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RESUMEN

Una consecuencia directa de la enfermedad aterosclerdtica es el desarrollo de ictus,
suponiendo la segunda causa de muerte y de demencia en Espaia, y la primera causa de

discapacidad adquirida en el adulto.

Sin embargo, la evolucidon natural de las lesiones aterosclerdticas con el mismo grado de
estenosis es completamente diferente en los pacientes sintomaticos (con mayor riesgo de
recurrencia) que en los asintomaticos. Otras veces, placas moderadamente estendticas
evolucionan rapidamente y causan sintomatologia neuroldgica grave, mientras que estenosis
mas importantes permanecen asintomaticas. Estos datos implican la existencia de dos tipos de
enfermedad carotidea: una forma estable (con poca probabilidad de producir ictus) y otra

inestable (no necesariamente mas estendtica) con un alto riesgo de producir sintomas.

Los métodos diagndsticos actuales son de imagen, morfolégicos y hemodindamicos. No se
dispone de biomarcadores que nos permitan dilucidar la biologia de la placa aterosclerdtica que

va a predisponer al paciente a un ictus.

El estrés oxidativo ha demostrado una clara influencia en el desarrollo de las placas de
ateroma por los dafios provocados en el endotelio vascular. Pese a ello, no se ha demostrado
una relacion entre el estrés oxidativo y el desarrollo de ictus en pacientes con enfermedad

aterosclerdtica.

El objetivo principal de este trabajo es analizar la implicacion de la situacién redox en la
patologia aterosclerética, su relacidon con la vulnerabilidad de la placa y la presencia de clinica

neuroldgica.

Para ello, se realizd un estudio observacional prospectivo donde se analizaron muestras de
pacientes intervenidos de tromboendarterectomia carotidea en el servicio de Angiologia y
Cirugia Vascular del Hospital Clinico Universitario de Valladolid que cumplian criterios NASCET

en el afio 2020.

Metodolégicamente se efectio un andlisis descriptivo de las caracteristicas clinico-
demograficas y la presencia de sintomatologia neuroldgica. Se realizd un estudio ecografico y
angiografia mediante tomografia computarizada para la determinacién de las caracteristicas

anatomicas y hemodinamicas de la placa de ateroma en el preoperatorio para establecer el
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grado de estenosis carotidea. Se determinaron biomarcadores séricos relacionados de facil
medicién, incluyendo parametros de perfil lipidico, acido Urico, marcadores de inflamacién e
hipoperfusion tisular. Conjuntamente, se midieron marcadores de estrés oxidativo en placa de
ateroma para la evaluacién de la capacidad antioxidante (FRAP, ABTS y acido urico), las defensas
antioxidantes (superéxido dismutasa y catalasa), el dafio oxidativo (peroxidacion lipidica y dafio

al ADN) y la disfuncién energética mitocondrial (lactato).

La asociacion entre variables categodricas (caracteristicas morfoldgicas de la placa vy
sintomatologia neuroldgica) se estudié mediante la prueba de chi cuadrado y la asociacién de la
media de las variables cuantitativas en dos grupos de variables categdricas (caracteristicas
morfoldgicas de la placa y sintomatologia neurolégica) se analizé mediante la prueba T-Student.
Para las variables cuantitativas que no cumplieron el supuesto de normalidad se analizd la

diferencia de medias mediante la prueba U de Mann-Whitney.

El andlisis de las caracteristicas clinico-demograficas muestra que nuestros pacientes son de
edad avanzada (media de 73 afios), con predominio de sexo masculino, una alta prevalencia de
factores de riesgo cardiovascular (especialmente hipertension arterial, dislipemia y tabaquismo)
y antecedentes cardiovasculares. Sin embargo, la presencia de estos factores de riesgo
cardiovascular segun las caracteristicas morfoldgicas de la placa y segun la presencia de

sintomatologia neuroldgica no arroja diferencias estadisticamente significativas.

El analisis de biomarcadores séricos revela diferencias en la determinacién de acido urico,
encontrando niveles significativamente superiores en pacientes con placas no calcificadas y
vulnerables (6,76£1,56 vs 5,27+1,74 mg/dL, p=0,041). También se observaron niveles superiores

en pacientes con sintomatologia neuroldgica, pero la diferencia no llegd a ser significativa.

El analisis de marcadores de estrés oxidativo en placa de ateroma revela que las placas de
ateroma calcificadas tienen mayor capacidad antioxidante en el pardmetro ABTS
(2803,28+223,27 vs 2635,08+323,80 uM Eq. TROLOX, p=0,007) y FRAP, mientras que los niveles
de acido Urico se comportan de forma inversa; mayor defensa antioxidante en la medicién de
actividad superdxido dismutasa (1,49+1,20 vs 1,11+0,53 U/mL, p=0,049) y actividad catalasa;
menor dafo oxidativo en dafio al DNA y peroxidacién lipidica (aunque no se alcanzé la
significacidn estadistica) y menor disfuncién del metabolismo energético en la cuantificacién de
lactato (8,57+4,05 vs 11,45+3,28 mg/dL, p=0,001). Ademas, los pacientes con sintomatologia
neurolégica presentaron menor capacidad antioxidante en ABTS y FRAP y de forma inversa el

acido urico, mayor peroxidacion lipidica y mayor alteracién del metabolismo energético.
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Nuestro estudio permite conocer el estado de estrés oxidativo subyacente en la placa de
ateroma carotidea, aportando una informacién completa del riesgo de ictus de un paciente con
una estenosis carotidea con independencia de su grado de estenosis. Los resultados explican
por qué las placas de ateroma no calcificadas son altamente vulnerables con mayor probabilidad
de desarrollar complicaciones neurolégicas. Es el primer estudio en el que se evidencia una
relacidn entre la implicacién del estrés oxidativo, con gran nimero de biomarcadores en placa

de ateroma, y el desarrollo de ictus en pacientes ateroescleréticos.
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INTRODUCCION

l.1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

Las enfermedades vasculares cerebrales (EVC) forman un grupo heterogéneo de trastornos
que involucran la interrupcién del flujo sanguineo cerebral alterando transitoria o

definitivamente el funcionamiento de una o varias partes del encéfalo (1).
Segun la naturaleza de la lesién producida, existen diferentes entidades (Figura 1) (2).

e Isquemia cerebral: se incluyen todas las alteraciones del encéfalo secundarias a un
trastorno del aporte circulatorio, en torno al 80% de los casos totales de EVC. Se
considera focal cuando solo afecta una zona del encéfalo, englobando el ataque
isquémico transitorio y el infarto cerebral, y global cuando todo el encéfalo se ve

afectado.

o Ataque isquémico transitorio (AIT): se define con un episodio breve de
disfuncidn neuroldgica, con sintomas clinicos que tipicamente duran menos de
una hora, sin evidencia de lesién isquémica permanente por técnicas de
neuroimagen (3). Puede ocasionar amaurosis fugax por un émbolo en la arteria
oftalmica. Su pronéstico individual es variable, segun el territorio vascular

afectado. Estos pacientes tienen alto riesgo de ictus isquémico.

o Infarto cerebral o ictus isquémico: ocasionado por la alteracion cualitativa o
cuantitativa del flujo sanguineo a un territorio encefalico, produciendo un
déficit neuroldgico durante mas de 24 horas y necrosis tisular. La causa mas
frecuente es la oclusién aterotrombética de arterias grandes (infarto
aterotrombético). Otros subgrupos son el infarto cardioembdlico, de tipo

lacunar, de causa rara y de origen indeterminado.

e Ictus hemorragico: debido a una extravasacion de sangre dentro de la cavidad craneal,
secundaria a la rotura de un vaso sanguineo. Supone en torno a un 20% de los casos
totales de EVC. Engloba la hemorragia subaracnoidea y hemorragia intracerebral con

diferentes subtipos.
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ENFERMEDAD

VASCULAR CEREBRAL

ISQUEMIA CEREBRAL ICTUS HEMORRAGICO

Global Focal ) Hemorragia
Hemorragia cerebral

| subaracnoidea

Accidente isquémico Ictus isquémico Parenquimatosa
transitorio
Aterotrombdtico Ventricular
Cardioembdlico

Lacunar
Causa inhabitual
Causa desconocida

Figura 1. Clasificacion de la enfermedad cerebrovascular seglin su naturaleza.

1.1.1. Ictus isquémico aterotrombatico

El ictus isquémico es producido por la interrupcién del flujo sanguineo cerebral en una arteria,
siendo la falta de oxigeno la principal consecuencia. Esta disminucién de flujo produce un darea
de infarto donde hay muerte celular por necrosis, y otra zona de riesgo pero aun viable con
actividad metabdlica minima llamada penumbra isquémica (4). Se debe tratar de recuperar el
flujo sanguineo cerebral en el menor tiempo posible para evitar que la zona de penumbra

isquémica se convierta en zona de muerte cerebral (5).

La correcta categorizacion etiopatogénica del ictus isquémico es fundamental para
seleccionar el tratamiento preventivo mds adecuado, y con ello disminuir el riesgo de
recurrencias (6). De todas las causas, la mas frecuente es la aterosclerética con origen en las

arterias cardtidas o intracraneales.

El ictus isquémico aterotrombdtico se caracteriza por ser un infarto de tamafio mediano o
grande, de topografia cortical o subcortical y localizacion carotidea o vertebrobasilar. Es
imprescindible la presencia de arteriosclerosis generalizada o la demostracion de estenosis de
las arterias cerebrales correlacionado con la clinica del paciente. Se debe cumplir uno de los dos

criterios siguientes (1):
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e Aterosclerosis con estenosis: estenosis 250% del didmetro luminal u oclusion de la

arteria en ausencia de otra etiologia.

e Aterosclerosis sin estenosis: presencia de placas o estenosis <50% en la arteria en
ausencia de otra etiologia y en presencia de mas de dos de los siguientes factores de
riesgo vascular cerebral: edad >50 aifos, hipertensién arterial, diabetes mellitus,

tabaquismo o hipercolesterolemia.

|.1.2. Epidemiologia y etiopatogenia
En nuestro entorno las EVC entrafian un problema sanitario relevante y acuciante, siendo una

causa muy frecuente de morbilidad y hospitalizacién.

Diversos estudios de las ultimas décadas han caracterizado la epidemiologia de los EVC en
nuestro pais, aunque muestran gran variabilidad tanto en metodologia como en los limites de
edad considerados (7). Los datos referentes a los AIT son complicados de valorar, ya que un
elevado porcentaje de los pacientes no llegan a consultar al médico, por lo que nos centraremos

en los datos de ictus isquémico.

La incidencia anual de ictus es de 187,4 casos por cada 100.000 habitantes, lo que implica en
torno a 71800 nuevos casos cada aiio (8). La prevalencia se estima en 1,7%, correspondiendo a
mas de 660.000 personas, produciéndose casi 27.000 defunciones en 2017 por esta causa.
Constituyen la segunda causa de mortalidad en la poblacién general (después de las

enfermedades cardiovasculares), la primera en mujeres (9) y la tercera en varones.

Se han observado diferencias geogréficas, teniendo mayor prevalencia en zonas urbanas
respecto a zonas rurales. El perfil sociodemografico revela que los ictus se producen en personas

de mayor edad, varones y con menor nivel de estudios que otras enfermedades (Figura 2) (10).
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N valido
Edad

Sexo

Nivel de estudios

Mediana (rango intercuartilico)
265 afos (%)

Hombres (%)

Mujeres (%)

Primarios o sin estudios (%)
Estudios secundarios (%)
Estudios universitarios (%)

ICTUS  OTRAS ENFERMEDADES TUMORES LESIONESODEFECTOS PERMANENTES

646.653
720820
676
96,2
438
617
276
10.6

CRONICAS

7702889

63,0(29)
475
S04
498
459
413
127

MALIGNOS
1578448
66,0 (19)

$33
392
60,8
468
370
16,2

PORUNACCIDENTE
2348903
510(26)
256
598
402
319
4.2
139

Figura 2. Comparacion del perfil sociodemografico de los individuos que habia padecido ictus y
otros grupos de enfermedades en Espafia durante el afio 2017. Tomado de Atlas del Ictus en

Espafia (10).

Del total de altas hospitalarias por ictus producidas en nuestro pais en 2017, 54,7% son

varones y su nimero es mayor en los grupos de edad avanzada (Figura 3). Esta relacion se

invierte a partir de la década de los 80 afios, donde predominan los casos en mujeres. Este perfil

epidemioldgico ya se observé en el metaanalisis de Boix et al (11) en 2006, donde la probabilidad

global de que una mujer sufriera un ictus, comparada con la de los hombres, fue

significativamente menor (79%). Se observé un aumento de la prevalencia con la edad,

particularmente entre las mujeres, por lo que en las edades mas avanzadas la proporcién de

afectados fue mas alta en el sexo femenino.
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Figura 3. (A) Nimero de altas hospitalarias por ictus entre 2005-2017 y (B) Nimero de altas
hospitalarias por ictus segin edad y sexo en 2017. Tomado de Atlas del Ictus en Espaiia (10).

Gracias a la mejora en los cuidados hospitalarios durante la fase aguda la mortalidad por EVC
ha disminuido en las ultimas décadas. Sin embargo, se ha incrementado la morbilidad de forma
paralela, originando una media de 9,9 afios de vida perdidos. Dos tercios de los pacientes que
sobreviven presentan algun tipo de secuela o discapacidad (12), especialmente en lo referente
independencia para las actividades cotidianas y el dolor (Figura 4). Esto

incrementa la necesidad de recursos asistenciales sanitarios y no sanitarios, y conlleva un
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Figura 4. Limitaciones autopercibidas en las actividades cotidianas de pacientes con ictus
respecto a otros grupos de enfermedades en Espafia durante el afio 2017. Tomado de Atlas del
Ictus en Espafia (10).

Ademas, supone un gasto sociosanitario muy elevado, tanto en la fase aguda como durante
el seguimiento. Los pacientes con ictus en fase aguda deben ser atendidos en las primeras 6
horas en unidades especializadas (Unidad de Ictus) e iniciar el tratamiento neurorrehabilitador
de manera precoz(13). Segun la European Heart Network el coste total asociado a ictus en
Espafa en 2015 se valoraba en 2908 millones de euros, siendo el 43% gasto sanitario directo,

32% de cuidados informales y 25% derivado de pérdidas de productividad laboral (14).

Segun las estimaciones demograficas de las préximas décadas, en las que nuestro pais tendra
presumiblemente una de las poblaciones mas envejecidas del mundo, es previsible un

incremento en la incidencia y prevalencia de esta patologia, asi como en los gastos asociados.

|.2. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es un tipo de arteriosclerosis caracterizado por el depdsito de lipidos y
colesterol en el espacio subendotelial de la pared de las arterias de calibre grueso y mediano.
Estos depdsitos promueven la proliferacién de ciertos tipos celulares en la pared del vaso, de
manera que la luz de la arteria se va estrechando y disminuye el flujo sanguineo normal. La
formacién de una placa de ateroma condiciona la alteracidn estructural y funcional de la intima

arterial, y posteriormente de la capa media y de la adventicia (15).

La placa de ateroma puede afectar a todo el arbol arterial: las arterias coronarias, las arterias
del cerebro (cardtidas, vertebrales y cerebrales) y de las extremidades inferiores (16,17). El
proceso puede durar décadas, desde que comienza la lesién aterosclerdtica hasta que la placa

se rompe y se desencadena la formacion de un trombo, dando lugar a diversas manifestaciones
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dependiendo del territorio afectado. Se utiliza también el término de enfermedad

aterotrombdtica, incluyendo ambos procesos en la misma entidad.

1.2.1. Aspectos morfologicos de la aterosclerosis

Estructura de la pared arterial

La pared arterial estd formada por tres capas concéntricas desde el interior al exterior,

denominadas intima, media y adventicia (Figura 5).

Capa intima:
Endotelio

VIEAE
W -—;&— Membrana basal

M

J J '/ |
® (\_——;’3/-,} Lamina elastica
® OH 5 !

7 interna

V274
7,

74} capa media: células
—_————

e/ musculares lisas
>

= Lémina elastica
3 externa

—.. Capa adventicia

Luz del vaso

Figura 5. Estructura de la pared arterial.

La capa intima estd formada por células endoteliales, constituyendo un recubrimiento
liso. El endotelio tiene propiedades de vasodilatacién, anticoagulacién vy
antiproliferacién. Mantiene la circulacidn y el tono sanguineo, segrega sustancias
vasoactivas como el oxido nitrico (NO) y evita la adhesiéon plaquetaria y el

reclutamiento de monocitos (18).

La capa media estd compuesta por fibras musculares lisas dispuestas de forma
concéntrica, cuyo numero depende del grosor de la arteria. La matriz extracelular estd

formada por fibras eldsticas y de colageno, en proporcion variable.
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e la capa adventicia esta constituida por células musculares lisas y tejido conjuntivo,
compuesto por fibroblastos y coldgeno. Se fusiona con el tejido conectivo que rodea

los vasos, nervios y érganos colindantes.

Los limites entre las capas estdn bien definidos, ya que las separan capas de elastina.
Encontramos la ldamina elastica interna entre las capas intima y media, y la l[dmina eldstica

externa entre las capas media y la adventicia.

Formacion y progresion de la placa de ateroma
Diversos estimulos hemodindamicos y sistémicos (dislipemia, hiperglucemia, hipertension
arterial, entre otros) condicionan una disfuncién endotelial que se manifiesta en distintos

lugares propensos del arbol arterial, que compromete la integridad del endotelio como barrera.

Los primeros cambios detectables de una lesidn aterosclerédtica son el aumento de la
permeabilidad, el atrapamiento y la modificacién fisicoquimica de lipoproteinas circulantes en

el espacio subendotelial (19).

Las LDL son las particulas aterogénicas por excelencia, pero otras lipoproteinas que contienen
apoB (como la lipoproteina (a), VLDL e IDL) también contribuyen a la aterogenicidad, ya que
pueden atravesar la membrana endotelial por su tamafo. Las LDL atrapadas en el espacio
subendotelial interaccionan con proteoglicanos y proteinas que modifican su estructura

(mediante oxidacién, agregacion o protedlisis enzimatica) favoreciendo su retencién (20).

A continuacidn, se inicia un reclutamiento selectivo de monocitos circulantes hacia la intima,
donde se diferencian a macréfagos e internalizan las LDL modificadas y retenidas a través de
unos receptores no especificos y no regulados denominados Scavenger (SRAI y CD36). El
colesterol captado por los macréfagos se esterifica en su interior por la enzima acil coenzima A
colesterol transferasa 2 y se acumula en gotas lipidicas en el citoplasma. Los macréfagos repletos
de lipidos se transforman en células espumosas, el sello distintivo de la estria grasa (lesion

aterosclerética inicial) y posteriormente de la placa de ateroma.

Las lipoproteinas ricas en triglicéridos y sus remanentes, que por su tamafio pueden atravesar
el endotelio, también son captadas por los receptores Scavenger de los macréfagos

directamente sin modificacidn y contribuyen a la formacion de las células espumosas.
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A medida que la lesién progresa, se produce apoptosis de macréfagos y aparecen dreas
confluentes de necrosis conteniendo restos celulares, cristales de colesterol, proteasas y

material protrombético que constituyen el centro de la placa aterosclerética en formacion.

Las células espumosas e inflamatorias contindan reclutando monocitos al espacio
subendotelial y se forman y aumentan las estrias grasas. Multiples citocinas y factores de
crecimiento producidos por el endotelio activado y los macréfagos actian sobre las células
musculares lisas (CML) préximas para inducir su proliferacion y la sintesis de componentes de la
matriz extracelular dentro del espacio subendotelial (21). La remodelacién estructural
progresiva de esa lesién fibrosa da lugar a la formacién de una cubierta fibrosa, que recubre un
nucleo necrético rico en lipidos compuesto por lipoproteinas oxidadas, cristales de colesterol y
restos celulares, acompafidndose de diversos grados de remodelacién de la matriz y
calcificacién. La placa fibrosa continta creciendo con material como coldgeno y elastina y

obstruye de forma parcial la luz del vaso.

Los extremos de las placas contienen una rica poblacién de células inflamatorias (macréfagos
y linfocitos T activados, células NK y células dendriticas) que modulan el fenotipo
proinflamatorio endotelial y contribuyen a la inestabilidad estructural de la placa mediante la

modificaciéon proteolitica de sus componentes de la matriz extracelular (22,23).

La placa estable puede evolucionar a placa vulnerable y a su ruptura cuando los macrdéfagos
activados producen una respuesta inflamatoria con liberacion de citoquinas, linfocitos T y
proteasas que provocan un adelgazamiento de la capa fibrosa que recubre el ndcleo necrético.
Cuando la placa se rompe hay exposicidon aguda del contenido del nicleo necrdético a los factores
procoagulantes y protromboéticos y se forma el trombo (Figura 6) que ocasiona los eventos

clinicos (19).

