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1. RESUMEN






Resumen

La enfermedad cardiovascular es una de las primeras causas de
muerte . Su fundamento bioldgico es la aterosclerosis, un proceso
inflamatorio. Una parte de la lucha contra ella se ha centrado en la
actuacién sobre los factores de riesgo modificables. Paralelamente,
hay un interés creciente en la deteccién de biomarcadores fiables, que
sean capaces de identificar la presencia de aterosclerosis en fases
tempranas, cuando el riesgo clinico es bajo. Las pruebas de imagen
estan siendo importantes en este contexto. Aunque ha sido
tradicionalmente asociada con el género masculino, la enfermedad
cardiovascular también representa la principal causa de morbi-
mortalidad en las mujeres. De hecho, cualquier evento cardiovascular
en mujeres a partir de la sexta década de vida presenta un peor
prondstico que en varones. Este periodo coincide con una edad en la
gue la mayor parte de las mujeres atraviesan la menopausia, donde se
producen cambios con potencial impacto en el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

Este estudio se disefid como una evaluacidn cruzada en la que se
trabajo con una cohorte de mujeres postmenopausicas de la poblacion
general. Se les invitd a participar con motivo de las visitas de controles
de salud en el Hospital Clinico de Valencia. Se les estudié parametros
clinicos y analiticos donde se incluyd bioquimica general, hormonas y
genotipado de determinados genes a partir de ADN extraido de células
sanguineas. Estos pardmetros fueron contrastados con biomarcadores
de imagen de aterosclerosis. Concretamente, ecografia de bulbo y
cardtida comun (Philips HD-11 XE) y cardiotomografia computerizada

(GE LightSpeed 64X). A nivel del territorio carotideo se evalué el grosor

Antonio J. Cano Marquina 3



Resumen

intima-media y la presencia o no de placa, y en arterias coronarias se

estudio la presencia de calcio y de placa ateromatosa.

Para el andlisis estadistico de los resultados se procedié a la aplicacion
de un modelo lineal general de andlisis de la varianza multivariante

con un nivel de significancia P<0.05.

En cuanto al estudio ecogréfico en carétida, la edad emergié como la
variable independiente mas potente en la variacion del grosor intima-
media, con impacto en las 4 regiones anatomicas estudiadas. Los
niveles de estradiol se comportaron como una variable independiente
con impacto en 3 de las 4 regiones (salvo en el bulbo izquierdo). Estas
dos variables reprodujeron su responsabilidad al evaluar la presencia o
no de placa de ateroma. Otras variables que mostraron resultados
estadisticamente significativos con alguna de las regiones anatémicas
fueron los niveles de insulina, glucemia, PCR ultrasensible y el
perimetro de cintura (que también presentd resultados

estadisticamente significativos con la presencia de placa).

La cardiotomografia computerizada consiguié una reclasificacion de 6
mujeres, que subieron o bajaron escalones de riesgo entre Bajo-

Moderado-Muy Alto.

El estudio de genotipado mostrd que los polimorfismos de nucledtido
simple mostraron asociaciéon estadisticamente significativa con el
grosor intima-media de carétida derecha para receptores estrogénicos
beta y con el grosor intima-media de cardtida izquierda para los

receptores de vitamina D.
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Resumen

En el caso del estudio ecografico, la edad tiene especial interés por
tratarse de un hallazgo ampliamente descrito en la literatura,
otorgando consistencia a los resultados obtenidos. El impacto de los
estréogenos sobre el grosor intima-media se confirmd tanto por la
asociacion estadistica encontrada con sus niveles circulantes como con
sus variantes polimdrficas en el caso del receptor beta. Estos datos son
acordes con otros estudios, aunque estos se centran sobre todo en

aportacién de estrégenos exdgenos.

En cuanto a las asociaciones con perimetro de la cintura y los niveles
de insulina-glucemia, los hallazgos son acordes a los de otros
investigadores que han encontrado modulacién con los cambios
hormonales. En igual sentido, la PCR ultrasensible, que es un marcador
de inflamacion, confirmdé su potencial de monitorizacion de la
aterosclerosis. Finalmente, los datos sobre vitamina D se afiaden a la
polémica sobre su efecto protector o perjudicial sobre la funcién

endotelial.

Globalmente, los resultados de este estudio confirman asociaciones
descritas en la literatura, y afiladen como novedad de alto valor el
impacto de los niveles estrogénicos enddgenos, que mostraron
significacidon en su versiéon de concentracion en suero y en la
sensibilidad tisular, a tenor de datos gendmicos de la isoforma beta
del receptor. Adicionalmente, el estudio presenta datos de
cardiotomografia computerizada, que se suman a los de evaluaciéon de
cardtida y presentan en conjunto un acercamiento exhaustivo a las
variables potencialmente relevantes en el desarrollo de aterosclerosis

en la mujer.
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2. INTRODUCCION






Introduccién

2.1 Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) es de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad en hombres y mujeres en nuestro medio (1, 2)
(Tabla 1). La lucha contra esta patologia, basada en la acciéon contra los
factores de riesgo, estd obteniendo beneficios destacables. Siendo esto
importante, no lo es menos el papel del diagndstico temprano, donde los
avances en la tecnologia de imagen tienen un papel decisivo. Entre estos
avances se encuentra la posibilidad de identificar lesiones en la pared
vascular antes de la aparicion de episodios clinicos. La evaluacion de estas
lesiones estd abriendo un campo de grandes expectativas para el
diagndstico temprano y la reduccidn del riesgo. Estos descubrimientos
ofrecen, ademas, la posibilidad de investigar la fisiopatologia de la ECV en
las mujeres y, particularmente, conocer mejor los detalles de la posible

accion de las hormonas sexuales.

