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1. Resumen

Introduccion y justificacion del estudio

El ictus representa la primera causa de discapacidad adquirida en nuestro entorno y la
segunda causa de muerte. Esta morbimortalidad incrementa con las recurrencias
después de haber tenido un primer ictus y, por tanto, la prevencion secundaria
después de un primer episodio es de gran importancia. Las estrategias médico-
quirdrgicas que se pueden aplicar para prevenir recurrencias dependen del tipo y de la
causa del ictus. Aproximadamente 1 de cada 5 ictus estan causados por placas de
ateroma (popularmente llamadas “placas de colesterol”) en la arteria carétida interna.
En las ultimas décadas se ha observado que la inflamacion de estas placas es uno de
los procesos clave relacionados con la progresion y el riesgo de ictus posterior. Nuestro
grupo, en colaboracidén con otros grupos internacionales, observé que medir la
inflamacion de las placas de la carétida con una técnica de imagen llamada tomografia
por emisidn de positrones (PET) predecia a los pacientes con mayor riesgo de
recurrencia después de un ictus y permitia identificar cuales de ellos podrian
beneficiarse de terapias mas agresivas, como la cirugia o la colocacion de stents. A
pesar de estos prometedores resultados, la PET es una técnica cara y escasamente
disponible en la mayoria de centros, por lo que parece dificil su implementacién
generalizada en una patologia tan frecuente como el ictus isquémico asociado con
placas de ateroma. En este contexto, disponer de marcadores plasmaticos que se
asocien a la inflamacion medida por PET podria ser de gran utilidad clinica, ya que
permitiria realizar un cribado inicial y una monitorizacion de la respuesta a

tratamientos y evitaria realizar PETs innecesarias o de repeticion.

Objetivo general del estudio
Estudiar marcadores plasmaticos lipoproteicos e inflamatorios que se correlacionen con
el nivel de inflamacién de las placas de ateroma carotideas medida mediante 18-FDG

PET en pacientes con ictus isquémico.

Diseio del estudio

Llevamos a cabo un estudio observacional prospectivo de pacientes con ictus isquémico
y al menos una placa de ateroma en la arteria carétida interna. El estudio partia de los

pacientes reclutados en un estudio paralelo a los que se les realizé una tomografia por

emision de positrones (PET) con 18-FDG de la cardtida.



Procedimientos del estudio

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizé una PET de la carétida con
18-FDG y una analitica en la fase aguda y al afio del ictus para determinar marcadores
plasmaticos inflamatorios y lipoproteicos. Los marcadores plasmaticos se analizaron
mediante técnicas de ELISA, Multiplex, cromatografia y autoanalizador COBAS. Las
lipoproteinas se determinaron fisico-quimicamente y se analizé su efecto en
macrofagos en cultivo y carétidas de ratdn. A los pacientes se les ha seguido al menos
un afo y durante el seguimiento se han registrado recurrencias de ictus, otros eventos

cardiovasculares y mortalidad.

2. Resultados

En el estudio se incluyeron 91 personas (64 pacientes con ictus isquémico reciente y
27 personas sanas que sirvieron de poblacion de control). A todos los pacientes con
ictus isquémico se les siguié una media de 14 meses y se registraron un 18% de
recurrencias. Tal como se ha explicado en el apartado “Procedimientos del estudio”, a
todos los pacientes se les realizé una analitica basal y una al afio para medir
marcadores plasmaticos inflamatorios y lipoproteicos y estudiar su asociacion con las
principales variables de estudio (inflamacion de la placa de ateroma y recurrencias de
ictus). Los principales resultados obtenidos se resumen por puntos a continuacion, y en

el apartado “Relevancia y posibles implicaciones futuras” se expone su importancia.

- Analisis de biomarcadores con ELISA: Se ha visto que los pacientes con ictus
isquémico presentan niveles mas altos de LDL oxidada (una forma de colesterol
modificado) que los controles sanos y que este aumento es independiente del grado de
estenosis de la cardtida. Esta mayor presencia de LDL oxidada puede deberse a una
liberacion de este biomarcador desde la placa de ateroma. También se han encontrado
valores de apoJ (un tipo de lipoproteina) aumentados en pacientes con ictus isquémico,
la cual también podria provenir de la placa, donde se ha descrito su presencia.
También se ha observado un aumento significativo de LRP1 soluble (sLRP1), que se ve
incrementado en patologias asociadas con riesgo cardiovascular, en los pacientes con
mayores niveles de inflamacién en las placas de ateroma carotideas, y se ha visto que

esta asociacion es independiente del grado de estenosis y de la obesidad.