En un individuo determinado pueden coexistir multiples placas ateroscleréticas, cada una de

ellas en distinta fase de formacidon y evolucién (24).
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Figura 6. Proceso de formacién de la placa de ateroma hasta la rotura y trombosis. 1) Estructura
vascular arterial normal, el inicio del proceso comienza con el incremento de la permeabilidad.
2) Reclutamiento de monocitos, transformacién a macréfagos e internalizacién de lipidos hasta
la formacion de células espumosas. 3) Remodelacion estructural por la proliferacion de CML y
sintesis de moléculas de matriz extracelular. Las placas avanzadas contienen restos apoptéticos,
cristales de colesterol y microvasos. 4) Fractura de la cubierta fibrosa de la placa,
desencadenando un trombo hacia la luz del vaso. Tomado de Libby et al (16).

Estadios de la placa aterosclerdtica

El American Heart Association’s Commitee on Vascular Lesions recomendd una clasificacion

numeérica de los tipos de lesiones ateroscleréticas definidas histolégicamente, y la clasificacion

morfoldgica de Stary (Figura 7) se considerd la mds apropiada (25,26).

e La Lesidn de tipo I, también denominada lesidn inicial, consiste en cambios iniciales y

minimos que no aumentan el espesor de la pared arterial. Consiste en macréfagos que

contienen gotas lipidicas citoplasmdticas observables en la intima. Pueden suceder

desde los primeros afios de vida (27).

e la Lesion de tipo Il contiene un mayor nimero de macréfagos con acumulo

citoplasmatico de lipidos y células de musculo liso, formando la estria grasa.
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La Lesion de tipo lll, denominada lesion intermedia, transicional o preateroma, esta
formada por grandes acimulos de macréfagos espumosos que dan lugar a depdsitos

extracelulares de lipidos.

La Lesion de tipo IV, ateroma o placa fibrosa, ya se considera una lesién avanzada por
la desorganizacién de la intima. Esta formada por un centro lipidico, con abundantes
depdsitos extracelulares de lipidos y en ocasiones cristales de colesterol. La luz del vaso
puede estrecharse levemente y ocasionar sintomas si se producen fisuras en su

superficie. Pueden aparecer desde la segunda década de la vida.

La Lesion tipo V se produce cuando la placa se enriquece en colageno y tejido fibroso.
Se consideran lesiones vulnerables a la rotura debido a la abundancia de macréfagos
(28). Si el nuevo tejido conjuntivo fibroso forma parte de la lesién con un centro lipidico
se denomina fibroateroma o lesién Va. Si se observan zonas de calcificacion es tipo Vb

y si el centro lipidico no existe o es minimo se denomina Vc.

La Lesidn tipo VI, se denomina fibroateroma complicado o lesién complicada. Se
subdivide en tipo Vla o rotura de la superficie con trombo y hemorragia, tipo Vlb o
presencia de trombo sin hemorragia y tipo Vlc o hemorragia sin trombo. Entre las
multiples causas, destacan la erosién de la lesidn previa, rotura de los capilares
neoformados o cambios de flujo sanguineo turbulento (29). Ocurren a partir de la

tercera o cuarta década de vida.

La Lesion tipo VIl es una lesién calcificada. Se observa una mineralizaciéon importante,
donde el calcio reemplaza el depdsito extracelular de lipidos en proporcién variable.

Puede ocurrir a partir de la cuarta década de vida.

La Lesidn tipo VIII es una lesion fibrdtica, mas frecuente en arterias de extremidades

inferiores. Tienen un minimo componente lipidico, formadas en su mayor parte por

colageno.
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Figura 7. Secuencia de lesiones aterosclerdticas en secciones transversales de arteria.
Modificado de Stary et al (26).

La morbimortalidad de las placas es caracteristica de las lesiones IV y V, donde se producen
con mas frecuencia la rotura de la superficie de la placa con hematoma, hemorragia o depdsito
de trombo (Figura 8). Las lesiones con trombo pueden evolucionar de diferente forma,

produciéndose una rotura de la placa, erosién o calcificacion. Estas lesiones se asocian

frecuentemente con sintomas y embolizaciones (30-32).

. P Progresion de la .. Mecanismo de  Correlacion
Nomenclatura e histologia principal : Inicio . ..
aterosclerosis crecimiento clinica
Tipo I: Lesién inicial
* Células espumosas aisladas o A parl‘tir dela
primera
Tipo II: Estria grasa década
+ Acumulacién lipidica intracelular e Silente
Tipo lll: Preateroma Por acumulacién
« Tipo Il + depésitos lipidicos extracelulares @ lipidica
pequefios A partir de la
tercera década
Tipo IV: Ateroma @
« Tipo Il + nucleo lipidico extracelular
Tipo V: Fibroateroma Incremento de
+ Nucleo lipidico y capa fibrética. Uno o o musculo liso y Silente
multiples. coldgeno ocon
A partir de la sintomas
Tipo VI: Fibroateroma complicado/rotura cuarta década
* Erosién Trombosis y/o
* Hemorragia \=>@=4 hematoma
* Trombosis

Figura 8. Principales caracteristicas de las diferentes etapas de formacidon de la placa
aterogénica. Modificado de Stary et al (26).
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Estabilidad de la placa de ateroma
Las placas ateroscleréticas se pueden clasificar en estables o inestables seglin su tendencia a

la rotura o erosidén, observandose diferencias en la aparicién de manifestaciones clinicas (33).

La placa estable se caracteriza por un escaso contenido en ésteres de colesterol, una cubierta
fibrosa gruesa con abundantes CML y matriz extracelular con escaso infiltrado inflamatorio.
Estas placas permanecen estdticas o crecen lentamente, incluso durante décadas. La placa
inestable se define como aquella con tendencia a la rotura, lo que puede ocasionar trombosis,
oclusidon o infarto bastante tiempo antes de generar una estenosis hemodindmicamente
significativa. El estudio histologico de estas placas muestra una alta concentracion de lipidos
(Figura 9), una cubierta fibrosa delgada con poca proliferacion de CML y escasa presencia de
colageno, asi como un importante infiltrado inflamatorio compuesto por células

linfomonocitarias y macréfagos (34,35).

Capa fibrosa —— Capa fibrosa

Nucleo
lipidico

Macrofago

) Linfocito T
- Célula muscular

~=~ Coldgeno A) PLACA INESTABLE B) PLACA ESTABLE

Figura 9. Caracteristicas de la placa inestable (A) y la placa estable (B).

La tendencia a la rotura estd determinada por varios factores: el tamafio y consistencia del
nucleo lipidico, el grosor de la cdpsula fibrosa, la intensidad de los procesos inflamatorios en su

interior, la neovascularizacién y desencadenantes biomecanicos.

El proceso inflamatorio del interior de la placa es crucial. Los macréfagos degradan la matriz
extracelular mediante la secrecién de enzimas proteoliticas como metaloproteinasas y
catepsinas, debilitando la cubierta fibrosa y favoreciendo su rotura. Por otro lado, los linfocitos
T inducen la produccién de metaloproteinasas de los macréfagos mediante la estimulacién de

CD40, asi como la apoptosis de las células musculares lisas mediante la produccion de IL-1,
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reduciendo la sintesis de coldgeno y estimulando la degradacidn de tejido conectivo (36—38).
Estos mecanismos inflamatorios también pueden generar la erosion superficial de la capa

endotelial sin llegar a fracturar la cubierta fibrosa (39).

La neovascularizacién de la cubierta fibrosa también es mayor en las placas con mayor grado
de necrosis y en casos de rotura y hemorragia. Esta angiogénesis se relaciona con la hemorragia
intraplaca (40,41). Ademas, los microvasos estan relacionados con un incremento de moléculas
de adhesién endotelial (E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1) que originan una mayor adhesién y
migracion leucocitaria hacia la lesion aterosclerética, generando una mayor infiltracién

inflamatoria y progresién de la placa.

Ademas de la vulnerabilidad intrinseca de la placa, la rotura depende de las tensiones
extrinsecas que sufre, los desencadenantes de rotura (Figura 10). Se desencadenard por un
repentino incremento de la tensidn de la placa, como un aumento brusco de la tensidn arterial
o del nimero de pulsaciones, por vasoconstriccion y hemorragia intraplaca, o por una reduccion

de su resistencia (35,42).

Gran nucleo lipidico (>40%)  PMacrofagos Remodelacion externa Neovascularizacion
\ PLACA VULNERABLE

l Inflamacion

i i i Degradacion de la matriz
J,De la matriz en la cubierta fibrosa { Células musculares lisas

|

Adelgazamiento de la cubierta fibrosa

l Factores desencadenantes

ROTURA O EROSION DE LA PLACA T Tensién en la placa
\, Resistencia de la placa

TROMBOSIS

Figura 10. Esquema de los mecanismos fisiopatoldgicos de la vulnerabilidad de la placa, rotura
y trombosis. Modificado de Malpartida et al (42).

Durante mucho tiempo se penso que la lesién intensamente estendtica era la responsable de
los sindromes coronarios agudos, y el grado de estenosis es el principal criterio para considerar

la posibilidad de una endarterectomia carotidea (35,42). Sin embargo, se ha podido averiguar
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qgue a menudo son estenosis mds moderadas las que constituyen mayor riesgo para las
manifestaciones clinicas. La evolucidon natural de las lesiones ateroscleréticas con el mismo
grado de estenosis difiere en los pacientes sintomaticos respecto a los asintomaticos, con una
recurrencia clinica superior al 13% en los primeros y del 1-2% en los segundos (36). Otras
ocasiones, placas moderadamente estenéticas evolucionan rapidamente causando alteraciones
cerebrovasculares graves mientras que estenosis mas importantes permanecen asintomaticas.
Esto nos indica dos tipos de enfermedad carotidea: una forma estable, con poca probabilidad
de producir ictus isquémico, y otra inestable, no necesariamente mads estenética, con un alto

riesgo de producir sintomas (35).

|.2.2. Manifestaciones clinicas de la aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad crdnica, progresiva y sistémica que puede afectar a
diferentes arterias simultdneamente, pero con diferente grado de progresién. La lesion
aterosclerdtica puede permanecer asintomatica durante décadas, apareciendo los signos y
sintomas cuando las lesiones obstruyen el flujo sanguineo. La presencia de afectacién vascular
en una localizacidn concreta se asocia con un mayor riesgo de desarrollarla en otra localizacion

(43).

Las manifestaciones clinicas dependen de los vasos afectados. Si la lesion aterosclerdtica
afecta a las coronarias aparece sindrome coronario agudo, infarto agudo de miocardio o muerte
subita. Si aparece en las arterias cerebrales cursa con isquemia cerebral, y en las arterias
periféricas puede originar claudicacion intermitente o isquemia aguda de los miembros
inferiores. Puede aparecer de forma subita por la rotura de la placa y formacién del trombo,
como en el sindrome coronario agudo y en el ictus isquémico; o de forma crdénica, por estenosis

progresiva, como en la claudicacion intermitente o la angina estable (44).

La aterosclerosis carotidea es la principal causa de EVC. El sector proximal de la arteria
carétida interna y en la bifurcacién carotidea son los sectores con mayor presencia de placas
aterosclerdticas, siendo esta ultima la causante del 40% de las manifestaciones clinicas (25). A

medida que va creciendo la placa, la luz del vaso reduce su diametro.

La estenosis carotidea puede cursar asintomatica o generando isquemia cerebral (AIT o ictus
isquémico), considerandose uno de los principales factores de riesgo para la aparicion de ictus

isquémico (45). El mecanismo de isquemia puede ser un émbolo de material trombdtico o una
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disminucién del flujo sanguineo debido a la estenosis junto a una compensacién colateral

inadecuada (46).

El soplo carotideo se detecta mediante auscultacion de la arteria carétida y es el Unico signo
gue puede ser identificado en el paciente con estenosis carotidea asintomatica, aunque es
considerado un mal predictor de la misma. Sin embargo, su presencia es util en pacientes

sintomaticos para realizar un cribado de la estenosis carotidea por angiografia (47,48).

1.2.3. Factores de riesgo de la aterosclerosis

El conocimiento de los factores de riesgo (FR) relacionados con el desarrollo de aterosclerosis
es una gran herramienta para la identificacidn de pacientes susceptibles y establecer estrategias

de prevencién (49). Los principales FR aparecen recogidos en la Tabla 1.

Factores de riesgo de la aterosclerosis

No modificables Modificables Otros

Edad Hipertension Lipoproteina (a)
Sexo Diabetes mellitus Hiperhomocisteinemia
Raza Obesidad Inflamacién

Herencia Sindrome metabdlico Dafio en ADN

Lipidos y lipoproteinas Factores de la placa
Tabaco
Dieta

Sedentarismo
Factores psicosociales

Tabla 1. Principales factores de riesgo de la aterosclerosis.

Engloban los FR no modificables y los FR modificables, aquellos capaces de disminuir o

eliminar su intensidad tras determinadas intervenciones terapéuticas (30,50).

FR no modificables:

e Edad: La prevalencia de cualquier enfermedad vascular se incrementa con la edad,
llegando a duplicarse el riesgo con cada década de vida a partir de los 40 afios. En el
Framingham Heart Study, se atribuye a la edad hasta 7 de 14 puntos mdaximos para

predecir el riesgo cardiovascular a los 10 afios (51,52).
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Sexo: El sexo masculino esta asociado con un mayor riesgo cardiovascular y con mayor
mortalidad por eventos cardiovasculares. En el sexo femenino se observa un mayor
riesgo en mujeres postmenopausicas respecto a las mujeres premenopausicas. Puede
ser debido al efecto protector de los estréogenos y de HDL mads elevados en mujeres
premenopausicas, aungque no se ha demostrado que el aporte exdgeno de estrégenos

mejore el riesgo cardiovascular (53-56).

Raza: La incidencia, mortalidad y morbilidad de eventos cardiovasculares en mayor en
afroamericanos que en caucdsicos que viven en la misma regién. Ademads, los
individuos de raza negra tienen mayor incidencia de hipertensién arterial. Los
individuos de origen surasiatico tienen mayor mortalidad que los de raza blanca tras

un fallo cardiaco (57,58).

Herencia: Los antecedentes familiares son un FR independiente. La aparicién de
enfermedad aterosclerdtica o muerte por enfermedad cardiovascular en un pariente
de primer grado antes de los 55 aiflos en hombres y 65 en mujeres denota antecedentes

familiares significativos (59—61).

FR modificables:

Hipertension: Se define como una presidn sistdlica por encima de 140 mmHg o una
presion diastodlica superior a 90 mmHg. Es un FR cldsico de resultados cardiovasculares
adversos y un FR mayor para el desarrollo de aterosclerosis. La hipertension se
relaciona con la edad, ya que el 75% de los mayores de 75 afios pueden padecerla. Los
pacientes con hipertensién basal tienen un 17% mas de riesgo cardiovascular a lo largo

de la vida (62-64).

Diabetes mellitus: La resistencia a la insulina, la hiperinsulinemiay la glucemia elevada
se asocian a enfermedades cardiovasculares de origen aterosclerético. Estos pacientes
tienen un riesgo de aterosclerosis coronaria entre 3-5 veces mas que la poblacién no
diabética. Ademas, tienen una alta prevalencia de otros FR como hipertensién arterial

y dislipemia (65,66).
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e Obesidad: Se define como el indice de masa corporal superior a 30 Kg/m?. Es un factor
independiente para padecer enfermedad cardiovascular y se asocia con un incremento
del riesgo relativo de ictus isquémico (RR 1,64; IC del 95%: 1,36-1,99) (67). La
distribucién regional de la grasa tiene gran importancia, observandose mayor riesgo
cardiovascular en la localizacion intraabdominal que en la periférica. Se asocia a otros

FR como hipertensién arterial, diabetes mellitus tipo 2 y dislipemia (68,69).

e Sindrome metabdlico: Se caracteriza por el incremento del perimetro de la cintura
(exceso de grasa abdominal), hipertension arterial, hiperglucemia o resistencia a la
insulina y dislipemia. Se considera un FR para enfermedad cardiovascular y diabetes

(70,71).

e Lipidos y lipoproteinas: Las lipoproteinas constan de una estructura pseudomicelar
cuya parte central es hidrofébica, rodeada de una capa hidrofilica. En la parte central
se encuentran los lipidos hidrofébicos (triglicéridos (TG) y ésteres de colesterol) y en la
capa hidrofilica los fosfolipidos, colesterol y la parte proteica, denominada

apolipoproteina (Figura 11).
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Figura 11. Composicidn y clasificacidn de las principales lipoproteinas en base a su didmetro y
densidad. Tomado de van Leeuwen et al (72).

Estan estrechamente relacionados con los procesos de formacion y progresién de la
placa aterosclerética. Los principales factores implicados son la elevacion plasmatica
del colesterol total (CT), colesterol de LDL (C-LDL), TG y lipoproteina (a), disminucién

de colesterol de HDL (C-HDL) y la presencia de particulas LDL pequefias y densas (73).
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o LDL: Esta formada por colesterol, TG, fosfolipidos, apoB-100 y C-lll. La
elevacién plasmatica de lipoproteinas con apoB-100 puede inducir el

desarrollo de aterosclerosis incluso sin otros factores de riesgo (74).

o TG: El incremento de su concentracidn estd influenciado por la dieta, el estilo
de vida sedentario, algunos farmacos vy factores genéticos. La
hipertrigliceridemia es un factor independiente de riesgo cardiovascular. Se
asocia con frecuencia a dislipemia aterogénica. Se consideran concentraciones

Optimas <150 mg/dL (75,76).

o HDL:Tiene propiedades antiaterogénicas debido a su funcidn como transporte
reverso de colesterol (de los macréfagos y tejidos al higado para la formacion
de sales biliares), propiedades antioxidantes, antitrombdticas vy
mantenimiento de la funcidon endotelial. Niveles elevados se asocian con la

disminucién del riesgo cardiovascular (77-79).

o LDL pequeiias y densas: Son capaces de atravesar la barrera endotelial y
guedar retenidas con mayor facilidad que las LDL convencionales. El fenotipo
de LDL pequefias y densas estd asociado a la presencia conjunta de otros
factores de riesgo como hipertrigliceridemia, incremento de VLDL e IDL y

reduccion de HDL (80-82).

La dislipemia aterogénica se caracteriza por hipetrigliceridemia y descenso de C-HDL,
acompafiada generalmente por un aumento de lipoproteinas con apoB ricas en TG y
un incremento moderado de colesterol-LDL con predominio de particulas LDL
pequefias y densas. Esta asociada a sobrepeso, obesidad, diabetes mellitus y sindrome
metabdlico, muy prevalentes y con un alto riesgo cardiovascular. En la poblacién
espafiola esta presente en un 34% de los diabéticos, 21% de pacientes de alto riesgo
con C-LDL controlado y 21-34% de los pacientes con antecedentes de enfermedad

vascular (83—86).

Tabaco: Es un factor de riesgo mayor. El hdbito tabaquico se asocia con cambios en la
concentracion lipidica (elevacién de C-LDL, TG y disminucién de C-HDL, formacion de
LDL oxidadas por los radicales libres y por la disminucion de paraoxonasa) y en la

resistencia a la insulina. Incrementa marcadores inflamatorios como la PCR, IL-6 y TNF
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alfa y favorece el aumento de la frecuencia cardiaca y la tensidn arterial. El incremento
de riesgo cardiovascular es dosis-dependiente y acumulativo, observandose efectos
negativos también en la exposicién pasiva. El abandono del tabaco es efectivo en la
disminucién del riesgo cardiovascular, ya que se alcanzan niveles de riesgo similares en
exfumadores a no fumadores en dos afos para infarto de miocardio (52,87-90). El
tabaquismo aumenta la prevalencia de enfermedad estendética carotidea asintomatica

(OR:3,0; IC del 95%: 2,1-4,4), la progresién de la placa y el ictus isquémico (91).

e Dieta: Los factores dietéticos asociados a eventos cardiovasculares engloban
alimentos con alto indice glucémico, alto consumo de carne roja, alimentos ricos en

acidos grasos trans y bajo consumo de frutas, verduras y fibra (92,93).

e Sedentarismo: Un estilo de vida sedentario se asocia con eventos cardiovasculares
adversos. El ejercicio, incluso moderado, tiene un efecto protector frente a la
cardiopatia coronaria y disminuye la mortalidad por cualquier causa. El ejercicio
moderado a intenso confiere una reduccion del riesgo relativo de ictus del 25% (67).
Ademas, la realizacién de ejercicio fisico produce un aumento del C-HDL, la
disminucién de la presidn arterial, la resistencia a la insulina y promueve la pérdida de

peso (94-96).

e Factores psicosociales: El estrés, la depresion, la ira y otros factores se han
correlacionado con eventos cardiovasculares adversos. La relacidn entre el estrés y la
aterosclerosis puede ser directa causando disfuncion endotelial, e indirecta,
incrementando otros FR como la hipertension arterial y mayor consumo de tabaco

(97,98).

