*®, Marta Rubiera®, Carla Vert®,
Laura Dorado?, Mercedes de Lera', Ana Isabel. Calleja’, Elisa Cortijo’, Jesus
Agulla”8, Elena Lépez-Cancio®'® Juan Francisco Arenillas’”’.

Abstract

Background and Purpose: The prognostic significance of post-contrast
enhancement of intracranial atheromatous plaque is uncertain. Prospective,
long-term follow-up studies in Caucasians, using a multi-center design, are
lacking. We aimed to evaluate whether this radiological sign predicts long-term
new stroke in symptomatic and asymptomatic intracranial atherosclerotic disease
(ICAD) patients.

Methods: Prospective, observational, longitudinal, multicenter study. We
included a symptomatic and an asymptomatic cohort of ICAD patients that
underwent 3T MRI including high resolution sequences focused on the
atheromatous plaque. We evaluated grade of stenosis, plaque characteristics
and gadolinium enhancement ratio (post-contrast plaque signal/post-contrast
corpus callosum signal). The occurrence of new events was evaluated at 3, 6, 9,
12 months and annually thereafter.  The association between plaque
characteristics and new stroke was studied using Cox multiple regression survival
analysis and Kaplan Meier curves.

Results: Forty-eight symptomatic and 13 asymptomatic patients were included.
During 56.3 £ 16.9 months, eleven patients (18%) suffered a new event (seven
ischemic, two hemorrhagic and two transient ischemic attacks). A receiver

operating characteristic curve identified an enhancement ratio of >1.77 to predict
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a new event. In a multivariable Cox regression, post-contrast enhancement ratio
>1.77 [Hazard Ratio (HR),3.632; 95% Confidence Interval (Cl), 1.082-12.101]
and cerebral microbleeds (HR, 5.244; 95% CI, 1.476-18.629) were independent
predictors of future strokes. Patients with a plaque enhancement ratio >1.77 had
a lower survival free of events (p < 0.05).

Conclusions: High intracranial post-contrast enhancement is a long-term
predictor of new stroke in ICAD patients. Further studies are needed to elucidate
whether post-contrast enhancement reflects inflammatory activity of intracranial

atheromatous plaque.
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