- Analisis de biomarcadores con Multiplex: Se han identificado tres marcadores
plasmaticos que predicen con elevada sensibilidad el riesgo de encontrar una placa
altamente inflamada: sICAM-1, sVCAM-1 vy fractalguina. Ademas, se ha visto que
sICAM-1 también predice de forma independiente el riesgo de recurrencia de ictus

isquémico.

- Determinacion de LDL(-) por cromatografia: Se ha observado que en los
pacientes que han tenido un ictus isquémico reciente el porcentaje de LDL(-) no se
asocia con el grado de inflamacidn vista por PET, pero si se asocia de forma
independiente con el grado de estenosis carotidea. Por el contrario, la concentracion
total de LDL no se encuentra aumentada en los pacientes y no se asocia con el grado
de estenosis. Estos interesantes resultados apuntan a que es posible que las formas
modificadas de LDL tengan una influencia mayor en la progresién de la aterosclerosis
que el total de LDL.

- Ensayos enzimaticos de PON y PAF-AH: Se ha visto que las actividades
enzimaticas protectoras de la oxidacidn acetilhidrolasa del factor plaquetario (PAF-AH)
y paraoxonasa (PON) se encuentran disminuidas en los pacientes con ictus. Sin
embargo, esto podria deberse a una menor concentracién de lipoproteinas en suero de
los pacientes, ya que las lipoproteinas son las principales transportadoras de estas
enzimas. No se ha encontrado asociacidn entre estos cambios en la actividad

enzimatica y la inflamacién de las placas de ateroma carotideas.

- Caracterizacion de lipoproteinas en caroétida de raton ex vivo: Durante el
estudio se incubaron cardtidas de ratones con suero sanguineo humano proveniente de
pacientes con ictus isquémico y controles sanos. Los resultados muestran que la
incubacion con suero de controles sanos no produce disfuncién endotelial en carétidas
de ratdon y en cambio si lo hace el suero de pacientes con ictus isquémico y placas de
ateroma en la cardtida. Estos resultados nos indican que la disfunciéon endotelial
observada después de la incubacion con suero de pacientes esta ligada a factores
circulantes presentes en estos pacientes que no estan en los controles sanos. También
se ha visto que la disfuncién endotelial observada desaparece mediante la inhibicién,

tanto no selectiva como selectiva, de las isoformas COX-1 y COX-2.



- Aislamiento y caracterizacion de lipoproteinas en cultivos celulares: Se han
realizado experimentos de incubacion de LDL(-) con macréfagos y células endoteliales
en cultivo. Se ha observado que en presencia de LDL(-) los macréfagos liberan niveles
significativamente mas elevados de sICAM-1, sVCAM-1, fractalquina y sLRP1 (que
precisamente son los marcadores plasmaticos que hemos encontrado elevados en
presencia de placas inflamadas) que cuando se cultivan con la fraccion nativa de LDL.
Estos resultados nos hacen pensar que proporciones elevadas de LDL(-) promueven la
progresion de las placas carotideas y provocan un estado proinflamatorio créonico
dentro de la lesidon que en ultima instancia puede desestabilizarse y provocar una
liberacion de algunas de las citocinas que encontramos elevadas en el plasma de

nuestros pacientes.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

En el presente estudio, financiado gracias a La Maraté de TV3, hemos descubierto
marcadores plasmaticos inflamatorios y lipoproteicos que se encuentran elevados en
pacientes que han sufrido un ictus isquémico y que tienen placas de ateroma en la
carétida. Ademas, hemos observado que algunos de estos marcadores se asocian con
la vulnerabilidad de las placas de ateroma carotideas y que son predictores del riesgo
de recurrencia. Por ultimo, hemos visto cdmo estos factores plasmaticos inducen
inflamacion en macréfagos y disfuncidn endotelial en cultivos y modelos ex vivo. Todos

estos resultados son relevantes desde distintos puntos de vista.