Otros factores:

e Lipoproteina (a) (Lp(a)): Es una lipoproteina plasmatica muy heterogénea cuya
estructura es similar al LDL en cuanto a tamafio, composicion lipidica y presencia
de apoB-100. La principal diferencia estructural y funcional es la presencia de una
segunda proteina altamente glicosilada, la apolipoproteina (a), presente en
proporciéon molar 1:1 con la apoB-100. La aterogenicidad de la Lp(a) es debida a

sus propiedades proaterogénicas, proinflamatorias y potencialmente
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antifibrinoliticas (Figura 12).
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Figura 12. Principales caracteristicas aterogénicas de Lp(a) (99).

El control genético explica el 90% de las variaciones de su concentracion
plasmatica, asociada al gen LPA, por lo que es relativamente estable, no se ve
afectada por el estilo de vida y no es necesario su medicion reiterada. La
concentracién de Lp(a) >50 mg/dL tiene una prevalencia del 20%. La presencia de
niveles elevados es indicacion de una conducta terapéutica de mayor intensidad
en la reducciéon del C-LDL, asi como un control de los descendientes debido al
patrén hereditario autosdémico codominante, aunque no hay un consenso en
cuanto al punto de corte. La mayoria de las guias clinicas no recomiendan la
determinacion universal de Lp(a) y sugieren una medicidon centrada en la
consideracion de Lp(a) elevada como FR, en parte debido a la falta de métodos

estandarizados para su determinacion (99-101).

Hiperhomocisteinemia: Los niveles elevados de homocisteina en sangre tienen

propiedades aterogénicas y protrombdticas. Contribuyen al engrosamiento de la

intima, hipertrofia de células musculares lisas, acumulacién de plaquetas y formacién

de trombos. La hiperhomocisteinemia se ha asociado con mayor riesgo de enfermedad

cardiovascular y cerebrovascular, y no se han obtenido efectos protectores con la

disminucién de su concentracion (102-104).
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Inflamacién: Se conocen numerosos marcadores de inflamacién asociados a mayor
riesgo de enfermedad cardiovascular. Ademads, en la lesidn aterosclerdtica estan
presentes diversos componentes inflamatorios, como una variedad de citoquinas

liberadas por los macrofagos (105). Destacan:

o Proteina C Reactiva (PCR): Es una proteina de fase aguda de sintesis hepatica,
producida por el estimulo de citocinas como IL-6 y TNFa. Participa en la
progresion de la aterosclerosis, favoreciendo el reclutamiento y la fagocitosis
de LDL por los macrdéfagos, aunque no se ha establecido una relacién causal.
El nivel de inflamacién basal de un individuo, evaluado por la concentracién
plasmatica de PCR, predice el riesgo a largo plazo de sufrir un evento

cardiovascular adverso y mejora la estratificacion del riesgo (22,106,107).

o Mieloperoxidasa: Es una enzima leucocitaria segregada durante el proceso
inflamatorio agudo, cuya funcién es promover la oxidacién de las
lipoproteinas. Sus niveles elevados se asocian con enfermedad coronaria e

insuficiencia cardiaca mas avanzada (108,109).

El riesgo cardiovascular se ha asociado también a otros marcadores de inflamacion,
como la elevacion de leucocitos, la velocidad de sedimentaciéon globular, interleucinas
(IL1, IL3, IL6, IL8), TNFa, factor de crecimiento transformante B, moléculas de adhesion
intercelular ICAM-1, P-selectina, catepsina S y fosfolipasa A2, aunque en menor medida
gue la PCR y la mayoria no se utilizan de forma rutinaria en la practica asistencial (110-

116).

Dafio en el DNA mitocondrial: Afecta a la progresidon y alteracion de la placa
aterosclerdtica. En modelos animales, las lesiones en el DNA mitocondrial precedieron
al desarrollo y mayor tamaifio de placas en la aorta. En pacientes, lesiones en el DNA
mitocondrial leucocitario se asociaron a fibroateromas de capa fina, asociados a un

alto riesgo de evento cardiovascular adverso (117-119).

Factores de la placa

o Caracteristicas del flujo: La placa de ateroma aparece frecuentemente en las

zonas del vaso con curvas, bifurcaciones y ramificaciones. La alteracion del
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flujo sanguineo puede alterar la funcién del endotelio, contribuyendo al

desarrollo de la placa (120).

o Rotura o erosidn de la placa: Los sindromes coronarios y cerebrovasculares
agudos suelen deberse a la rotura o erosién de placas que conducen a la
trombosis. La rotura o erosidon de la placa también puede ser silente; las
roturas y trombosis silentes repetidas, seguidas de cicatrizacién, pueden

causar progresion de la aterosclerosis (121).

o Hemorragia intraplaca: Es el resultado de la neovascularizacién de la placa y
del incremento de la permeabilidad de los nuevos vasos. Conduce a la
progresion acelerada de la placa, a su inestabilidad y a eventos isquémicos

(122,123).

El conocimiento de estos FR y el tratamiento de aquellos potencialmente modificables puede
permitir la vigilancia estrecha de pacientes de alto riesgo, evitar manifestaciones clinicas y

realizar una adecuada prevencion secundaria una vez establecida la patologia (50).

1.2.4. Evaluacién y diagndstico de la estenosis carotidea

La definicién de estenosis de la arteria cardtida asintomatica o sintomatica se basa en la
historia clinica y la exploracién fisica, dependiendo de si existen o no sintomas o signos de

isquemia del territorio carotideo.

Los métodos de evaluacion del grado de estenosis varian en cuanto a técnica y precision. Para
poder generalizar los resultados de los ensayos clinicos, es necesario que la medicidn sea

uniforme (124). Se emplean tres métodos diferentes: NASCET, ECST y CC.

Se utilizan cuatro modalidades diagndsticas para obtener imagenes directas de la arteria
carétida interna: la angiografia cerebral convencional, la ecografia diplex carotidea (doppler
carotideo), la angiografia por resonancia magnética (Angio-RM) y la angiografia por tomografia

computarizada (Angio-TC).
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Evaluacion de la estenosis: Criterios NASCET, ECST y CC
Actualmente se utilizan tres métodos (NASCET, ECST y CC) para la valoracién de la estenosis
carotidea. Originalmente se idearon para su uso con angiografia convencional con contraste,

pero también pueden utilizarse con angio-RM y angio-TC.

o El método NASCET (North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial) mide
el didmetro de la luz residual en la porcién mas estenética del vaso y lo compara con

el didmetro de la luz en la arteria cardtida interna normal distal a la estenosis (125).

e El método del Ensayo Europeo de Cirugia Carotidea (ECST) mide el didmetro de la luz
en la porcién mas estendtica del vaso y lo compara con el diametro original probable

estimado en el lugar de la estenosis maxima (126).

e El método de la Cardtida Comun (CC) mide el didmetro de la luz residual en la porcién
mads estendtica del vaso y lo compara con el didmetro de la luz en la arteria carétida

comun proximal (127,128).

La estenosis maxima suele producirse en el bulbo carotideo, una porcién de la arteria mas
ancha que el segmento distal. Como resultado, el mismo grado de estenosis se cuantifica como
un mayor porcentaje cuando se mide con los métodos ECST o CC que al emplear el criterio
NASCET. La metodologia ECST también requiere una suposiciéon del lumen verdadero, lo que

aumenta el riesgo de variabilidad interobservador. (Figura 13).

A pesar de estas diferencias, los resultados de los tres métodos tienen una relacidn casi lineal
entre si y proporcionan datos de valor prondstico similar. Se han determinado medidas

equivalentes para los tres métodos (127,129).

e Una estenosis del 50% con el método NASCET es comparable a una estenosis del 65%
con los métodos ECST y CC.

e Una estenosis del 70% con el método NASCET es comparable a una estenosis del 82%
con los métodos ECST y CC.
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Figura 13. Métodos de evaluacidn de la estenosis carotidea y equivalencia entre los diferentes
criterios. Modificado de Donnan et al (130).

Angiografia cerebral convencional

La angiografia cerebral es el método de referencia para obtener imagenes de las arterias
carétidas. El desarrollo de la angiografia por sustraccion digital intraarterial reduce la dosis de
contraste, utiliza catéteres mas pequefios y acorta la duracién del procedimiento. Aunque la
resolucidon espacial es menor, esta técnica ha sustituido en gran medida a la angiografia

convencional (131).

Permite una evaluacién de todo el sistema arterial carotideo, proporcionando informacién
sobre la morfologia de la placa (aunque no tanto como el analisis anatomopatoldgico) y la

circulacidn colateral, que puede afectar al tratamiento (132-134).

Las desventajas del proceso incluyen su naturaleza invasiva, su elevado coste y el riesgo de
morbilidad y mortalidad. El riesgo de complicaciones neuroldgicas es del 4% vy el riesgo de
complicaciones neuroldgicas graves o muerte del 1% (131). El riesgo de morbilidad aumenta
con los sintomas cerebrovasculares, la edad avanzada, la diabetes, la hipertension, la creatinina
sérica elevada y la enfermedad vascular periférica. Por todo ello, la mayoria de los pacientes con

sospecha de estenosis carotidea se evalian mediante una de las pruebas no invasivas.
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Eco doppler carotideo

La ecografia duplex carotidea utiliza la ecografia en modo B y la ecografia Doppler para
detectar aumentos focales de la velocidad del flujo sanguineo indicativos de estenosis carotidea
de alto grado (135,136). La velocidad sistélica maxima es la medida mas utilizada para calibrar
la gravedad de la estenosis, pero la velocidad telediastdlica, la configuracién espectral y el indice
carotideo (o relacién entre la velocidad maxima de la arteria cardtida interna y la velocidad de

la arteria carétida comun) proporcionan informacién adicional (137,138).

Es una técnica no invasiva, segura y relativamente barata para la evaluacidn de las arterias
cardtidas. Tiene una sensibilidad del 81-98% y una especificidad del 82-89% para detectar una
estenosis significativa de la arteria cardtida interna (135,136,139). Es menos precisa a la hora de
determinar estenosis <70% en comparacion con estenosis de mayor grado. La precisidon depende

en gran medida de la experiencia y los conocimientos del ecografista (139,140).

El doppler transcraneal examina las principales arterias intracerebrales a través de la 6rbita
y en la base del cerebro. Se utiliza como complemento junto con el eco Doppler para evaluar la
importancia hemodindmica de la estenosis de la arteria carétida interna y para mejorar la

precisién en la identificacion de la enfermedad carotidea quirdrgica (141).

El Doppler transcraneal puede evaluar las consecuencias hemodindamicas intracraneales de
las lesiones carotideas de alto grado, como el desarrollo de patrones de flujo colateral en el
circulo de Willis, la inversidn del flujo en las arterias cerebrales oftdlmica y anterior, la ausencia
de flujo en el sifén oftalmico o carotideo, y la reduccion de la velocidad del flujo y la pulsatilidad

de la arteria cerebral media (141,142).

Angiografia por resonancia magnética

Las técnicas de angio-RM mas empleadas para evaluar las arterias carétidas extracraneales
utilizan la angio-RM bidimensional o tridimensional con tiempo de vuelo o la potenciada con
gadolinio. La Angio-RM produce una imagen tridimensional de la bifurcacion carotidea con
sensibilidad del 91-99% y especificidad del 88-99% para detectar estenosis carotideas de alto

grado, pero son menos precisas para detectar estenosis moderadas (143).

En comparacién con el eco doppler carotideo, la angio-RM depende menos del operador y
produce una imagen de la arteria. Sin embargo, esta técnica es mas cara, requiere mas tiempo
y su disponibilidad es menor. Ademas, no puede realizarse si el paciente es critico, no puede

permanecer en decubito supino, tiene un marcapasos o implantes ferromagnéticos (135).
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Angiografia por tomografia computarizada

La angio-TC proporciona una representacion anatdmica de la luz de la arteria cardtida y
permite obtener imagenes del tejido blando y las estructuras dseas adyacentes. La
reconstruccién tridimensional permite medir con relativa precisidn el diametro residual de la
luz. Es especialmente util cuando el eco Doppler carotideo no es fiable (en casos con
acodamiento grave, calcificacion grave, cuello corto o bifurcacion alta) o cuando se requiere una

visiéon global del campo vascular (144).

Para el diagndstico de la estenosis carotidea grave tiene una buena sensibilidad y
especificidad, 77% y 95% respectivamente, pero es particularmente precisa para la deteccién de

la oclusién carotidea, con sensibilidad del 97% y especificidad del 95% (145).

Los pacientes con funcién renal alterada tienen contraindicado su uso, ya que la angio-TC
requiere un bolo de contraste comparable al administrado durante una angiografia

convencional.

|.2.5. Tratamiento de |la aterosclerosis carotidea

Manejo y tratamiento de la estenosis asintomdtica carotidea
La estenosis asintomatica de la arteria cardtida se refiere a una estenosis detectada en
pacientes sin antecedentes clinicos de ictus isquémico, AIT, otros sintomas neurolégicos

atribuibles a las arterias cardtidas.

Medidas relativas al estilo de vida, con la promocién de una dieta equilibrada, realizar
ejercicio, dejar de fumar y perder peso son una recomendacién de Clase | nivel B de la Guia de
Practica Clinica para el manejo de la enfermedad aterosclerdtica carotidea de la European

Society for Vascular Surgery (146).

El asesoramiento debe orientar hacia una dieta rica en frutas, verduras, cereales integrales,
frutos secos, lacteos bajos en grasa, y disminucién de carnes procesadas, bebidas azucaradas,
cereales refinados y sal (147). Un estudio del US Preventive Services Task Force evalud el
asesoramiento de una dieta sana y la actividad fisica, observando una reduccion del riesgo de
eventos cardiovasculares a los 24 meses (RR 0,80; IC del 95%: 0,73-0,87) atribuido a la reduccion

de la hipertensién, C-LDL, glucemia en ayunas y obesidad (148).
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El tratamiento farmacolégico ha demostrado su utilidad para reducir el riesgo de ictus
isquémico y otras complicaciones cardiovasculares, por lo que su empleo y seguimiento esta

recomendado en todos los pacientes con estenosis carotidea asintomatica.

e Antiagregantes: En pacientes con estenosis carotidea asintomatica >50% se
recomiendan dosis bajas de acido acetil salicilico (AAS) (75-325 mg diarios). Si el
paciente es intolerante o alérgico al AAS, se recomienda el tratamiento con clopidogrel
(75 mg diarios) y si es intolerante a éste, se podria administrar dipiridamol (200 mg 2

veces al dia) (146).

e Estatinas: El tratamiento hipolipemiante con estatinas esta recomendado para la
prevencion a largo plazo de eventos cardiovasculares adversos. Si el paciente es

intolerante o alérgico a las estatinas, se podria administrar inhibidores de PCSK9 (146).

e Si los pacientes padecen hipertension y/o diabetes mellitus, se debe controlar

adecuadamente y tratar de llegar a los objetivos terapéuticos (149,150).

Los pacientes con estenosis carotidea asintomatica del 60-99%, de riesgo quirurgico medio,
esperanza de vida superior a 5 afios y presencia de caracteristicas clinicas o de imagen asociadas
al aumento de riesgo de ictus pueden beneficiarse de la endarterectomia carotidea. La
colocacién de un stent carotideo es una alternativa a la endarterectomia, siendo la eleccion si
el paciente es de alto riesgo quirudrgico y la anatomia es favorable para la colocacién del mismo

(146,151,152).

Manejo y tratamiento de la aterosclerosis carotidea sintomdtica

La enfermedad aterosclerdtica carotidea sintomdtica se define como sintomas neurolégicos
de aparicidn subita y referibles al territorio de la arteria carétida afectada, incluyendo uno o mas
AIT caracterizados por disfuncidon neuroldgica focal o ceguera monocular transitoria (amaurosis

fugax), o uno o mas ictus isquémicos durante un periodo de 6 meses (153).

El tratamiento depende del grado de estenosis carotidea. Si no es significativa (<50%) se

emplea tratamiento farmacoldgico y modificacidon de los FR. Si la estenosis es significativa,
ademas del tratamiento anterior, se puede optar por una opcién quirurgica de revascularizacion

mediante endarterectomia carotidea o stent carotideo.

47



INTRODUCCION

Las recomendaciones sobre el estilo de vida, que engloban una dieta saludable, realizacién
de ejercicio fisico, abandono del habito tabaquico y la reduccién de peso corporal son las mismas
que para los pacientes con estenosis carotidea asintomdtica, ya descritas en el apartado

anterior.

El tratamiento farmacolégico Odptimo incluye terapia antitrombdtica con agentes
antiagregantes, terapia hipolipemiante con estatinas y control adecuado de la hipertension y

diabetes mellitus.

La endarterectomia carotidea (CEA) es una técnica quirurgica de revascularizacion cuyo
objetivo es extirpar la placa aterosclerética de la arteria carétida. Se recomienda su empleo en
pacientes con estenosis carotideas sintomdticas moderadas (50-69%) y severas (70-99%) cuyo
riesgo de mortalidad por ictus a 30 dias sea inferior al 6% (146,154) (Figura 14). Se recomienda
realizar la intervencién lo antes posible, preferentemente en los primeros 14 dias tras la

aparicion de los sintomas (155).
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Figura 14. Algoritmo de manejo de los pacientes con estenosis carotidea asintomatica o
sintomdtica con terapia farmacoldgica (Tto fcoldgico), endarterectomia carotidea (CEA) o
colocacion de stent carotideo (CES).

La angioplastia con colocacion de stent carotideo (CES) es una técnica endovascular de
revascularizacion cuyo objetivo es expandir la zona estendtica y disminuir la probabilidad de que
vuelva a estrecharse. Su uso es limitado debido al riesgo ateroembdlico durante el
procedimiento, alta tasa de re-estenosis y mayor morbilidad que en los pacientes sometidos a

CEA. La tasa de mortalidad a 30 dias es similar en ambos procedimientos en pacientes con edad
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<70 afos, pero a partir de esta edad la mortalidad se incrementa con CES (156). Deberia
emplearse en pacientes con contraindicaciones para CEA como lesiones con complejo acceso
quirargico, reestenosis tras CEA previa, elevada comorbilidad que incremente el riesgo

quirargico y edad inferior a 70 afos (157,158)

.3. ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es un elemento vital para el metabolismo energético mitocondrial de
practicamente todas las células de nuestro organismo, siendo un elemento clave para los
procesos bioquimicos que generan energia bioldgicamente utilizable, el adenosin trifosfato

(ATP).

El estrés oxidativo (EO) es el desequilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes que
conduce a una rotura del control y sefializacién fisiolégica del sistema redox y genera un daio
molecular oxidativo. El balance oxidativo se desplaza a favor de los sistemas oxidantes, por
produccidn excesiva de especias reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrdgeno (RNS), o bien

disminuye la actividad de los sistemas antioxidantes (159).

1.3.1. Biomarcadores de estrés oxidativo

Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Una molécula es estable cuando los electrones de su ultimo orbital estdan apareados. Por
circunstancias fisicas o quimicas dicha molécula puede ganar o perder un electrén, volviéndose
altamente inestable y denominandose radical libre (160). Aunque su vida media es corta, su
gran inestabilidad hace que con cada reaccidn de oxidacion pueda generar nuevas formas con

diferente nivel de estabilidad y toxicidad.

En los organismos de metabolismo aerdbico las especies reactivas de mayor importancia son
aquellas formadas durante el metabolismo del oxigeno, y se denominan especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas presentan funciones cruciales de mantenimiento de la homeostasis celular,
la sefializacidn y respuestas bioldgicas como la diferenciacidén, migracidn y proliferacion celular.
Las ROS son subproductos del metabolismo celular, pero también pueden ser producidas por

células inmunitarias durante las infecciones.
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Asi se puede afirmar que las ROS tienen un comportamiento dual. Es necesario mantener
unos niveles de elementos oxidantes necesarios para el correcto funcionamiento de los procesos
biosintéticos, pero por otro lado, la exposicion prolongada a concentraciones elevadas de
radicales libres, con alta actividad bioldgica, puede producir daifios en macromoléculas como
lipidos, proteinas, carbohidratos e incluso acidos nucleicos, provocando disrupcién del sistema

bioldgico (161).
Las ROS mas comunes son:

e Anidn superodxido (O,¢°): Creado por la adicién de un electrdn a la molécula de oxigeno,
con gran capacidad de provocar oxidacidn lipidica, peroxidacion y dafio al DNA. Tiene

una vida media mayor que otras ROS, lo que le permite difundir en las células.

e Perdxido de hidrégeno (H,0,): Compuesto no radical libre que puede generar
facilmente otros radicales libres e inducir reacciones oxidativas en cadena. Se puede
descomponer en un anién hidréxido (OH") y un radical hidroxilo (OHe), capaz de afectar

a los fosfolipidos de membrana, colesterol y proteinas (162).

e Radical hidroxilo (OHe): El mas reactivo y toxico de las ROS, ocasiona dafio molecular

donde se genera. No puede difundir por las membranas celulares (163).

e Oxigeno singulete (*02): Forma no radical capaz de difundir membranas celulares

potencialmente oxidante para los lipidos de la membrana (164).

e Oxido nitrico (NO): Es sintetizado por enzimas especificas denominadas éxido nitrico
sintetasas (NOS). Las NOS se expresan de forma diferencial en multiples tejidos,
neuronal (NOS1), inducible (NOS2) predominante en condiciones inflamatorias y
endotelial (NOS3) en el endotelio vascular. Desde el punto de vista redox, la sintesis
excesiva de NO se asocia a condiciones inflamatorias y neurodegenerativas por su
capacidad de reaccionar con el Oye- y producir peroxinitrito (ONOO-) y con el oxigeno
para formar NO,e. Esto contrasta con la produccidn limitada de NO, con capacidades
antioxidativas y neuroprotectoras, promoviendo la vasodilatacién y atenuando el dafio

endotelial (165,166).

e Peroxinitrito (ONOO-): Es una especie reactiva de nitrégeno, al derivar del 6xido

nitrico. Es un agente muy oxidante, capaz de modificar proteinas, enzimas y cofactores.
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Es producido por el NO al reaccionar con el O,¢", de manera enzimatica por la accidn

de NADPH oxidasa o de la xantina oxidasa, o bien de manera no enzimatica(167).
Las ROS se generan en la pared vascular debido a (168,169):

e La mitocondria: por el transporte mitocondrial de electrones, donde se genera Oze-y
H,0, a partir de los complejos | yll de la cadena respiratoria. Esto representa el 80% de

la produccidon endégena de Ose-.

e Las NADPH oxidasas (Nox): complejos multienzimaticos que generan Oye-y H,0, de
forma primaria utilizando NADPH como donante de electrones. Se expresan a niveles
mucho menores en la pared vascular que en células fagociticas, donde también tienen
funciones de estallido respiratorio y actividad bactericida. Cuatro de las isoformas Nox
(Nox-1 a Nox-4) se expresan en el endotelio, destacando Nox-4. Nox-4 tiene actividad
constitutiva y se localiza en la mitocondria y reticulo endoplasmatico de las células
endoteliales, produciendo H,0;. Se ha observado un incremento de expresion de las
isoformas Nox1 y Nox2 ligado al EO en el sistema cardiovascular, ya que existe un
estado proinflamatorio con incremento de mediadores como TNFa, trombina vy

angiotensina Il que induce las proteinas activadoras de estas isoenzimas (170).
e La Xantina oxidasa: cataliza los ultimos dos pasos del metabolismo de las purinas; la
oxidacion de la hipoxantina a xantina y posteriormente a acido Urico, generando

Oe- durante el proceso(171).

e La NOS desacoplada: en situaciones de EO se desacopla al oxidarse el sustrato

tetrahidrobiopterina y genera O;e- en vez de NO.
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Se generan como consecuencia del metabolismo aerdbico normal, del metabolismo oxidativo
macrofagico y durante la detoxificacion de xenobidticos téxicos (Figura 15). Por tanto, todo lo

que acelera el metabolismo celular contribuye a la generaciéon de ROS (172,173).
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Figura 15. Produccién de ROS y su efecto en el organismo.

Peroxidacion lipidica
La peroxidacidn lipidica es el dafio oxidativo mediado por ROS a los lipidos, considerandose
un mecanismo importante de dafo tisular. Se desarrolla en tres etapas: iniciacién, propagacion

y terminacion.

En la fase de iniciacidn, un radical libre reacciona con un carbono de la cadena alifatica
adyacente a un doble enlace de un acido graso poliinsaturado, desprendiéndose hidrégeno del
grupo metileno y formando un radical alquilo. En la fase de propagacién, ocurre una reaccién
en cadena en el radical alquilo reacciona con oxigeno formando un radical peroxilo, que
reacciona con otros acidos grasos poliinsaturados adyacentes originando hidroperoéxidos,
lipoperdxidos y otro radical alquilo. La fase de terminacién se produce cuando hay tantos
radicales que reaccionan entre si produciendo un compuesto no radical, o con la accién
antioxidantes como la vitamina E o enzimas como la superdxido dismutasa, catalasa o

peroxidasa (Figura 16) (173,174).
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La peroxidacién lipidica promueve la aterogénesis mediante la oxidacion de los lipidos de
membrana de las células endoteliales de la pared arterial y de las células musculares lisas,
ademds de generar productos citotoxicos de la oxidacién del colesterol, como el

betahidroxicolesterol (175).
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Figura 16. Proceso de peroxidacidn lipidica.

LDL oxidadas

La oxidacion de las LDL es un proceso complejo, donde se alteran tanto la fraccidn proteica
como la lipidica. La oxidacidn proteica origina fragmentos proteicos, modificaciéon de
aminodcidos y aductos lipido-proteina como lipofuscinas. La oxidacion lipidica puede generar
peréxidos, hidroperéxidos y modificaciones en los fosfolipidos. Otras propiedades de Ia
molécula también se ven afectadas con estos cambios oxidativos, produciendo el incremento

de su densidad, un aumento de la carga negativa y la pérdida de actividad enzimatica (176).

La mayoria de la oxidacién de las LDL ocurre en el espacio subendotelial arterial donde las LDL
quedan retenidas por proteoglucanos, existe un estado inflamatorio crénico por la infiltracién
de monocitos y macréfagos, se generan ROS y hay escasas sustancias antioxidantes. Otros
mecanismos, como metales (hierro y cobre), diferentes enzimas (lipooxigenasas,
ceruloplasmina, mieloperoxidasas, Nox y NOS) y los macrdfagos en sus lisosomas son capaces

de oxidar las LDL (177-179).

Las LDL oxidadas se encuentran en las lesiones aterosclerdticas y tienen un papel activo en la
disfuncidn endotelial, el reclutamiento y la activacion macrofagica, la migracién y proliferacion

de células musculares lisas, y en la liberacion de colagenasas.
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e Su unién al receptor LOX-1 de las células endoteliales causa efectos aterogénicos y
disfuncion endotelial al favorecer la expresion de metaloproteasas de matriz,
moléculas de adhesién, induccidon de apoptosis, induccién de la via inflamatoria

CD40/CDA40L, reduccién de las NOS y por tanto, de NO (180).

e Al estimular a las células endoteliales, se producen moléculas proinflamatorias que
reclutan a los monocitos y promueven su diferenciacion a macréfagos. Las LDL
oxidadas son un factor quimiotactico para monocitos y linfocitos T e inhiben Ia
motilidad macrofdgica, favoreciendo su acimulo para la posterior transformacién en
células espumosas. Los monocitos incorporan las LDL oxidadas mediante receptores
scavenger, no regulados y de forma desmedida, se transforman en macréfagos y

posteriormente en células espumosas (181).

e Promueven la proliferacién de CML, pueden incorporarse en el interior de estas y

producir cambios fenotipicos en ellas similares a las células espumosas (176).

e Los macrofagosy las células espumosas secretan metaloproteinasas de matriz. Las LDL
oxidadas estimulan la secrecion de MMP-1, MMP-9 y disminuyen la produccién del
Inhibidor tisular de metaloproteinasas. Esto produce la degradacién del colageno de la

cubierta fibrosa, aumentando la vulnerabilidad de la placa (182).

Las LDL oxidadas constituyen un factor proaterogénico, ya que estimulan la aterogénesis
actuando sobre las principales células involucradas en la formacién de la placa de ateroma

(Figura 17).
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Figura 17. Papel de las LDL oxidadas en el reclutamiento y la activacion macrofagica, la

Intima

formacion de las células espumosas, la migracion y proliferacion de CML y en la liberacidn de

colagenasas. Modificado de Leiva et al (183).

Disfuncion endotelial

El endotelio vascular puede sintetizar y secretar una gran cantidad de moléculas con
capacidad vasoactiva que participan en procesos de coagulacion, fibrinolisis, reacciones
inflamatorias e inmunoldgicas con el fin de regular el tono vascular, la presidon sanguinea y
optimizar el flujo sanguineo. En la Tabla 2 se observan las diferentes moléculas liberadas por el

endotelio.

Moléculas sintetizadas por el endotelio vascular

Adrenalina, cininas, NO, Factor hiperpolarizante derivado del
Vasodilatadores
endotelio, prostaciclinas

Vasoconstrictores Angiotensina Il, prostanoides vasoconstrictores

Factor V, heparan sulfato, Proteinas Cy S, trombomodulina, factor
Coagulacion
tisular, factor de von Willebrand

Inhibidor del activador del plasmindgeno, Activador tisular del
Fibrinolisis
plasmindgeno, urocinasa

Factor basico de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento
Factores de crecimiento

similar a la insulina, factor de crecimiento transformante

Citoquinas Interleucinas, Proteina quimioatrayente de monocitos 1, TNFa
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Moléculas de adhesion intercelular, de adhesién célula endotelial-
Moléculas de adhesion
plaqueta, de adhesién de células vasculares, selectinas

ROS H20;, Oz¢

RNS Nitrito, NO,, ONOO-, cloruro de nitrilo

Tabla 2. Moléculas sintetizadas por el endotelio vascular. Modificado de Bo Su et al (184).

El endotelio vascular tiene las siguientes funciones en condiciones fisioldgicas:

e Funcién vasomotora: La regulacién del tono vascular se logra variando el didametro del vaso
gracias a la vasodilatacién y la vasoconstriccidn. La vasodilatacidon estd mediada por NO,
prostaciclinas y factor hiperpolarizante derivado del endotelio. La vasoconstriccion se

produce por endotelina-1, angiotensina Il y tromboxano A2 (185).

El NO es la molécula vasoactiva principal. Se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina
mediante la enzima dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), con NADPH, tetrahidrobiopterina
(THB) y flavin mononucleétido (FMN) como cofactores, originando citrulina y NO. EI NO
obtenido difunde hacia las células musculares lisas cercanas estimulando la enzima guanilato
ciclasa, que incrementa los niveles de GMPc (Figura 18) produciendo la relajacion del musculo

liso (186).

eNOS

L-Arginina E=———————————=) NO + L-Citrulina
NADPH,THB, H,0

NO

* Vasodilatacion
¢ Inhibe proliferacion
del MLV

GMPc

Figura 18. Sintesis de NO en la célula endotelial y estimulacion de la enzima guanilato ciclasa en
las células musculares lisas proximas.
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o Funcidn anticoagulante: El endotelio previene la trombosis gracias a la sintesis de factores
qgue regulan la actividad plaquetaria, la coagulacion y el sistema fibrinolitico (187). En
condiciones fisioldgicas, se activan las proteinas PAR (receptores activados por proteasas)
y proteinas anticoagulantes como el inhibidor de la via del factor tisular, trombomodaulina,

receptor endotelial de la proteina C y proteoglicanos.

e Funcion de barrera y permeabilidad: El glicocdlix, compuesto por glicoproteinas y
proteoglucanos, permite la filtracién de sustancias en base a su carga y tamafio, regulando
la permeabilidad vascular, contribuyendo a la homeostasis y disminuyendo la adhesién de

elementos al endotelio.

El exceso de ROS y la disminucidn de sustancias antioxidantes pueden actuar sobre las células
endoteliales y contribuir a la disfuncién endotelial, produciendo un incremento de la

permeabilidad, adhesién leucocitaria y alteracién en las sefiales de transduccién.

La principal causa de disfuncién endotelial es un desequilibrio entra la produccion y el
consumo de NO, favoreciendo el consumo y disminuyendo su produccién. Se generan
condiciones favorables para la activacién y adhesidon de plaguetas y monocitos, incremento de
la permeabilidad vascular a las LDL y LDL oxidadas y a diferentes mediadores inflamatorios, que
acaba desembocando en la formacidn de placas ateroscleréticas, estenosis y trombosis (Figura

19).
El metabolismo anémalo del NO incluye:

e Estrés oxidativo y la inflamacion: Disminuye la actividad de la NOS al captar L-arginina
disminuyendo la producciéon de NO. Ademas, aumenta la generacion de LDL-oxidadas
y reduce la superdxido dismutasa, enzima implicada en la eliminacién de ROS

(188,189).

e Disminucidn de la tetrahidrobiopterina (THB) y L-arginina: La THB es un cofactor de la
NOS, mientras que la L-arginina es el sustrato de la NOS. La reposicion de las reservas
de THB parece mejorar la disfuncidon endotelial, incluso en pacientes hiperlipémicos

(190,191).

e Anomalias en la sefializacion de la proteina G: dan lugar a una menor activacién de la

eNOS en respuesta a la activacion del receptor de la célula endotelial. Ademas, la
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enzima arginasa puede aumentar su actividad tras la isquemia-reperfusion,

disminuyendo la L-arginina disponible (192).

Con la oxidacidn se incrementa la capacidad de las LDL de inducir la produccién de endotelina-

1, potencidndose un estado vasoconstrictor.

El NO actya de manera sinérgica con la prostaciclina como antiagregante plaquetario, a través
de un mecanismo dependiente de guanidil monofosfato (193), por lo que su disminucion
también afectara a la funcién anticoagulante. Como agentes protrombéticos en situaciones de
disfuncidn secreta PAF, moléculas de adhesién plaquetaria, como el factor de Von Willebrand,
fibronectina y trombospondina, y factor tisular. En un endotelio con una funcién normal
predomina la actividad antitrombdtica y anticoagulante, mientras que en la disfuncion

endotelial predomina la actividad protrombética (194).

El endotelio tiene un indice de recambio muy bajo, que aumenta significativamente en las
zonas mas vulnerables a la aparicién de la lesidn aterosclerética, donde también se observa un
mayor nimero de células en proceso de apoptosis. Factores proaterogénicos como las LDL
oxidadas, las citocinas inflamatorias, la angiotensina Il y las ROS inducen apoptosis de las células

endoteliales (195).

. ., Diabetes
LDL Hipertension
A) ENDOTELIO NORMAL

C D

~—

Estrés oxidativo Tabaquismo

./ N I

Inhibe proliferacién MLV B) DISFUNCION

Vasoconstriccion ‘T adhesidn de I\.ﬂigrac.i‘ém ¥
plaquetas y proliferacion MLV

leucocitos

Vasodilatacidn

1 Depdsito
de lipidos y
< eliminacién

Controla adhesidn de Barrera selectiva
plagquetas y leucocitos

Figura 19. Acciones de las células endoteliales en situacion fisiolégica (A) y tras disfuncion
endotelial (B). Modificado de Cediel et al (196).
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|.3.2. Sistemas antioxidantes

Los antioxidantes son atomos o moléculas capaces de evitar o bloquear las ROS vy el dafio
oxidativo (Figura 20). Pueden interaccionar directamente con el oxidante formando una
sustancia menos activa, o bien interferir en las reacciones en cadena oxidativas que conducen

al dano oxidativo (197).

Dyslipidemia Hypertension Diabetes Mellitus Abnormal Shear
stress
| I |
/ Smoking
JeL-Arginine l
NADPH oxidase 4\
Uncoupled eNOS Xanthine oxidase Mitochondrial | [
superoxide LeNos
LBH, S |
QONO
LNO
PON
system
NO i
+NO Catalase GPx Thx

Figura 20. Produccion de ROS y afectacion del endotelio vascular por los FR cardiovascular
mediante la interaccién con los sistemas oxidantes y antioxidantes. Modificado de Kattoor et al
(198).

Pueden ser de origen enddgeno, sintetizados por el organismo, o de origen exdgeno,
incorporados a través de la dieta. Segun su naturaleza se clasifican en enzimaticos y no

enzimaticos.

Antioxidantes enzimdticos
Los antioxidantes enzimaticos son complejos multifactoriales, entre los que destacan la
superoéxido dismutasa, la glutatién peroxidasa, la glutation reductasa y la catalasa (199). En la

aterosclerosis, cabe destacar también las paraoxonasas y las tiorredoxinas.

La superdxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima que cataliza la reaccidén de destruccion
de los radicales superdoxido mediante su transformacién en oxigeno y H,0,, que puede ser

destruido a su vez por la catalasa o la glutation peroxidasa. Se han identificado tres subtipos de

59



INTRODUCCION

SOD: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y SOD extracelular, esta ultima es el 50% de la SOD de los vasos
sanguineos (Tabla 3). La destruccién del sistema antioxidante, incluyendo el descenso de su
capacidad antioxidante contribuye al EO (198). El aumento de actividad SOD no mejora
necesariamente el estrés oxidativo, ya que produce H,0; que necesita ser degradado por otras

enzimas.

Isoforma Caracteristicas Metal cofactor Localizacion

Citoplasmatica,
Cu2+ (cataliza) mitocondrial y otros
Zn (estabiliza) (nucleo, lisosomas,
peroxisomas)

SOD1 (Cu/Zn-SOD) 32 kDa, homodimero

96 kDa

SOD2 (MnSOD) . Mn3+ (cataliza) Matriz mitocondrial
homotetramero
135 kDa, glicoproteina . .

& ,p Cu2+ (cataliza) Matriz extracelular,

SOD3 (ecSOD) homotetrdmera - -
Zn (estabiliza) superficie celular
secretora

Tabla 3. Diferentes isoformas de SOD y su localizacién. Modificado de Fukai et al (200).

La catalasa es una oxidorreductasa que descompone directamente el H,O; resultante de la
dismutacidn del anidn superdxido o del generado a través de las oxidasas en agua y oxigeno
molecular. Se encuentran en los peroxisomas y mejoran la aterosclerosis en modelos animales

con dieta rica en grasas (201).

Las glutation peroxidasas pueden reducir una amplia variedad de peroxidasas, incluidas las
peroxidasas lipidicas y los fosfolipidos oxidados. Se han identificado 5 isoformas, todas ellas
catalizan la reduccion del peréxido de hidrégeno en agua y de hidroperdxidos (R-OOH) en agua
y alcohol (R-OH). En su reaccién antioxidante utiliza glutatidon reducido y lo transforma en
glutatidn oxidado. En macréfagos de ratdn, la deficiencia de glutatiéon peroxidasa aumenta la
formacién de células espumosas inducida por LDL oxidadas y la proliferacién de macroéfagos
(198,202). Actuan conjuntamente con la glutation reductasa, que cataliza la reduccién del

glutatidn oxidado a expensas de NADPH (Figura 21).
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Figura 21. Esquema general del mecanismo de accidn de las principales enzimas antioxidantes.

Las paraoxonasas (PON) disminuyen la peroxidacién lipidica y reducen la aterosclerosis en
modelos animales. Existen 3 isoformas: la PON1 estd asociada a las LDL y protege de la
peroxidacion lipidica, la PON2 se encuentra en las paredes de los vasos y de las mitocondrias,
reduciendo la formaciéon de superdxido, y la PON3 previene la formacion de superdxido

mitocondrial (198,203).

Las tiorredoxinas puede reducir el H,0,. La regulacion de tiorredoxina citosélica suprime la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1 y previene el inicio de la aterosclerosis. La supresién de la

isoforma mitocondrial en células endoteliales provoca disfuncién endotelial (198,204).

Antioxidantes no enzimdticos

Pueden tener una localizacién preferentemente extracelular, y ser aportados por la dieta o
modulados por ella y por el estado nutricional; o bien una localizacién intra y/o extracelular,
siendo aportados por la dieta o sintetizados endégenamente. Puede ser liposolubles, como el
a-tocoferol (vitamina E) y el B-caroteno, o hidrosolubles como el acido ascérbico (vitamina C),
acido Urico y el glutatién. También se incluyen las proteinas unidas a metales, como ferritina,

lactoferrina, albimina y ceruloplasmina.

El a-tocoferol es un antioxidante liposoluble. Esta caracteristica le permite atravesar la pared
vascular y eliminar radicales libres, asi como inhibir la proliferacién de CML y disminuir la

oxidacion de las LDL (205).
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El acido ascérbico es un antioxidante hidrosoluble, siendo un cofactor para enzimas
implicadas en reacciones de hidroxilacion. Es necesario para la biosintesis adecuada de
colageno, protege de la peroxidacion lipidica y participa en el reciclaje del a-tocoferol. Su
administracién intravenosa reduce los biomarcadores de EO y mejora la disfuncion endotelial

(206,207).