En primer lugar, hemos descubierto que las concentraciones de sICAM, sVCAM,
fractalguina y sLRP1 en pacientes que acaban de sufrir un ictus isquémico predicen el
grado de inflamacion de las placas de ateroma carotideas medida con PET. Esto es muy
importante, porque en la Gltima década ha quedado patente la gran importancia que
tiene la inflamacion en el riesgo de recurrencia de los pacientes con ictus y
aterosclerosis carotidea. Hasta cinco estudios recientes publicados en revistas de alto
impacto han descrito una fuerte asociacién entre la inflamacién medida con PET y el
riesgo de recurrencia de estos pacientes. Sin embargo, la PET es una prueba cara,
escasamente disponible en muchos centros, que requiere experiencia para su
interpretacién y que utiliza radiacién ionizante (lo que dificulta su realizacién de forma

seriada). Por tanto, las moléculas descritas en nuestro estudio podrian llegar a



utilizarse en un futuro como cribado para saber qué pacientes son candidatos a realizar
una PET o incluso para realizar el seguimiento posterior con medidas seriadas. Por
supuesto, de confirmarse su utilidad, permitirian llevar a cabo un manejo de estos
pacientes mucho mas eficiente en costes. De forma consecuente, en nuestro estudio, a
pesar de tener un nimero de pacientes relativamente reducido, una de estas
moléculas (sICAM) predice el riesgo de recurrencia en nuestra cohorte de forma

independiente.

En segundo lugar, hemos observado que los pacientes con ictus isquémico y
aterosclerosis carotidea, a pesar de tener niveles totales de colesterol y LDL mas
reducidos respecto a los controles, sobre todo por un uso mas generalizado de las
estatinas, presentan una mayor proporcion de formas modificadas de LDL y de algunas
apolipoproteinas como la apol. Ademas, hemos observado que la proporcidon de LDL(-)
en los pacientes es un predictor independiente del grado de estenosis carotidea y en
cambio no lo son los niveles totales de LDL (que es lo que actualmente utilizamos para
monitorizar a nuestros pacientes). Esto nos indica que es probable que formas
modificadas de LDL como LDL(-) tengan un papel mas relevante en la génesis y
progresion de las placas de ateroma carotideas que los niveles totales de LDL. Por ello,
en un futuro habra que plantear si es suficiente realizar el seguimiento de estos
pacientes a partir de los niveles de LDL total como hasta ahora o debemos empezar a

fijarnos en sus propiedades.

En tercer lugar, nuestro estudio aporta conocimiento sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes de la aterosclerosis carotidea. Hemos podido observar
como la incubacién de macréfagos y células endoteliales (dos de los subtipos celulares
mas fuertemente implicados en la progresién de la aterosclerosis) con LDL(-) genera la
secrecion de multiples moléculas inflamatorias, entre las que destaca sICAM (que
hemos visto que se asocia con la inflamacion y el riesgo de recurrencia). También
hemos visto que cuando incubamos modelos de pared arterial ex vivo procedentes de
ratén con el suero de estos pacientes se induce una disfuncion endotelial que no se
presenta en los controles. Esto demuestra ain mas la implicacion que tienen todos
estos factores plasmaticos en la disfuncién endotelial. Ademas, hemos observado que
la inhibicidn de isoformas de COX puede revertir este efecto y, por tanto, podriamos

estar ante nuevas dianas terapéuticas.



Por ultimo, si miramos el mundo de las enfermedades vasculares con perspectiva,
vemos que nos encontramos a las puertas de un cambio de paradigma en el manejo de
determinados pacientes con enfermedad aterosclerdtica. Y es que en la ultima década
hemos visto que el tratamiento con antiagregantes y estatinas es insuficiente para
prevenir las recurrencias y la progresion de la enfermedad en pacientes que tienen un
estado proinflamatorio persistente. Por tanto, disponer de marcadores plasmaticos
inflamatorios (como sICAM) y lipoproteicos (como la proporcidon de LDL(-))
directamente relacionados con esta inflamacion y progresion de la enfermedad puede
tener un gran valor para monitorizar a estos pacientes, medir el efecto de los

tratamientos e incluso disenar nuevas dianas terapéuticas.
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