El acido urico es un antioxidante hidrosoluble que se genera por oxidacion de hipoxantina y
xantina. Durante su sintesis genera 0;¢, pero predominan sus efectos beneficiosos
antioxidantes sobre el sistema cardiovascular. Puede eliminar ROS y unirse a metales de
transicion que intervienen en la peroxidacidn lipidica vascular, previene la inactivacién de la SOD
extracelular y estabiliza el acido ascérbico en una reaccién que no implica su degradacion,

permitiendo prolongar su actividad antioxidante en la vasculatura (208-210).

El glutatidn proviene del reciclaje intracelular del glutatién reducido formado por la acciéon de
las glutation peroxidasas y también es sintetizado en el higado. Actla reaccionando
directamente con radicales libres como un dador de electrones, sirviendo como sustrato para la

glutatidn peroxidasa en su reaccidn antioxidante y reduciendo las formas oxidadas (198).

Las proteinas secuestradoras de hierro y cobre, como ferritina, transferrina, haptoglobina,
hemopexina y ceruloplasmina, pueden unirse al hierro y cobre formando complejos que frenan
la capacidad oxidativa de los mismos. Estos metales son esenciales para la sintesis proteica de
los vasos sanguineos, pero tienen la capacidad de transferir un electrén y formar radicales libres

(211,212).
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La aterosclerosis se caracteriza por la formacién de placas de ateroma en la capa intima de
las arterias de mediano y gran tamafio. Una consecuencia directa de la enfermedad
aterosclerdética es el desarrollo de ictus, suponiendo la segunda causa de muerte y de demencia

en Espafia, y la primera causa de discapacidad adquirida en el adulto.

La existencia de una placa aterosclerética en la luz de la arteria carétida interna, principal
arteria responsable de la irrigaciéon del hemicerebro anterior, puede provocar un ictus. El
tratamiento actual de esta patologia es quirdrgico, mediante la exéresis de la placa. El criterio
utilizado para decidir si un paciente debe considerarse para una endarterectomia carotidea es

el grado de estenosis segun los criterios NASCET, ECTS o CC.

Sin embargo, la evolucién natural de las lesiones ateroscleréticas con el mismo grado de
estenosis es completamente diferente en los pacientes sintomdticos (con mayor riesgo de
recurrencia) que en los asintomaticos. Otras veces, placas moderadamente estendticas
evolucionan rdpidamente y causan sintomatologia neurolégica grave, mientras que estenosis
mas importantes permanecen asintomaticas. Estos datos implican la existencia de dos tipos de
enfermedad carotidea: una forma estable (con poca probabilidad de producir ictus) y otra

inestable (no necesariamente mas estendtica) con un alto riesgo de producir sintomas.

Los métodos diagndsticos actuales son de imagen, morfolégicos y hemodinamicos, con la
limitacion de la valoracién subjetiva y dependiente del explorador. No se dispone de
biomarcadores que nos permitan dilucidar la biologia de la placa aterosclerdtica que va a

predisponer al paciente a un ictus.

Para plantear la hipdtesis de este proyecto partimos del conocimiento de la implicacion del
estrés oxidativo en la formacién y progresion de la placa de ateroma. Pese a ello, no se ha
demostrado una relacion entre el estrés oxidativo y el desarrollo de ictus en pacientes con

enfermedad aterosclerdtica.

Consideramos que la concentracién de mediadores de la inflamacidn y del estrés oxidativo
en suero y en el ambiente local de la placa de ateroma de los pacientes pueden servir como
marcadores de la actividad de la placa y, por tanto, ser indicadores prondsticos de la
vulnerabilidad de la placa y del riesgo de accidente cerebrovascular. Este planteamiento que
trataremos de demostrar permitiria esclarecer el papel del estrés oxidativo en esta patologia y
en un futuro desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para individualizar el tratamiento de la

enfermedad aterosclerética.
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OBJETIVOS

A continuacidn, se especifican los objetivos de este trabajo:

Descripcion de las caracteristicas demograficas y los factores de riesgo cardiovascular

de los pacientes con enfermedad aterosclerdtica carotidea del estudio.

Determinacion de marcadores bioquimicos en suero o plasma potencialmente

relacionados con la enfermedad aterosclerética.

Analisis de las diferencias de marcadores bioquimicos determinados en los pacientes

segun la morfologia de la placa y la presencia de sintomatologia neuroldgica.

Estudio de marcadores de estrés oxidativo en placas de ateroma de los pacientes con

enfermedad aterosclerdtica carotidea como signo de vulnerabilidad de la placa.

Analisis de la implicacion de la situacién redox y el estado metabdlico mitocondrial en

la patologia aterosclerdtica y su relacion con la clinica neurolégica.
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MATERIALES Y METODOS

IV.1. PROCEDIMIENTO Y DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo observacional y comparativo de dos brazos, en el que se
incluyen todos los pacientes intervenidos de tromboendarterectomia carotidea en el servicio
de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV) que

retnen criterios NASCET en el afio 2020.

Se realizd la historia clinica recogiendo las principales caracteristicas clinicas y demograficas
junto con la existencia de sintomatologia neuroldgica, una extraccién sanguinea para el estudio
analitico habitual previo a la intervencion quirdrgica y se conservé la placa de ateroma tras la
operacion para su posterior analisis. Se analizaron determinaciones en sangre periférica y en

placa de ateroma.

Se podran diferenciar dos grupos: pacientes con estenosis carotidea sintomatica (que han

sufrido episodios de amaurosis fugax o AIT) y pacientes con estenosis carotidea asintomatica

(sin sintomatologia neuroldgica) con grado de estenosis superior al 70%. El diagndstico de
estenosis carotidea se realizé mediante ecodoppler de troncos supraadrticos y angio-TC y las

medidas se analizaron segun criterios del estudio NASCET.

Los criterios de exclusién del estudio fueron: pacientes con antecedentes de enfermedad
cronica (hepatica, renal, endocrino-metabdlica, inmunoldgica, del sistema nervioso central,
osteomuscular y cédncer), estado de gestacion, uso y abuso de drogas, la participacion en otro
ensayo clinico o tratamiento con farmacos en fase experimental y el consumo de suplementos

o vitaminas antioxidantes.

IV.2. VARIABLES A ESTUDIO

IV.2.1. Caracteristicas demograficas y clinicas

La historia clinica se realizd a todos los sujetos incluidos en el estudio. La informacién se
recogié de forma prospectiva desde el momento de la tromboendarterectomia carotidea en una
base de datos en Microsoft Excel® y posteriormente se seleccionaron las variables de interés en

una base de datos del programa IBM SPSS Statistics v.27.
Las variables seleccionadas fueron:

e Edad (en afios) y sexo

e Grado de estenosis carotidea
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e Sintomatologia neuroldgica o lesiones cerebrales signomaticas en angio-TC
e Factores de riesgo cardiovascular

o Diabetes mellitus

o Tabaquismo

o Dislipemia

o Hipertensién arterial

o Obesidad

e Antecedentes cardiovasculares (cardiopatias, aneurismas, arteriopatias)

IV.2.2. Caracteristicas anatodmicas y hemodinamicas de la placa de

ateroma

Se realizé un estudio ecografico y angio-TC para determinar las caracteristicas anatémicas y

hemodindmicas de la placa de ateroma en el preoperatorio.

e Estudio morfolégico de la placa carotidea con ecodoppler y angio-TC: Se
caracterizardn las placas de ateroma segln las recomendaciones del Capitulo de
Diagndstico Vascular no Invasivo de la Sociedad Espafiola de Angiologia y Cirugia
Vascular y se recogerdn las caracteristicas morfoldgicas de las placas de ateroma

visualizadas en el angio-TC de troncos supradrticos (213).

e Estudio hemodinamico de la placa carotidea con ecodoppler: Para ello se
determinaran la velocidad de flujo en el punto de maxima estenosis junto con los
cambios hemodinamicos en regiones proximales (arteria cardtida comun) y distales
(carétida interna postestendtica), lo cual permite cuantificar con precisidn la estenosis
carotidea. Los criterios utilizados para determinar el grado de estenosis carotidea se

exponen en la Tabla 4.

75



MATERIALES Y METODOS

Criterios Grado de estenosis arterial

<50% 50-69% 70-79% 80-89% = 90% Oclusién
Signos directos
VSM <125 125-230 > 230 > 300 Variable NA
VDF <40 40-100 > 100 Variable Variable NA
Signos indirectos
VSM postestenosis en ACI Normal Normal =50 < 50 <30 NA
Flujo colateral en AO No No No/i/invertido | +finvertido | &finvertido | .finvertido
Flujo colateral en PW No No No/presente Presente Presente Presente
Indices
Relacién entre VSMACI/VSMACC < 2 =2 >4 >4 Variable NA

ACC: arteria carétida comun; ACI: arteria carétida interna; AQ: arteria oftdlmica; NA: no aplicable; PW: poligono de

Willis; VDF: velocidad diastélica final; VSM: velocidad sistélica mdxima.

Tabla 4. Criterios hemodinamicos para establecer el grado de estenosis carotidea, segun la Guias
basica diagndstico de tronco supradrtico del Capitulo Diagndstico Vascular de la Sociedad
espafnola de Angiologia y Cirugia Vascular (213). Tomado de Serena et al (214).

[V.2.3. Determinaciones analiticas

Los parametros determinados en suero o plasma fueron:

e Estudio del perfil lipidico: CT, TG, C-HDL, LDL calculado (LDLc), Colesterol no HDL
(CnoHDL) y ApoB

e Marcador de inflamacion: PCR
e Marcador de hipoperfusion tisular: Lactato

e Otros biomarcadores de potencial interés: Acido Urico

Las determinaciones realizadas en placa de ateroma fueron:

e Estudio de la capacidad antioxidante: FRAP, ABTS y acido Urico
e Dafio oxidativo: Peroxidacion lipidica y dafio del DNA
e Actividad enzimatica antioxidante: actividad catalasa y actividad SOD

e Metabolismo energético: Lactato
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IV.3. METODOLOGIA

[V.3.1. Obtencion de muestras

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron mediante puncién venosa de una vena
superficial del pliegue del codo, previa colocacién de un torniquete en el brazo, en condiciones

de ayuno de al menos 12 horas.

Se recogieron 6 mL de sangre venosa en un tubo con etilendiaminotetracético tripotasico
(EDTA-3K) como anticoagulante, y se centrifugd a 3000 g durante 10 minutos a 4°C para obtener
el plasma. Se recogio sangre venosa en dos tubos (17mL) sin anticoagulante con gel separador
y se centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos a 20°C (Figura 22). Tras la centrifugacion, las

muestras se almacenaron en alicuotas en un congelador a -80°C hasta el momento del analisis.

Figura 22. A) Tubos empleados para la recogida de muestras de sangre periférica y B)
Congelador para su conservacion.

Las muestras de placa de ateroma se obtuvieron tras la realizacién de la endarterectomia
carotidea. Durante la cirugia se extrae la placa de ateroma junto con la capa intima de la arteria
carétida y la mitad interna de la capa media. Posteriormente se conservaron en nitrogeno

liguido a una temperatura de —195,8°C hasta el momento de su analisis (Figura 23).
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Figura 23. Contenedor de nitrégeno liquido empleado para la conservacion de muestras de placa
de ateroma.

La lisis del tejido para la extraccién de proteina tisular se llevé a cabo mediante el reactivo T-
PER (215), un detergente patentado en 25 mM de bicina y 150 mM de cloruro sédico (pH 7,6)
(Thermo Scientific®). Para ello, se tomd un fragmento de 100 mg de cada muestra de tejido al
que se afiadié una mezcla de 10 ul de inhibidores de proteasas y 1 mL de reactivo T-PER. Tras
homogeneizarlo, se centrifuga a 10.000 g durante 5 minutos para obtener un pellet. El

sobrenadante resultante se recoge para el analisis posterior.

IV.3.2. Analisis de parametros en sangre periférica
El estudio de los marcadores bioquimicos, excepto lactato y ApoB, se realizé en muestras de
suero en el autoanalizador Cobas 8000 mddulo c701 (Roche Diagnostics®) (Figura 24). La
determinacidn de lactato se realizé en muestras de plasma en el autoanalizador Cobas 6000
mddulo c501 (Roche Diagnostics®) (Figura 25). La cuantificacion de ApoB se efectud en el

nefeldmetro BN Il System (Siemens Healthineers®) (Figura 26).
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Figura 24. Autoanalizador Cobas 8000 mddulos ¢501/e601 (Roche Diagnostics®).

Figura 25. Autoanalizador Cobas 6000 (Roche Diagnostics®).

MmN

Figura 26. Nefelometro BN Il System (Siemens Healthineers®).
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Las determinaciones de CT se realizaron mediante un test enzimatico colorimétrico (Figura
27), donde la intensidad cromatica del colorante formado es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol (216). El intervalo de medicién fue 3,86-800 mg/dL. El valor de
referencia en individuos adultos es inferior a 200 mg/dL. Este valor de referencia puede variar

segln los objetivos en base al riesgo cardiovascular de cada paciente.

Colesterol oxidasa .
Colesterol + O, I » Colest-4-en-3-ona+ H,0,

Peroxidasa

H.O, + 4-aminofenazona + fenol |:’> Cromdgeno de quinonimina + 4 H-O

Figura 27. Principio del test de medida de CT.

La cuantificacion del C-HDL se realizé mediante un test enzimatico colorimétrico (Figura 28)
(217). El intervalo de medicion fue 3,09-150 mg/dL. El valor de referencia en varones adultos es
superior a 55 mg/dLy en mujeres superior a 65 mg/dL. Estos valores de referencia pueden variar

segln los objetivos en base al riesgo cardiovascular de cada paciente.

Colesterolesterasa 4
Colesterol HDL + O, ¢ » A%-Colestenona + H,0,

Peroxidasa

2 H,0, + 4-aminoantipirina + EMSE + H* + H,0 e Cromogeno + 5 H,0

Figura 28. Principio del test de medida del colesterol HDL.

El calculo del C-LDL se obtuvo mediante la férmula de Friedewald (Figura 29), que proporciona
un valor de exactitud aceptable hasta valores de TG de 400 mg/dL (218). Los valores de

referencia se establecen segun el riesgo cardiovascular de cada paciente.

Colesterol LDL = Colesterol total — Colesterol HDL — M
5

Figura 29. Férmula de Friedewald para el cdlculo del colesterol LDL.

80



MATERIALES Y METODOS

La estimacion del CnoHDL es el resultado de la diferencia entre el CT y HDL (Figura 30).
Representa el colesterol de las lipoproteinas aterogénicas y tiene una elevada correlacién con
los niveles de ApoB. Los valores de referencia se establecen segun el riesgo cardiovascular de

cada paciente.

Colesterol no HDL = Colesterol total — Colesterol HDL

Figura 30. Férmula para el calculo del colesterol no HDL.

Los TG se determinaron mediante un test enzimatico colorimétrico (Figura 31). El intervalo
de medicion fue 8,85-885 mg/dL. El valor de referencia en individuos adultos es inferior a 150

mg/dL, aunque el valor objetivo deseado varia segln el riesgo cardiovascular de cada paciente.

. Lipoprotein lipasa . GK ]
Triglicéridos + 3 H,0 | » Glicerol m==—====) Glicerol-3P + ADP
+ATP, Mg?*

GPO
Glicerol-3P + O, m=====) Dihidroxiacetona fosfato + H,0,

Peroxidasa

H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol e========) Cromdgeno de fenazona + H,O+ HClI

Figura 31. Principio del test de medida de TG.

El acido urico se determind mediante un test enzimatico colorimétrico (Figura 32), donde la
quinona-diimina formada es proporcional a la concentracién de acido urico (219). El intervalo
de medicién fue 0,2-25,0 mg/dL. El intervalo de referencia en varones adultos es 3,4-7,0 mg/dL,

mientras que en mujeres es 2,4-5,7 mg/dL.

uricasa

Acido Urico +4 H,0 +0, =====) Alantoina + CO2 + H,0,

Peroxidasa
2H.0, + 4-aminofenazona + TOOS ) Cromégeno de quinona-diimina + 4 H,0

Figura 32. Principio del test de medida de acido Urico.
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La PCR se cuantific6 mediante inmunoturbidimetria potenciada con particulas. La PCR
humana aglutina con particulas de |atex recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-PCR, y
los agregados se determinan por turbidimetria (220). El intervalo de medicién fue 0,6-350

mg/dL. El intervalo de referencia en individuos adultos es inferior a 5 mg/dL.

La medicion de lactato se realizé mediante colorimetria, midiendo el aumento de absorbancia
del cromégeno, siendo proporcional a la concentracion de L-lactato (Figura 33) (221,222). El
intervalo de medicién fue 0,2-15,5 mmol/Ly el intervalo de referencia en individuos adultos es

0,5-2,2 mmol/L.

Lactato oxidasa
L-Lactato+ O, » Piruvato + H,0,

Peroxidasa

2 H,0, + dador de H + 4-AAP | » Cromdgeno + 2 H,0

Figura 33. Principio del test de medida de lactato.

La determinacion de ApoB se realizé por inmunonefelometria (223). La proteina de la muestra
forma un complejo con anticuerpos especificos y dichos complejos dispersan un haz de luz que
atraviesa la muestra. La intensidad de luz dispersada es proporcional a la concentracién de ApoB
presente. El resultado se evalla por comparacidn con un patrén de concentracion conocida. El

valor de referencia en individuos adultos es 55-140 mg/dL.

IV.3.3. Analisis de parametros en placa de ateroma

La realizacion de los estudios en sobrenadante de lisis de tejido de las placas de ateroma se
llevd a cabo mediante diversos kits comerciales, basados en técnicas colorimétricas cuyo
procedimiento se detallard en esta seccion. Todas las mediciones se realizaron mediante
espectrofotometria en el lector de microplaca con espectrofotémetro UV/VIS integrado

SPECTROstar Nano (BMG Labtech®) (Figura 34).
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=& -

Figura 34. Lector de microplaca con espectrofotometro UV/VIS integrado SPECTROstar Nano
(BMG Labtech).

Estudio de la capacidad antioxidante
Con el fin de aumentar tanto la sensibilidad como la especificidad de los resultados

analizaremos la capacidad antioxidante mediante tres enfoques diferentes:

e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power): Este ensayo se basa en la capacidad de la
muestra para permitir la reduccién de hierro, que se lleva a cabo como se describe por
Benzie y Strain (224). El andlisis se realiza por triplicado, en placa de 96 pocillos con
muestras de sobrenadante resultante de la lisis del tejido. En cada pocillo se afiade 30 uL
de muestra (24 pL de PBS + 6 pL de muestra lisada o estandar) y 225 pL de FRAP. Se incuba
20 minutos a 37°C y se mide la absorbancia a 595 nm. Se empledé una curva de

concentraciones conocidas de TROLOX (analogo de vitamina E) como estandar.

e ABTS (2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico): Esta técnica basada en el
método de Re et al (225), estima la capacidad antioxidante por una prueba colorimétrica
mediante la reduccion del radical catidénico (ABTS+), preformado por oxidacion de ABTS
con persulfato potasico, en presencia de antioxidantes. El analisis se realiza por triplicado,
en placa de 96 pocillos con muestras de sobrenadante resultante de la lisis del tejido
(Figura 35). En cada pocillo se afiade 1 puL de muestra y 200 uL de reactivo ABTS. Se mide
la absorbanciaa405nmalosO,1,2,3,4,5,6,7,8,9y 10 minutos de haber realizado la
mezcla. Se calcula el porcentaje de inhibicién del radical libre con relacién al control. Se

empled una curva de concentraciones conocidas de TROLOX como estandar.
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Figura 35. Ensayo de ABTS en microplaca.

e Acido urico: Se empled el kit comercial Uric Acid-LQ (Monlab®)(226), basado en el mismo
principio que la técnica de suero descrita en la Figura 32. El analisis se realiza en placa de
96 pocillos con muestras de sobrenadante resultante de la lisis del tejido. En cada pocillo
se anade 4 pL de muestra, o estandar, al que se afiade 150 plL de reactivo y se incuba 10
minutos a temperatura ambiente. Se mide la absorbancia a 520 nm. Se empled una curva
de concentraciones conocidas de Uric Acid Cal (patron de acido urico a 6 mg/dL) como

estandar.

Estudio del dafio oxidativo
e Peroxidacion lipidica, mediante cuantificacion de malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (HNE) [MDA+HNE]: Se empleé el kit comercial LPO Assay Kit
(Bioguochem). En condiciones acidas especificas, tanto el MDA como el HNE, reaccionan
con un compuesto de indol para dar el mismo croméforo con una longitud de onda de
absorcion mdaxima de 586 nm. El analisis se realiza por triplicado en placa de 96 pocillos

con muestras de sobrenadante resultante de la lisis del tejido.

Ambos son aldehidos producidos en la peroxidacion lipidica. El MDA es un producto final
comun de la peroxidacion lipidica independientemente del 4cido graso poliinsaturado oxidado.
El HNE es el principal producto generado de la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados

omega-6, como el acido araquiddnico y el acido linoleico (227,228).
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e Daiio al ADN, mediante cuantificacion de 8’-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG): Se
empleé el kit comercial DNA Damage Enzyme Immunoassay Kit (Arbor Assays). La 8-
hidroxi-2’-desoxiguanosina es un importante derivado oxidado espontdaneo de la 2’-
desoxiguanosina y un biomarcador del dafio oxidativo del DNA. Se forma mediante la
reaccion de la guanina con ROS. La concentracién de 8-OHdG en una célula es una medida
del EQYvy, por lo tanto, puede utilizarse para evaluar el grado de dano fisioldgico y ambiental

del DNA (229,230).

El andlisis se realiza por duplicado en placa de 96 pocillos con muestras de sobrenadante
resultante de la lisis del tejido con dilucién %. En cada pocillo se aflade 50 uL de muestra, o
estdndar y 75 uL de Assay Buffer. A continuacion, se afiaden 25 ulL de conjugado y 25 ulL del
anticuerpo. Se incuba 2 horas a temperatura ambiente en agitacion (700-900 rpm).
Posteriormente se lava cada pocillo 4 veces con 300 uL de Wash buffer y se afiade 100 plL de
sustrato TMB, incubando nuevamente 30 minutos a temperatura ambiente y sin agitacion.
Finalmente se afiade 50 pL de solucidén de parada y se mide la absorbancia a 450 nm. Se empled

una curva de concentraciones conocidas de 8-OHdG como estandar.

Actividad enzimdtica antioxidante

e Actividad catalasa: Se empled el kit comercial Catalase (CAT) Activity Assay Kit
(Elabscience). La reaccidén catalizada por catalasa descompone H,0,, pudiendo detenerse
con molibdato de amonio. El H,O, residual reacciona con el molibdato de amonio
generando un complejo amarillento cuantificable espectrofotométricamente (231). El
analisis se realiza por duplicado en placa de 96 pocillos con muestras de sobrenadante
resultante de la lisis del tejido. En cada pocillo se afiade 20 pL de muestra, o estandary los
diferentes reactivos del kit. Se mide la absorbancia a 450 nm. Se empled una curva de

concentraciones conocidas de actividad de catalasa como estandar.

e Actividad SOD: Se empled el kit comercial Superoxide Dismutase (SOD) Colorimetric
Activity Kit (Arbor Assays). La xantina oxidasa genera O,® en presencia de oxigeno,
generando un producto coloreado. La presencia de SOD en la muestra disminuye la
concentraciéon de O,¢" y una reduccién del producto coloreado (232). El andlisis se realiza
por duplicado en placa de 96 pocillos con muestras de sobrenadante resultante de la lisis
del tejido en dilucion % con Assay Buffer. En cada pocillo se afiade 10 pL de muestra, o

estandar y 10 uL de Assay Buffer. A continuacidn, se afiaden 50 uL de la preparacién de
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sustrato y 25 pL de la preparaciéon de xantina oxidasa. Se incuba 20 minutos a temperatura
ambiente y se mide la absorbancia a 450 nm. Se empleé una curva de concentraciones

conocidas de actividad de SOD como estandar.

Metabolismo energético

e Lactato: Se empled el kit comercial Lactate Trinder (Monlab), basado en el mismo
principio de la técnica en plasma descrita en la Figura X. El analisis se realiza por
duplicado en placa de 96 pocillos con muestras de sobrenadante resultante de la lisis
del tejido. En cada pocillo se afiade 2 uL de muestra, o estandar, al que se anade 150 pL
de reactivo y se incuba 10 minutos a temperatura ambiente. Se mide la absorbancia a
505 nm. Se empled una curva de concentraciones conocidas de Lactate Cal (patron de

lactato a 10 mg/dL) como estandar.

IV.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos recogidos de los sujetos del estudio se introdujeron en una base de datos
Microsoft Excel® y fueron analizados con el programa estadistico IBM SPSS v. 27. Se aceptd como

significativo un valor p<0,05.

Las variables nominales se expresan en porcentaje mientras que las variables cuantitativas se

expresan mediante la media y su desviacién estandar.

Se comprobd los supuestos de normalidad para las variables cuantitativas mediante la prueba
de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov con la correccidn de significacion de Lilliefors. La
asociacion entre variables categdricas (caracteristicas morfoldgicas de la placa y sintomatologia
neuroldgica) se estudiéo mediante la prueba de chi cuadrado y la asociacion de la media de las
variables cuantitativas en dos grupos de variables categdricas (caracteristicas morfolégicas de la
placa y sintomatologia neuroldgica) se analiz6 mediante la prueba T-Student. Para las variables
cuantitativas que no cumplieron el supuesto de normalidad (LDLc y PCR en suero) se analizd la

diferencia de medias mediante la prueba U de Mann-Whitney.
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IV.5. ASPECTOS ETICOS Y DEONTOLOGICOS

La aprobacién cientifica y ética del protocolo de estudio se ha obtenido del Comité Etico de
Investigacion Clinica del HCUV. Todos los pacientes firmaron una hoja de consentimiento

informado por la cual aceptaban su participacién en el estudio.

En cuanto a la anonimizacién de las muestras, se ha garantizado la confidencialidad de los
datos personales y clinicos respetando en todo momento los principios éticos basicos de la
investigacion con muestras bioldgicas, y lo establecido por la legislacion aplicable (Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccidn de Datos, Ley 41/2002 de Autonomia del Paciente y
Sanitaria y Ley 14/1986, General de Sanidad).

La informacién del estudio fue recopilada en el HCUV en una base de datos controlada y

custodiada por los investigadores del estudio.
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V.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS CARACTERISTICAS
DEMOGRAFICAS

En esta seccidon se describen las caracteristicas demograficas, los FR cardiovascular, los
antecedentes cardiovasculares, la sintomatologia neurolégica y el grado de estenosis carotidea

de los pacientes incluidos en el estudio.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas demograficas generales de nuestra muestra.
Posteriormente hemos representado la demografia en base a las caracteristicas morfoldgicas de

la placa y respecto a la sintomatologia neurolégica concomitante de los pacientes.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS (n=32)

Edad (afios) 73,62+7,31
Sexo 27 varones (82,1%) y 5 mujeres (17,9%)

Hipertensidn arterial 78,6%
Dislipemia 67,9%
Tabaquismo 57,1%
Diabetes mellitus 46,4%
Obesidad 3,6%
Sintomas neurolégicos 67,9%
Antecedentes cardiovasculares 82,1%
Calcificacion de la placa 57,1%

51-70%: 53,6%
Grado de estenosis carotidea
71-99%: 46,4%

Tabla 5. Caracteristicas demograficas generales de los sujetos del estudio.

La presencia de FR cardiovasculares segun las caracteristicas morfoldgicas de la placa se
muestra en la Tabla 6, Figuras 36 y 37. La edad de los pacientes fue similar en ambos grupos,
mientras que se observa un mayor porcentaje de pacientes varones con placas de ateroma no
calcificadas que con placas calcificadas, aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa. En los pacientes con placas no calcificadas se observa mayor porcentaje en la
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presencia de habito tabdquico y antecedentes vasculares. En los pacientes con placas
calcificadas se observa mayor porcentaje en la presencia de hipertensién arterial y diabetes
mellitus, y una proporcién similar de dislipemia. En ningun factor de riesgo se obtuvo diferencias

estadisticamente significativas.

No calcificacién Calcificacion
Edad (afios) 73,54+46,91 74,56+8,45 0,76
Sexo (Varones) 83,3% 78,6% 0,759
Hipertensidn arterial 66,7% 85,7% 0,250
Dislipemia 66,7% 71,4% 0,793
Tabaquismo 66,7% 57,1% 0,619
Diabetes mellitus 41,7% 50,0% 0,671
Obesidad 0% 7,1% 0,345

Tabla 6. Caracteristicas demograficas en base a las caracteristicas morfoldgicas de la placa. Se
expresa los resultados en % de presencia de los FR en el grupo de placa de ateroma calcificada
o no calcificada, excepto la edad (expresada en afios£DS).

Edad Sexo

Placa
no calcificada

Placa
calcificada

— —_— — 0 20 40 60 80 100

Placa no calcificada Placa calcificada
@ varones Mujeres

Figura 36. Representacion grafica de los datos referentes a la edad (afios) y el sexo (porcentaje)
de los pacientes segun las caracteristicas morfolégicas de la placa.
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Figura 37. Representacion grafica de los FR cardiovascular presentes (porcentaje) en los grupos
segun la morfologia de la placa.

La presencia de FR cardiovasculares segun la presencia de sintomatologia neurolégica se
muestra en la Tabla 7, Figuras 38 y 39. La edad de los pacientes fue similar en ambos grupos,
mientras que se observa un mayor porcentaje de pacientes varones con sintomatologia
neurolégica que sin sintomatologia, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa.
En los pacientes con sintomatologia neuroldgica se observa mayor porcentaje de habito
tabaquico y antecedentes vasculares. En los pacientes sin sintomatologia neuroldgica se observa
mayor porcentaje en la presencia de hipertension arterial y dislipemia, y una proporcién similar
de diabetes mellitus. En ningln factor de riesgo se obtuvo diferencias estadisticamente

significativas.
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No sintomatologia

Sintomatologia

- . . p valor
neuroldgica neuroldgica
Edad (afios) 74,6315,34 73,1348,23 0,646
Sexo (Varones) 77,8% 84,2% 0,678
Hipertensidn arterial 88,9% 73,7% 0,360
Dislipemia 88,9% 57,9% 0,101
Tabaquismo 52,6% 77,8% 0,203
Diabetes mellitus 44,4% 47,4% 0,885
Antecedentes 77,8% 84,2% 0,678
cardiovasculares
Obesidad 11,1% 0% 0,139

Tabla 7. Caracteristicas demograficas en base a la sintomatologia neuroldgica. Se expresa los
resultados en % de presencia de los FR en el grupo de sintomatologia o no, excepto la edad

(expresada en afios%DS).

Edad

Mo sintomas

Sintomas

No sintomas

Sintomas

Sexo

20 40

@ Vvarones

60 80

Mujeres

Figura 38. Representacion grafica de los datos referentes a la edad (afios) y el sexo (porcentaje)
de los pacientes segun la presencia de sintomatologia neuroldgica.
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Figura 39. Representacion grafica de los FR cardiovascular presentes (porcentaje) en los grupos
segun la sintomatologia neuroldgica.

Se ha considerado incluir en este apartado la valoracién del grado de estenosis, puesto que
se realizd previamente a la intervencidn quirurgica. La estenosis media de las placas de ateroma
calcificadas o estables fue superior frente a las placas no calcificadas o inestables, pero la

diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 8).

No calcificacion Calcificacion

Estenosis (%) 71,58+10,80 75,8 £14,81 0,143

Tabla 8. Estenosis media en las placas de ateroma carotidea segln sus caracteristicas
morfoldgicas.

Respecto a la sintomatologia neuroldgica, el 75% de las placas de ateroma no calcificadas y el
60% de las placas calcificadas provinieron de pacientes con sintomatologia neurolégica (Figura

40), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,235).
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Caracteristicas de la placa
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Figura 40. Caracteristicas de la placa de ateroma carotidea con respecto a la sintomatologia
neurolégica de los pacientes.

V.2. ANALISIS DE LAS VARIABLES MEDIDAS EN SUERO Y PLASMA

Mostramos los resultados de las determinaciones bioquimicas realizadas en suero y plasma
en funcion de las caracteristicas morfoldgicas de las placas de ateroma (no calcificadas y
vulnerables frente a calcificadas y estables) y posteriormente de acuerdo con la presencia o no

de sintomatologia neuroldgica en los pacientes.

Se realizaron las pruebas de normalidad de las variables cuantitativas CT, C-HDL, LDLc,
CnoHDL, TG, ApoB, PCR, lactato y acido urico. Los parametros CT, C-HDL, CnoHDL, TG, PCR y
acido Urico presentaron una distribucién de Gauss, mientras que LDLc y lactato no siguieron una

distribucion normal.

En la Tabla 9 se expone la medicidn de los parametros bioquimicos, con la media y desviacion
estandar, en funcion de las caracteristicas morfoldgicas de la placa. En el perfil lipidico, los
valores obtenidos de CT, LDLc, CnoHDL, TG y apoB fueron superiores en los pacientes con placas
no calcificadas e inferior el valor de C-HDL respecto a los pacientes con placas calcificadas,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figuras 41 y 42). Los valores
de PCRy lactato fueron inferiores en pacientes con placas no calcificadas, aunque los niveles de
lactato fueron similares (Figura 43). Respecto al acido urico, se observan valores superiores en

pacientes con placas no calcificadas frente a pacientes con placas calcificadas (6,76+1,56 mg/dL
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vs 5,27+1,74 mg/dL), siendo en este caso una diferencia estadisticamente significativa (p valor:

0,041).

\'[o}

calcificacion

Calcificacion

Colesterol total (mg/dL) 164,32+38,69 138,00+26,12 0,060
HDL colesterol (mg/dL) 40,02+6,72 42,65+8,73 0,499
LDL colesterol (mg/dL) 87,68+32,12 71,10420,00 0,234
Colesterol no HDL (mg/dL) 119,19+46,72 95,34+27,01 0,121
TG (mg/dL) 152,82+77,42 121,31452,14 0,248
ApoB (mg/dL) 83,32+32,64 78,04120,44 0,746
PCR (mg/L) 5,918,50 13,36+22,85 0,720
Lactato (mmol/L) 1,54+0,57 1,71+0,86 0,652
Acido urico (mg/dL) 6,7611,56 5,27+1,74 0,041
Tabla 9. Estudio de los parametros bioquimicos (mediatDS) en sangre venosa segun las

caracteristicas morfoldgicas de las placas

de ateroma.

Perfil lipidico
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Figura 41. Representacion gréfica de los valores de CT (mg/dL), TG (mg/dL) y ApoB (mg/dL) seguin

las caracteristicas morfoldgicas de la plac

a.
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Fracciones de colesterol
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Figura 42. Representacion grafica de los valores de LDLc (mg/dL), C-HDL (mg/dL) y C-noHDL
(mg/dL) segun las caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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Figura 43. Representacion gréfica de los valores de PCR (mg/L), lactato (mmol/L) y acido urico
(mg/dL) segln las caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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En la Tabla 10 se muestra la medicién de los parametros bioquimicos, con la media y
desviacidn estandar, en funcién de la sintomatologia neurolégica. En el perfil lipidico, los valores
de colesterol total fueron similares en ambos grupos. Los valores de LDLc, CnoHDL y TG fueron
superiores en los pacientes con sintomatologia neurolégica mientras que los valores de C-HDLy
ApoB fueron inferiores (Figuras 44 y 45). En ninguna prueba las diferencias fueron
estadisticamente significativas. Los valores de PCR y acido urico fueron superiores, asi como los
de lactato fueron inferiores en pacientes con sintomatologia neuroldgica, también sin

diferencias estadisticamente significativas (Figura 46).

Sintomatologia

No sintomatologia

neurolégica neuroldgica p valor
Colesterol total (mg/dL) 149,00+21,81 149,56+39,68 0,969
HDL colesterol (mg/dL) 45,0815,51 39,51+8,52 0,135
LDL colesterol (mg/dL) 76,31+13,82 84,55+36,33 0,597
Colesterol no HDL (mg/dL) 97,20+22,35 109,16+40,86 0,106
TG (mg/dL) 119,67151,76 147,44+70,39 0,312
ApoB (mg/dL) 90,04+16,13 77,48+29,65 0,414
PCR (mg/L) 5,02+8,98 13,03%19,71 0,165
Lactato (mmol/L) 1,91+0,51 1,58+0,79 0,405
Acido drico (mg/dL) 5,33%1,24 6,37+1,93 0,160

Tabla 10. Estudio de los parametros bioquimicos (mediatDS) en sangre venosa segun la

sintomatologia neuroldgica.
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Perfil lipidico
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Figura 44. Representacion grafica de los valores de CT (mg/dL), TG (mg/dL) y ApoB (mg/dL) seguin
las caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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Figura 45. Representacion grafica de los valores de LDLc (mg/dL), C-HDL (mg/dL) y C-noHDL
(mg/dL) segln la presencia de sintomatologia neuroldgica.
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Otros biomarcadores
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Figura 46. Representacion grafica de los valores de PCR (mg/L), Lactato (mmol/L) y Acido rico
(mg/dL) segln la presencia de sintomatologia neuroldgica.

V.3. ANALISIS DE LAS VARIABLES EN PLACA DE ATEROMA

En primer lugar, expondremos los resultados en funcion de las caracteristicas morfoldgicas
de la placa de ateroma (no calcificadas y vulnerables frente a calcificadas y estables) y
posteriormente de acuerdo con la presencia o no de sintomatologia neurolédgica en los

pacientes.

Se realizaron las pruebas de normalidad de las variables cuantitativas FRAP, ABTS, acido urico,
actividad catalasa, actividad SOD, dafio DNA, peroxidacién lipidica y lactato. Todas ellas

presentaban una distribucién de Gauss.

V.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de la placa

El estudio de la capacidad antioxidante mostré que las placas de ateroma calcificadas
manifestaron mayor capacidad antioxidante respecto a las placas de ateroma no calcificadas en
los ensayos de FRAP (181,62+115,68 uM vs 142,92+73,71 uM) y ABTS (2803,28+223,27 uM vs
2635,08+323,80 uM), siendo la diferencia estadisticamente significativa en el segundo caso (p

valor: 0,007) (Tabla 11). Sin embargo, el ensayo de acido Urico mostré mayores niveles en las
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placas no calcificadas respecto a las calcificadas (2,22+1,40 mg/dL vs 1,81+0,95 mg/dL), aunque

la diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05) (Figuras 47 a 49).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE No calcificacion Calcificacion
FRAP (uM Eq TROLOX) 142,92+73,71 181,62+115,68 0,285
ABTS (1M Eq. TROLOX) 2635,08+323,80 2803,28+223,27 0,007
Acido drico (mg/dL) 2,22+1,40 1,81+0,95 0,135

Tabla 11. Estudio de la capacidad antioxidante en las placas de ateroma carotidea segun sus
caracteristicas morfoldgicas.

Capacidad antioxidante
FRAP (uM Eq TROLOX)
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Figura 47. Representacion grafica de los valores de FRAP (uM Eq TROLOX) segln las
caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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Capacidad antioxidante
ABTS (uM Eq TROLOX)
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Figura 48. Representacion gréafica de los valores de ABTS (uM Eq TROLOX) segun las
caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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Figura 49. Representacion grafica de los valores de acido Urico (mg/dL) segun las caracteristicas
morfoldgicas de la placa.
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En el estudio de las defensas antioxidantes de las placas de ateroma, en las placas calcificadas
se obtuvieron mayores valores de actividad catalasa (175,13+102,79 U/mL vs 160,73+44,97
U/mL) y actividad SOD (1,49+1,20 U/mLvs 1,11+0,53 U/mL) respecto a las placas no calcificadas,
siendo la diferencia estadisticamente significativa en la actividad SOD (p valor: 0,049) (Tabla 12,

Figuras 50y 51).

DEFENSA ANTIOXIDANTE No calcificacion Calcificacion
Actividad catalasa (U/mL) 160,73+44,97 175,13+102,79 0,402
Actividad SOD (U/mL) 1,11+0,53 1,49+1,20 0,049

Tabla 12. Estudio de las defensas antioxidantes en las placas de ateroma carotidea segun sus
caracteristicas morfoldgicas.

Defensa antioxidante

Catalasa (U/mL)
300

200
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Catalasa

@ Placa no calcificada @ Placa calcificada

Figura 50. Representacion grafica de los valores de actividad catalasa (U/mL) segun las
caracteristicas morfoldgicas de la placa.
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Defensa antioxidante

SOD (U/mL)

SOD
® Placa no calcificada @ Placa calcificada

Figura 51. Representacion grafica de los valores de actividad SOD (U/mL) segun las
caracteristicas morfoldgicas de la placa.

Posteriormente analizamos el dafo oxidativo. Se obtuvieron valores inferiores en las placas
de ateroma calcificadas respecto a las no calcificadas en el estudio del dafio al DNA
(2887,15+2052,13 pg/mL vs 3318,96+1919,83 pg/mL) y la peroxidacion lipidica (32,45+16,88 uM

vs 46,87+30,81 uM), aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas en dichos

ensayos (p valor >0,05) (Tabla 13, Figuras 52 y 53).

DANO OXIDATIVO No calcificacion Calcificacion p valor
Dafio DNA (pg/mL 8-OHdG) 3318,96+1919,83 = 2887,15+2052,13 0,336
Peroxidacion lipidica (WM MDA+HNE) 46,87+30,81 32,45+16,88 0,120

Tabla 13. Estudio del dafio oxidativo en las placas de ateroma carotidea segun sus caracteristicas
morfoldgicas.
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Dano oxidativo
8-OHdG (pg/mL)
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Figura 52. Representacion grafica de los valores de 8-OHdG (pg/mL) segun las caracteristicas
morfoldgicas de la placa.
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Figura 53. Representacion gréafica de los valores de MDA+HNE (uM) segun las caracteristicas
morfoldgicas de la placa.
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En el estudio del metabolismo energético, los niveles de lactato obtenidos fueron superiores
en las placas no calcificadas respecto a las calcificadas (11,45+3,28 mg/dL vs 8,57+4,05 mg/dL),

siendo un resultado estadisticamente significativo (p valor: 0,001) (Tabla 14, Figura 54).

METABOLISMO ENERGETICO No calcificacion Calcificacion p valor

Lactato (mg/dL) 11,45+3,28 8,57+4,05 0,001

Tabla 14. Estudio del metabolismo energético en las placas de ateroma carotidea segun sus
caracteristicas morfoldgicas.

Metabolismo energético

Lactato (mg/dL)

20

Lactato

® Placa no calcificada Placa calcificada

Figura 54. Representacion grafica de los valores de lactato (mg/dL) segln las caracteristicas
morfoldgicas de la placa.

V.3.2. Sintomatologia neurolégica

El estudio de la capacidad antioxidante mostré que los pacientes con sintomatologia
neurolégica tienen menor capacidad antioxidante en los ensayos de FRAP (159,11+85,90 uM vs
185,98+110,31 uM) y ABTS (2698+278,32 uM vs 2777,18+285,00 uM), aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa (p valor: 0,430y 0,220 respectivamente) (Tabla 15, Figuras 55
y 56). El ensayo de acido Urico mostro el efecto contrario (2,3311,36 mg/dL vs 1,48+0,74 mg/dL),

pues se obtuvieron resultados superiores estadisticamente significativos (p valor: 0,001) en

106



RESULTADOS

pacientes con sintomatologia respecto al grupo sin sintomatologia neuroldgica (Figura 57).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE No sintomas Sintomas
neuroldgicos neuroldgicos
FRAP [uM Eq TROLOX] 185,98+110,31 159,11+85,90 0,430
ABTS (1M Eq. TROLOX) 2777,18%+285,00 2698+278,32 0,220
Acido drico (mg/dL) 1,48+0,74 2,33+1,36 0,001

Tabla 15. Estudio de la capacidad antioxidante en las placas de ateroma carotidea y la asociacién
con la sintomatologia neuroldgica.

Capacidad antioxidante

FRAP (UM Eq TROLOX)
400

FRAP

@ Nosintomas @ Sintomas

Figura 55. Representacion grafica de los valores de FRAP (UM Eq TROLOX) segun la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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Capacidad antioxidante

ABTS (UM Eq TROLOX)
4k

3k

2k

ABTS
@ No sintomas @ Sintomas

Figura 56. Representacion gréfica de los valores de ABTS (UM Eq TROLOX) segun la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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Figura 57. Representacion grafica de los valores de Acido Urico (mg/dL) segutn la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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En el estudio de las defensas antioxidantes, se obtuvieron valores de actividad catalasa
superiores y actividad SOD inferiores en pacientes con sintomatologia neuroldgica respecto a
los pacientes sin sintomatologia neurolégica, ambos ensayos con diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 16, Figuras 58 y 59).

DEFENSA ANTIOXIDANTE No sintomas Sintomas p valor
neuroldgicos neuroldgicos
Actividad catalasa (U/mL) 146,79+28,97 176,81+92,38 0,025
Actividad SOD (U/mL) 1,77+1,15 1,10+0,79 0,009

Tabla 16. Estudio de las defensas antioxidantes en las placas de ateroma carotidea y la
asociacion con la sintomatologia neuroldgica.

Defensa antioxidante

Catalasa (U/mL)
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Figura 58. Representacion grafica de los valores de actividad catalasa (U/mL) segun la presencia
de sintomatologia neuroldgica.
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Defensa antioxidante
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Figura 59. Representacidn grafica de los valores de actividad SOD (U/mL) segln la presencia de
sintomatologia neuroldgica.

En el estudio de dafio oxidativo observamos menor dafio al DNA en pacientes con
sintomatologia neuroldgica, siendo la diferencia estadisticamente significativa. Los valores de

peroxidacion lipidica fueron superiores en el grupo de sintomatologia neuroldgica, pero sin

significacidn estadistica (Tabla 17, Figuras 60 y 61).

DARNO OXIDATIVO Nossintomas Sintomas p valor
neuroldgicos neurolégicos
Dafio DNA (pg/ml 8-OHdG) 4393,01+2817,94 2476,91+1007,22 0,002
Peroxidacion lipidica (WM MDA+HNE) 32,20+17,04 44,44+28,40 0,12

Tabla 17. Estudio del dafio oxidativo en las placas de ateroma carotidea y la asociacion con la
sintomatologia neuroldgica.
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Dafio oxidativo
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Figura 60. Representacion grafica de los valores de 8-OHdG (pg/mL) segun la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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Figura 61. Representacion grafica de los valores de MDA+HNE (uM) segln la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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En el estudio del metabolismo energético los niveles de lactato obtenidos fueron similares
en ambos grupos, aunque ligeramente superiores en los pacientes con sintomatologia

neuroldgica, sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas (Tabla 18, Figura 62).

No sintomas Sintomas

METABOLISMO ENERGETICO p valor

neurolégicos neuroldgicos

Lactato (mg/dL) 9,70+4,34 9,74+3,70 0,97

Tabla 18. Estudio del metabolismo energético en las placas de ateroma carotidea y la asociacién
con la sintomatologia neuroldgica.

Metabolismo energético

lLactato (mg/dL)

Lactato

@ No sintomas  © Sintomas

Figura 62. Representacidon grafica de los valores de Lactato (mg/dL) segln la presencia de
sintomatologia neuroldgica.
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VI.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

En la Tabla 5 se muestran los principales FR cardiovascular (edad, sexo, hipertensién arterial,
dislipemia, habito tabaquico, diabetes mellitus, obesidad y antecedentes cardiovasculares)
descritos y estudiados ampliamente en la literatura como variables descriptivas en nuestro
estudio. Estas caracteristicas se recopilan de manera habitual en la practica clinica para la
realizacion de una correcta historia clinica, permitiendo personalizar las recomendaciones y
tratamiento de los pacientes. En las Tablas 6 y 7 se ha relacionado su presencia en los pacientes
del estudio segun las caracteristicas morfoldgicas de la placa y la presencia o no de
sintomatologia neurolégica. Debemos tener en cuenta que esta distribucidén es especifica de
nuestro trabajo y sélo podemos comparar de manera aproximada los resultados con otras

publicaciones.

Hemos obtenido resultados similares en el perfil demografico a los mencionados en la Figura
2 de la poblacién espafiiola afectada por ictus en 2017 (10), los obtenidos por Castilla-Guerra et
al en 2015 (233) y los obtenidos en el estudio EPICES en 2012, el mayor registro espafiol de
pacientes con EVC (6280 pacientes hospitalizados por ictus en 66 hospitales espafioles durante
varios periodos de 2008 y 2009) (234). Podemos observar que la media de edad de nuestros
pacientes es avanzada, mas de 73 afios. Respecto al sexo, el 82,1% de nuestros pacientes fueron
varones. Esto concuerda con la literatura, puesto que la prevalencia de las enfermedades
vasculares se incrementa notablemente con la edad y el sexo masculino es por si mismo FR

cardiovascular (51,235,236).

Respecto al habito tabaquico, el 32% de los pacientes eran fumadores activos en el momento
de la endarterectomia carotidea, dato superior pero en consonancia con los resultados del
estudio EPICES (22,6%). Sin embargo, el porcentaje asciende al 57,1% cuando incluimos a los
pacientes exfumadores. Es probable que la edad avanzada y la concienciacién creciente de los
efectos negativos de este habito, especialmente si ya se ha padecido algin evento
cardiovascular, hayan incentivado el abandono de la practica en casi el 20% de nuestros
pacientes. Observamos mayor presencia de este habito nocivo en pacientes con placas no
calcificadas y presencia de sintomatologia neuroldgica. El tabaco incrementa la liberacién de
catecolaminas por la nicotina, aumenta la agregacidon plaquetaria, la produccién de ROS y

contribuye a la disfuncion endotelial, aterosclerosis e hipertension (237).

La hipertensidn arterial es el FR modificable mas prevalente para el desarrollo de ictus

isquémico y hemorragico, estando presente en la mitad de la poblacidn con FR (238).

116



DISCUSION

La hipertension arterial es el FR mas prevalente también entre los pacientes de nuestro
estudio (78,6%), seguido de la dislipemia (67,9%) y diabetes mellitus (46,4%). Las tres entidades
clinicas se encuentran preferentemente en pacientes de edad avanzada y frecuentemente se
dan de forma concomitante, especialmente la diabetes mellitus con hipertensién arterial y
dislipemia. Los resultados obtenidos del estudio EPICES (234) y del trabajo de Garcia-de Lucas
et al (239) son muy similares en el orden de prevalencia y en la presencia de hipertensién arterial

y diabetes.

Sin embargo, aunque la dislipemia suele ser el segundo FR mas prevalente, el porcentaje de
pacientes con dislipemia en otros estudios se reduce casi a la mitad de nuestros hallazgos
(234,239). En esta diferencia puede influir la elevada prevalencia en poblacién general de
dislipemia (240) mientras que los estudios mencionados se limitan a pacientes con ictus agudos
hospitalizados. El estudio EBRICTUS (241) muestra una creciente prevalencia de dislipemia en
pacientes con episodio previo de ictus a lo largo del primer afio, del 37,8% al 49,8%. También
podemos relacionarlo con la reciente actualizacién de las Guias Europeas de prevencion
cardiovascular (242) y la heterogeneidad en los informes de perfil lipidico, ya que existe una falta
de estandarizacién a la hora de informar valores deseables en funcién del riesgo cardiovascular

y grado de enfermedad renal crénica de cada paciente (218).

El manejo adecuado de los pacientes con estenosis carotidea tanto sintomdticos como
asintomaticos requiere de medidas relativas al estilo de vida y tratamiento farmacoldgico con
estatinas y antiagregantes, ademds de un control adecuado de FR modificables. EI mal control

de estos FR se relaciona con mayor recurrencia de ictus y del incremento de la morbimortalidad.

En Espafia, diversos estudios demuestran que distamos de conseguir un control éptimo de los
FR cardiovasculares, especialmente en la prevencién secundaria (9). El estudio ICTUSCARE (243)
examinod a casi 1000 pacientes con accidente cerebrovascular atendidos en Atencion Primaria,
de los cuales casi la totalidad presentaban algin FR cardiovascular y sélo el 1,2% mostraban un
correcto control de todos ellos. El estudio EBRICTUS (241) recopild la prevalencia y la prevencion
primaria y secundaria de FR cardiovascular modificables en 553 pacientes con un episodio previo
de ictus, donde también se muestra un bajo abordaje de los FR, siendo la dislipemia el peor
controlado. Es necesario informar y concienciar al paciente de la importancia de prevenir dichos

factores, tratar de mejorar la adherencia al tratamiento y llevar un estilo de vida saludable.

La obesidad esta presente Unicamente en el 3,6% de nuestros pacientes. Sin embargo, no
hemos tenido en cuenta el sobrepeso, relacionado directamente con un estilo de vida

sedentario y también considerado un FR cardiovascular.
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Los antecedentes cardiovasculares recopilados en nuestro estudio engloban arteriopatia
periférica, cardiopatia isquémica, valvulopatia, aneurismas, trombosis venosa profunda y AlIT,
con presencia en el 82,1% de los pacientes. La enfermedad arterial periférica se asocia
particularmente con los eventos aterotrombdticos. El AIT puede resolverse espontdneamente,
pero se asocia a un riesgo de ictus del 9,9% a las 48 horas y del 10-17% a los 90 dias (242,244).
La sintomatologia del AIT depende del territorio cerebral afectado, por lo que no es de extraiiar
gue hayamos obtenido mayor presencia de antecedentes cardiovasculares en pacientes con

placas de ateroma no calcificadas y con sintomatologia neuroldgica.

No hemos observado diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las variables
demograficas y FR cardiovascular en funcion de las caracteristicas morfoldgicas de la placa ni
segln la presencia de sintomatologia neurolégica. Estos datos son similares a los obtenidos en
otros estudios con mayor numero de sujetos, donde se observan diferencias respecto a un grupo
control pero no entre pacientes con estenosis carotidea significativa sintomaticos vy

asintomaticos (245-247).

No hemos obtenido diferencias en el grado de estenosis seglin la morfologia de la placa.
Asimismo, hemos detectado una mayor prevalencia de placas calcificadas en los pacientes
asintomaticos, si bien la diferencia no fue estadisticamente significativa probablemente a causa
del tamafo muestral. Estos hallazgos apoyan la diferente evolucién de las lesiones
aterosclerdticas, donde placas moderadamente estendticas progresan mas rapidamente
ocasionando eventos cerebrovasculares adversos que otras con mayor grado de estenosis.
Aunque actualmente el grado de estenosis sigue siendo el principal criterio para realizar la
exéresis de la placa, es posible que en un futuro se deban tener en cuenta otro criterios y

biomarcadores relacionados con la biologia celular y el crecimiento de la lesion.

Es conocido que el riesgo de ictus es mayor las placas de ateroma hipoecoicas y heterogéneas,
segun se ha demostrado en el Cardiovascular Health Study (248), Gronholdt et al (249), Sterpetti
et al (250) y Abu-Rahma et al (251). Sin embargo, el estudio ecografico cuenta con una limitacién
metodoldgica que es su valoracidn subjetiva. En este sentido y para evitar este sesgo, se han
realizado mediciones informaticas de la escala de grises en la imagen en modo B (GSM) de las
placas de ateroma. Esta medicién ha demostrado ser un importante factor discriminatorio entre
las lesiones ecollcidas y ecogénicas, aunque no se ha relacionado con el grado de vulnerabilidad

de la placa, lo cual es uno de los objetivos de nuestro estudio.
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VI.2. VARIABLES ANALITICAS EN SUERO Y PLASMA

Los biomarcadores séricos son herramientas ampliamente utilizadas en la practica clinicay la
investigacion médica, pudiendo proporcionar informacién valiosa para el diagndstico,
prondstico, seguimiento o deteccion precoz de diversas enfermedades. Se estima que en torno
al 70% de las decisiones médicas se apoyan en la interpretacion adecuada de la informacion
suministrada por los laboratorios clinicos. En el caso de las EVC no se dispone de biomarcadores
séricos sencillos especificos, generalizados y de facil cuantificacion que contribuyan a la
categorizacion de los diferentes aspectos relevantes de la patologia, utilizdndose

fundamentalmente marcadores basados en técnicas de imagen.

Multitud de grupos de investigacion han intentado establecer la relacién entre diversas
proteinas relacionadas con la inflamacién y lainmunidad, el metabolismo lipidico, la hemostasia,
el sistema cardiovascular, la funcion renal, el metabolismo 6seo, la estructura celular, los
factores de crecimiento y el sistema endocrino para su empleo como biomarcadores séricos,
histolégicos o en liquido cefalorraquideo de utilidad en la enfermedad estenética carotidea
(Figura 63). Sin embargo, ninguno de estos potenciales biomarcadores ha sido aceptado como
clinicamente relevante por falta de sensibilidad y especificidad (252). Es posible que la
combinacion de algunos de ellos con los FR cardiovascular en algoritmos y modelos
computacionales de aprendizaje automaticos pueda ser de utilidad, pero son necesarios mas

estudios al respecto.

Los biomarcadores séricos ideales en el ictus serian fiables, de medicidn rapida, automatizada
y podrian ayudar al diagnéstico, a la determinacion de la etiopatogenia o a la prediccidn de la
respuesta al tratamiento. Actualmente en el ictus isquémico resultan de utilidad los
biomarcadores séricos que evaldan los FR cardiovascular, como la glucemia y la hemoglobina
glicada para el manejo de la diabetes mellitus, el perfil lipidico para el control de la dislipemia,

la cuantificacién de Lp(a), homocisteina y marcadores de inflamaciéon como la PCR.
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Figura 63. Biomarcadores potenciales en estudio relacionados con estenosis carotidea. Tomado
de Khan et al (252).

La eleccion de nuestras variables analiticas en suero y plasma se ha basado en pardmetros
rutinarios, accesibles e implantados en la practica diaria de un laboratorio clinico y, por tanto,
facilmente medibles en los pacientes que acuden a realizarse las correspondientes analiticas de

control de su patologia.

Los lipidos presentes en la circulacion sistémica contribuyen a la disfuncion endotelial y su
internalizacién en el espacio subendotelial es el primer paso para la formacién de la placa
aterosclerdtica. Como hemos comentado anteriormente, las lipoproteinas constan de una parte
lipidica y una proteica, denominada apolipoproteina. La ApoB es una apolipoproteina presente
en las VLDL, LDL y Lp(a), siendo un reflejo del nimero total de lipoproteinas aterogénicas del
individuo (253). Los TG son los lipidos mayoritarios presentes en los quilomicrones y VLDL. El C-
noHDL proporciona una informacion mas completa de las lipoproteinas aterogénicas en
comparacién con el C-LDL, ya que engloba también las particulas de LDL pequefias y densas. Los
niveles elevados de CT y C-LDL asi como los niveles bajos de C-HDL se relacionan con mayor

frecuencia y recurrencia de eventos cardiovasculares.
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En nuestro estudio no hemos observado diferencias estadisticamente significativas en ningin
pardametro del perfil lipidico entre los grupos de pacientes clasificados segln la morfologia de la
placa ni segun la sintomatologia. No obstante, si vemos una tendencia de valores incrementados
de CT, C-noHDL, TG y menor nivel de C-HDL en los grupos de pacientes con placas no calcificadas
y pacientes con sintomatologia neurolégica. Podemos relacionar estos resultados con los de
Stefanic et al (254), donde si encontraron incrementos significativos de TG en pacientes con
placas vulnerables. Musialek et al (245) obtuvieron valores inferiores de C-HDL en pacientes
sintomaticos, proponiendo este pardmetro como predictor independiente del estado
sintomatico; pero también valores disminuidos de TG, esto ultimo al contrario que nuestros
hallazgos. Ambos estudios, ademas de lo observado por Bountouris et al (247), obtuvieron
resultados similares en la distribucién de los valores de CT, C-LDL y ApoB segun la
sintomatologia. El estudio de Kammerer et al (246) si encontré diferencias estadisticamente
significativas en el CT, C-LDL y C-HDL, pero Unicamente evalud pacientes con un grado de

estenosis severa (85-90%).

La variabilidad en los resultados del perfil lipidico puede ser debida a las diferencias de
tamafio muestral y especialmente a la instauracidon del tratamiento hipolipemiante con
estatinas. Ya hemos mencionado previamente que es uno de los pilares del tratamiento
farmacoldgico en el ictus y otras enfermedades cardiovasculares, teniendo el objetivo de
controlar la dislipemia como FR cardiovascular. Las estatinas actuan reduciendo la biosintesis de
colesterol al inhibir la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa, disminuyendo el CT a expensas
de reducir el C-LDL, ademas de incrementar el C-HDL (255). El diferente grado de adherencia al
tratamiento y el cumplimiento de los objetivos terapéuticos pueden haber influenciado los

datos del perfil lipidico de los pacientes de cada estudio.

La PCR es una proteina de fase aguda liberada desde el higado en respuesta a varias citocinas
inflamatorias. Ya que la inflamacién se incrementa antes de la aparicién del ictus, se ha
investigado en numerosos estudios su potencial como biomarcador de esta patologia. Se ha
observado un incremento de sus niveles en pacientes con enfermedad aterosclerdtica carotidea
respecto a controles (256,257) y se relaciona con mayor tasa de eventos cerebrovasculares
(258,259), pero esta asociacion a menudo se atenua después de ajustarla por FR cardiovascular
y el aumento absoluto de riesgo es pequefio (107). En nuestro estudio no se han observado
diferencias significativas en los niveles de PCR segun las clasificaciones. Observamos una
tendencia de niveles incrementados en pacientes con placas calcificadas y con sintomatologia,
aunque la alta dispersion de los datos nos dificulta llegar a una conclusién. Estudios como los de

Debing et al, Guven et al y Bountouris et al tampoco obtuvieron diferencias significativas segun
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la sintomatologia (247,256,260), mientras que los trabajos de Musialek et al y Kammerer et al si
(245,246). Ademas, los resultados obtenidos por Stefanic et al y Shindo et al muestran niveles

significativamente superiores en placas vulnerables (254,261).

El lactato es el producto generado mediante la fermentacion lactica en condiciones de baja
disponibilidad de oxigeno. Esto sucede fundamentalmente en las células musculares durante el
ejercicio intenso y en otros tejidos en condiciones de hipoxia. El lactato se produce a partir del
piruvato y desempeiia un papel relevante en la regulacidon del equilibrio acido-base vy el
suministro de energia en situaciones de alta demanda. Segun el contexto clinico, los niveles
elevados de lactato (acidosis lactica) pueden indicar situaciones criticas, empleandose como
marcador de hipoxia e indicador de gravedad (262). Su monitorizacion es util en el contexto de
las enfermedades cardiovasculares durante la evaluacién del shock cardiogénico, la
revascularizacién coronaria, la perfusidn tisular o como prondstico en la insuficiencia cardiaca.
Durante el ictus puede ocurrir una alteraciéon del metabolismo celular debido a la falta de
oxigeno en el tejido cerebral afectado, aumentandose la produccién de lactato y acumuldndose

en las zonas isquémicas (263,264).

En nuestro estudio no hemos observado diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de lactato segun los grupos analizados, obteniendo resultados similares en ambas
clasificaciones. Astor et al (265) muestran que las arterias carétidas tienen una buena capacidad
de remodelacion en el contexto de formacién de placas de ateroma y no ven relacién entre los
niveles de lactato y el area luminal. Brouns et al (266) analizaron el papel del lactato en suero y
liquido cefalorraquideo de mas de 180 pacientes con ictus isquémico agudo y AIT en la evolucion
temprana y a los 3 meses del episodio, encontrando diferencias significativas sélo en liquido
cefalorraquideo, lo que indica que la determinacidn de lactato en este fluido podria tener mayor

utilidad.

La desestabilizacidn y rotura de la placa aterosclerética en un territorio vascular concreto
implica una interaccidn entre los factores locales (in situ) y los factores sistémicos, que hacen
que una placa especifica sea propensa a la erosién o la rotura (267-269). El nivel de
biomarcadores circulantes refleja en realidad el efecto neto de la produccién y liberacién de
biomarcadores en la lesion aterosclerdtica "diana", con una liberacién local posiblemente
demasiado pequefia para ser detectada sistémicamente o producida sélo de manera transitoria
(270), la contribucién de la liberacion de biomarcadores de placas aterosclerdticas en otros
territorios vasculares, y para algunos biomarcadores su produccidon en otros lugares (por

ejemplo, el higado para la PCR). Ademas, la terapia farmacoldgica, que implica el uso de
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estatinas e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina para el control de la
hipertension arterial, puede desempefiar un papel importante en la reducciéon del nivel de
marcadores inflamatorios y debilitar la relacién entre los biomarcadores y el riesgo de

transformacidn sintomatica de la placa (271,272).

El acido urico estd relacionado con varios FR cardiovascular, como la hipertensién o diabetes
(273). Ademas, en varios estudios se ha concluido que la hiperuricemia puede incrementar
modestamente la incidencia de ictus de forma independiente en poblacién general y en
pacientes con fibrilacion auricular (274,275). Sin embargo, el acido Urico es uno de los
principales antioxidantes endégenos, pudiendo tener algun factor protector en enfermedades
vasculares. Existe una heterogeneidad de resultados respecto al papel del acido urico en el
prondstico del ictus: varios estudios muestran un peor prondstico a mayores niveles de uricemia
(276) mientras que otros Unicamente a valores extremos (277,278), otros un mejor prondstico

(279,280) y finalmente otros no encuentran asociacién (281,282).

En nuestro estudio hemos obtenido diferencias estadisticamente significativas observando
mayor uricemia en pacientes con placas de ateroma no calcificadas y diferencias asimismo en
pacientes con sintomatologia neuroldgica, aunque en este caso no llegaron a ser significativas.
Esto concuerda con los recientes estudios de Mastroiacovo et al (283), relacionando una mayor
uricemia con caracteristicas ecogénicas de placas vulnerables, de Liu et al (284) con
exacerbacion de la inestabilidad de la placa en modelos animales y de Nardi et al (285),
relacionando una mayor uricemia en pacientes con sintomatologia neuroldgica antes de la

endarterectomia.

La interpretacidon de estos resultados es compleja debido a las contradicciones presentes en
la literatura. Por un lado, una mayor concentracién de acido Urico contribuye a la formacion y
desarrollo de la placa de ateroma (Figura 64) ya que se asocia con mayor produccién de ROS,
favorece la oxidacion de las LDL y la peroxidacion lipidica, disminuye la produccién de NO

induciendo disfuncién endotelial, la proliferacion de CML y la adhesién plaquetaria (286,287).
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Figura 64. Papel del acido Urico en la formacién y avance de la placa de ateroma. Tomado de
Kimura et al(288).

Por otro lado, es el antioxidante mas abundante en los seres humanos y contribuye hasta dos
tercios de toda la capacidad de eliminacién de ROS del plasma. Nieto et al (289) sugirieron que
la hiperuricemia podria ser un mecanismo compensatorio para contrarrestar el daifo oxidativo
relacionado con la aterosclerosis y el envejecimiento. Esta hipdtesis concordaria también con
nuestros resultados observados en muestras de placa de ateroma, que se explicaran en el

apartado posterior correspondiente.

Sin embargo, parece que el acido Urico elevado, cuando se combina con niveles bajos de
ascorbato funciona mds como prooxidante que como antioxidante. Cherubini et al (290)
observaron que en el ictus agudo los pacientes con niveles elevados de acido Urico y niveles

bajos de ascorbato presentaron el peor pronéstico.

VI.3. VARIABLES EN PLACA DE ATEROMA

En el ser humano, el EO se relaciona de forma compleja y en ocasiones aun no bien definida,
con mas de 100 de enfermedades y con el envejecimiento. Puede contribuir al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares por su papel en la aterosclerosis, hipertensiéon y disfuncion
vascular; puede dafiar el material genético de las células, incrementando el riesgo de
mutaciones y cancer. Se relaciona también con enfermedades neurodegenerativas, como la

enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, dafando las células nerviosas

124



DISCUSION

contribuyendo al deterioro cognitivo; y debido a su potencial contribucién a la inflamacién

cronica puede agravar enfermedades respiratorias, metabdlicas y renales (291).

Desde el afio 2000, se han publicado numerosos estudios sobre marcadores de EO en un gran
conjunto de enfermedades, aunque con heterogeneidad de métodos y compuestos que en
muchas ocasiones no correlacionan bien entre si, no reflejan verdaderamente un estado de
estrés oxidativo o son inespecificos (Figura 65). El desarrollo de nuevas dianas moleculares y
agentes farmacolégicos que puedan bloquear los efectos negativos de las ROS patoldgicas

también mejorara en gran medida el campo de conocimiento en la investigacidn cardiovascular.
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Figura 65. Publicaciones sobre biomarcadores de EO en diferentes enfermedades. A) Muestra
el nimero de resultados de todas las enfermedades por cada 10.000. B) Muestra el nimero de
resultados por grupo de enfermedad en proporcion al tamafio del circulo, en los afios 2005-
2015. Modificado de Frijhoff et al (291).

El EO ha demostrado una clara influencia en el desarrollo de las placas de ateroma por los
dafios provocados en el endotelio vascular (292), contribuyendo al desarrollo y progresion de la
aterosclerosis. Ademas de la disfuncion endotelial, el EO estd relacionado con la reduccidn de la
biodisponibilidad del éxido nitrico, el aumento de las propiedades anticoagulantes, el aumento
de la agregacidn plaquetaria, el aumento de la expresién de moléculas de adhesidn, quimiocinas
y citoquinas, todos ellos fendmenos inflamatorios y protrombéticos que influyen en la

progresion de la aterosclerosis (293).

A la hora de plantear nuestro estudio, se ha tenido en cuenta la naturaleza multifactorial del

EO, analizandose diversos sistemas de produccion de ROS y de defensa antioxidante.

Tras analizar las variables seleccionadas en nuestro estudio segun la morfologia de la placa,

observamos que los pacientes con las placas de ateroma calcificadas tienen mayor capacidad
antioxidante, mayor defensa antioxidante, menor dafio oxidativo y menor alteracién del

metabolismo energético respecto a los pacientes con placas no calcificadas y vulnerables. En
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cuanto a los resultados segun la presencia de sintomatologia neuroldgica, observamos que los

pacientes con sintomatologia tienen menor capacidad antioxidante y menor defensa

antioxidante que los pacientes sin sintomatologia neuroldgica.

Respecto a la capacidad antioxidante, encontramos mayores niveles de ABTS y FRAP en las

placas calcificadas y en los pacientes sin sintomatologia neurolégica.

Rafiei et al (294) estudiaron la concentracién sérica de FRAP en pacientes con enfermedad
coronaria, confirmando que el aumento del EO se correlacionaba con el aumento de la estenosis
arterial y menores niveles de FRAP en el grupo con enfermedad coronaria en comparacion con
el grupo de control. Feki et al (295) estudiaron la cardiotoxicidad y dafio del DNA asociado a
infarto de miocardio inducido por tiametoxam, analizando el potencial antioxidante mediante

ABTS y observando menor cardiotoxicidad al afiadir un polisacarido citoprotector.

El andlisis del 4cido Urico arroja resultados contrarios a los obtenidos por los otros parametros
de capacidad antioxidante, observandose niveles superiores en pacientes con placas vulnerables
y sintomatologia neurolégica. Como hemos descrito anteriormente, el acido Urico puede
comportarse como antioxidante o prooxidante segun diferentes condiciones. Su relacion con el
EO es compleja y su incremento podria considerarse un mecanismo compensatorio, ya que el
organismo aumentaria la produccion de acido uUrico como una forma de protegerse contra el
dafio oxidativo excesivo (289,296). Asimismo, Nardi et al (285) analizaron mediante
inmunohistoquimica la presencia de acido urico en placas de ateroma, obteniendo niveles
superiores en pacientes con sintomatologia neuroldgica y aduciendo que los agregados de urato

presentes en la placa contribuyen a su vulnerabilidad y rotura.

La defensa antioxidante fue superior en los pacientes con placas calcificadas y en los

pacientes sin sintomatologia neuroldgica, en este segundo caso Unicamente la actividad SOD.

La pérdida de funcién de la SOD se ha asociado a un mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, incluido el ictus isquémico (297,298). En modelos animales, Sakata et al (299)
muestran que la sobreexpresion de SOD1 mejora la lesidn por reperfusion isquémica tras un
ictus isquémico. Estos estudios sugieren que la ausencia o disfuncidon de la SOD altera el

equilibrio redox, lo que conduce a enfermedades cerebrovasculares.

No hemos encontrado estudios recientes de la evaluacidn de la actividad de catalasa en
enfermedades cardiovasculares. El estudio de Torre et al en 1996 (300) muestra niveles
plasmaticos inferiores en pacientes con ictus isquémico y enfermedad de Parkinson respecto a

controles sanos. Gu et al (301) observaron que las neuronas con sobreexpresion de catalasa son
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menos susceptibles al daifio después de una oclusion transitoria de la arterial cerebral media.
Aunque el incremento de la actividad catalasa podria ser una estrategia terapéutica para el ictus
isquémico, varios estudios han mostrado que su administracion junto con SOD es mas eficaz
para reducir el tamanio total del infarto cerebral y la disfuncion de la barrera hematoencefalica

en modelos animales (302,303).

El dafio oxidativo fue superior en las placas no calcificadas, mientras que segun la

sintomatologia neuroldgica encontramos resultados contradictorios.

La oxidacidn del DNA conduce a la rotura de la doble cadena, a la pérdida de bases, la
oxidacién de nucledtidos y la formacién de aductos. Cuando hay un exceso de ROS, los
mecanismos de reparacion enzimaticos de DNA no pueden contrarrestar los cambios producidos
por el EO y los productos de dicha oxidacion, como la 8-OHdG, pueden cuantificarse (304). El 8-
OHdG es un marcador de EO tanto de lesién cerebral isquémica como de su progresién. El
incremento de 8-OHdG tras un accidente cerebrovascular agudo se ha asociado con una peor
recuperacion funcional y mayor mortalidad (305—-307). Liu et al (308) relacionaron la expresion

elevada de 8-OHdG con el deterioro cognitivo después de un ictus isquémico agudo.

Varios estudios han relacionado los niveles de MDA y HNE con el ictus. Cano et al (309)
examinaron 15 pacientes con ictus isquémico agudo, encontrando mayores niveles plasmaticos
de MDA respecto a controles sanos. Re et al (310) analizaron los niveles de mieloperoxidasa,
MDA y HNE en 50 pacientes con ictus, encontrando mayores niveles que en controles sanos y
asociando la embolizacion cardiaca a este aumento. Maly et al (311) también encontraron
niveles superiores de MDA dos cohortes de pacientes con sindrome coronario agudo y con ictus

isquémico agudo respecto a una cohorte de controles.

Aunque hemos encontrado niveles superiores de estos marcadores de peroxidacién lipidica
en las placas no calcificadas y pacientes con sintomatologia neuroldgica, no hemos obtenido
significacidn estadistica. Sigala et al (312) obtuvieron resultados similares segun la inestabilidad
de la placa, habiendo determinado niveles de MDA en placa de ateroma también mediante
técnicas espectrofotométricas. Por otro lado, Svoboda et al (313) determinaron la presencia de
niveles superiores de MDA plasmaticos en pacientes sintomaticos sometidos a CEA, pero

también sin alcanzar diferencias significativas.

A pesar de su uso generalizado, los métodos de cuantificacion de HNE y MDA tienen
inconvenientes. Esto puede haber condicionado la falta de significacion estadistica de nuestros
resultados, ya que medicidn directa de estos compuestos mediante kits comerciales puede no

ser lo suficientemente especifica puesto que se encuentran unidos a proteinas y otras
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biomoléculas, siendo recomendable una separacion previa por cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC) (227,291).

Se observa una mayor alteracién en el metabolismo energético de las placas no calcificadas,

obteniendo mayores niveles de lactato.

El lactato producido en el organismo se oxida en la mitocondria, transformandose en piruvato
en una reaccioén catalizada por la lactato deshidrogenasa. El piruvato se transforma en acetil-
CoA, que se descompone en el ciclo de Krebs, liberando electrones que son transferidos a través
de la cadena de transporte de electrones en la membrana mitocondrial. Esto genera un
gradiente de protones que se utiliza para sintetizar ATP. La disfuncién mitocondrial,
caracterizada por un incremento de los niveles de lactato, aumenta la produccién de ROS, la
apoptosis de las células endoteliales y la proliferacién de las CML generando un medio adecuado

para la progresién de la placa de ateroma (314).

La importancia de la relacion entre el lactato y la placa de ateroma no ha sido bien establecida.
Juraschek et al (315) establecieron la relacién entre el lactato y la hipertensién en mujeres y
entre el lactato y la diabetes mellitus, pero nuestro estudio es el primero que demuestra una
mayor cantidad de niveles de lactato en las placas de ateroma no calcificadas, como muestra de

una mayor alteracion del metabolismo energético en placas de ateroma vulnerables.

Seria de gran utilidad para la practica clinica habitual contar con una bateria de
biomarcadores que permitan caracterizar el ambiente redox sistémico en pacientes que
padecen de enfermedades asociadas a la aterosclerosis. Estas determinaciones bioquimicas
permitiran individualizar la terapia de cada paciente y contribuir a reducir los dafos oxidativos

que tienen lugar durante el desarrollo y progreso aterogénico.

VI.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Nuestro estudio presenta limitaciones ya que incluye pacientes con un estadio avanzado de
estenosis carotidea, precisamente porque son los pacientes que acuden al Servicio de Angiologia
y Cirugia Vascular necesitando un tratamiento quirurgico. Es por ello, que no podemos estudiar
aquel segmento poblacional con placas de ateroma moderadas no susceptibles de tratamiento
quirargico, segun las directrices internacionales actuales. Ademas, no podemos descartar que
la clinica neurolégica de los pacientes con estenosis muy severas tenga un origen
hemodindmico, aunque esta descrito una mayor frecuencia de origen aterotrombédtico

relacionado con la inestabilidad de la placa.
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DISCUSION

Hemos recogido variables clinico-demograficas de los pacientes respecto a sus FR
cardiovascular, pero no recopilamos los datos de la terapia farmacoldgica, ni la duracién o la
intensidad de esta. Esto puede haber limitado la interpretacion de los marcadores bioquimicos

como el perfil lipidico, o bien haber podido evaluar la adherencia al tratamiento.

Por otra parte, no se ha planteado en el estudio realizar una evaluacién exhaustiva de todos
los parametros de EO, sino sdlo de aquellos relevantes y cuya medida pueda ser abordada
sistematicamente sin demasiada dificultad técnica en un laboratorio de andlisis clinicos y que
permitan abrir importantes perspectivas futuras de diagndstico, como la deteccién precoz de la
enfermedad carotidea inestable en grupos de riesgo, incluso antes de la aparicidon de sintomas

clinicos, mediante la evaluacién de su nivel global de EO especifico.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas clinico-demograficas de nuestros pacientes son similares a las
descritas en la literatura. Los pacientes con estenosis carotidea susceptibles de
endarterectomia son de edad avanzada, predominantemente varones y con amplia
presencia de FR cardiovascular. No encontramos diferencias en la distribucién de los FR
segln la morfologia de la placa ni segin la presencia o ausencia de sintomatologia

neuroldgica.

No encontramos diferencias significativas en el grado de estenosis carotidea segun la
morfologia de la placa, lo que respalda la hipdtesis de dos tipos de enfermedad carotidea,
una forma estable y otra inestable, no necesariamente mas estendtica, con alto riesgo de
producir sintomas. Observamos mayor presencia de sintomatologia neurolégica en
pacientes con placas no calcificadas, pero no fue una diferencia significativa,

probablemente debido al tamafo muestral.

Los biomarcadores séricos relacionados con el perfil lipidico (patron de dislipemia) y la
inflamacién tienden a ser superiores en pacientes con placas no calcificadas, pero sin
diferencias significativas probablemente debido a la terapia hipolipemiante y la
adherencia farmacoldgica variable. El acido urico fue significativamente mds elevado en
pacientes con placa no calcificada y en pacientes con sintomatologia neuroldgica, pero en

este caso sin significacion estadistica.

Demostramos la relacién entre el estrés oxidativo y la vulnerabilidad de la placa de
ateroma carotidea.
Observamos que las placas de ateroma calcificadas presentaron:

1. Mayor capacidad antioxidante, con niveles mas elevados de FRAP y ABTS que las

placas no calcificadas. La elevacion de acido urico en placas no calcificadas puede
deberse al mecanismo compensatorio de dafio oxidativo mas que a la capacidad
antioxidante como tal.

2. Mayor defensa antioxidante, con niveles mas elevados de actividad catalasa y

SOD que las placas no calcificadas.

3. Menor dafio oxidativo, con niveles inferiores de dafio al DNA y peroxidacion

lipidica que las placas no calcificadas.

4. Menor alteracion del metabolismo energético, con niveles inferiores de lactato

que las placas no calcificadas.
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V. Los pacientes con sintomatologia neurolégica presentaron menor capacidad
antioxidante, mayor peroxidacién lipidica y mayor alteracién del metabolismo energético

en las placas de ateroma analizadas.

Nuestro estudio permite conocer el estado de EO subyacente en la placa de ateroma
carotidea, aportando una informacién completa del riesgo de ictus de un paciente con una
estenosis carotidea con independencia de su grado de estenosis. Los resultados explican por
qué las placas de ateroma no calcificadas son altamente vulnerables con mayor probabilidad de
desarrollar complicaciones neuroldgicas. Es el primer estudio en el que se evidencia una
relacion entre la implicacion del EO, con gran nimero de biomarcadores en placa de ateroma,

y el desarrollo de ictus en pacientes ateroescleréticos.

Es importante conocer la morfologia de la placa de ateroma en la arteria carétida, pero
también los factores que influyen en su progresion y, por ende, en sus manifestaciones clinicas.
Por ello, la determinacién de marcadores de EO proporciona un campo de investigacion
prometedor. Consideramos una prioridad el andlisis de la posible correlacion de estos
biomarcadores de EO en placa de ateroma y su presencia plasmatica, para desarrollar
herramientas de control y monitorizacion de la enfermedad aterosclerética. También nuevos

estudios con mayor tamano muestral que permitan confirmar y apoyar nuestros hallazgos.

Este estudio puede ser importante no sdélo por la identificacién de marcadores prondsticos
de la inestabilidad de la placa, sino también por abrir camino a potenciales biomarcadores de
EO facilmente medibles y nuevas estrategias terapéuticas con las que tratar la enfermedad

aterosclerdtica.
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