Defunciones segun las causas de muerie mas frecuentes.
Unidades:% total de muertes

2008

Varones Mujeres
Enfermedades del sistema circulatorio 279" 359"
Tumores 322" 21,2
Enfermedades del sistema respiratorio 127 10,0°
Enfermedades del sistema digestivo 52" 49"
Enfermedades del sistema nervioso y de los 6rganos de los sentidos 34" 57"
Causas externas de mortalidad 53" 26"
Trastornos mentales y del comportamiento o 44"
Otras causas 11,17 150"

Fuente: Defunciones segin la causa de muerte. INE

Tabla 1. Principales causas de muerte de la poblacidn espafiola.

Antonio J. Cano Marquina 9



Introduccion

En esta seccidn se introducen los elementos principales que se han tenido
en consideracion para la elaboracion de este estudio, asi como el
procedimiento de obtencion de resultados. Esta dividida en tres apartados
principales, que atafien a la fisiopatologia de la ECV, con enfoque especial
sobre la mujer, y a las dos técnicas de imagen empleadas, la ecografia

carotidea y la cardiotomografia computerizada.

2.1.1 Riesgo cardiovascular en mujeres

2.1.1.1 Enfermedad cardiovascular

La ECV en si misma es una denominacion amplia, que incluye patologias del
arbol arterial como la enfermedad coronaria (EC), la enfermedad
cerebrovascular o ictus y la enfermedad vascular periférica, y patologias

venosas como la trombosis venosa (TV).

El fundamento de la ECV arterial es la aterosclerosis, proceso inflamatorio
gue forma placas en distintos puntos del arbol arterial. Cursa de forma
asintomatica a lo largo de décadas, durante las cuales las placas de ateroma
van evolucionando. Si llegan a romperse, pueden generar un evento
aterotrombdtico agudo o, en caso de seguir creciendo, causar una

obstruccion vascular crénica.

La enfermedad cardiovascular en su conjunto constituye la primera causa de
muerte tanto en hombres como en mujeres en Espafia y Europa. De las dos
formas anteriormente mencionadas (EC e ictus), la EC constituye la primera
causa de muerte en los varones y su incidencia estd aumentando en mujeres
(1-3). No obstante, cabe mencionar que, en el area mediterranea, la

prevalencia del ictus todavia es mayor que la de EC en el género femenino
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(4). Considerando diferencias regionales a escala mundial, la EC es la
primera causa de mortalidad en hombres y mujeres en la Unién Europea (5)
y, de forma aldn mas clara, esta situacién se repite en Estados Unidos, donde
el ictus queda mucho mas alejado de la EC en cuanto a incidencia y

mortalidad (6).

2.1.1.2 Enfermedad coronaria

La EC se produce como consecuencia de una estenosis u obstruccion,
crénica o aguda, en un punto determinado de las arterias coronarias que, en
consecuencia, genera un proceso isquémico distal. La arteria afectada, el
punto de la obstruccién mdas o menos distal, y el grado de estenosis son los
factores que determinan la extensién del territorio afectado y, por tanto, la
gravedad de la lesion. Independientemente de la arteria coronaria afectada,
una disminucion del 50% de la luz del vaso se considera estenosis
significativa, y si la estenosis supera el 70%, se considera ya subsidiaria de
tratamiento (7), aunque se considerara estenosis critica cuando obstruya el

90-95% de la luz arterial.

En la fisiopatologia de la EC hay dos componentes fundamentales, la
biologia de la pared arterial y la hemostasia. Esta ultima define el conjunto
de mecanismos biolégicos que se encargan de mantener la fluidez de la
sangre en el arbol vascular y a la vez de impedir la pérdida de sangre a
través de soluciones de continuidad que se puedan producir en la pared de
los vasos. De las dos, la que acumula mayor atencién es la primera pues

aungue hay una participacion fundamental de la segunda en los procesos
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obstructivos coronarios, es la alteracién de la pared vascular la que inicia el

proceso.
Nonatherasclerotic intimal lesions. Progressive atherosclerotic lesions
Intimal intimal Fibroatheroma Thin<ap
™ = - Pathological intimal thckening s
Without Wan Early Lote
macrophage macrophage

Ce ions of 2/ o th with healing and stabilzation
Intsaplague Haaied rupture - cr-omc 1ot Fibrocalciic plaque
N rhoge {cakified sheet)
@
@ Artery wall ® Macrophage foom cels © Necorotic core Woge
@ Lumen O Extracefiutar lipid * Cholesterct clefts 0 Haemorhage © © Healed thrombus
@ Smooth muscle cells O Collagen @ Cakified plague - Fonin

Nature Reviews | Cardiology

Figura 1. Evolucién de la enfermedad coronaria

2.1.1.3 Enfermedad cardiovascular en la mujer

La ECV ha sido considerada tradicionalmente una enfermedad masculina.
Como consecuencia de ello la investigacion se ha centrado durante afios en
los varones, y en ellos se ha focalizado el desarrollo de programas y guias de

practica clinica, con una vision muy simplificada del riesgo en las mujeres.

12 Tesis Doctoral



Introduccién

Esta situacién ha determinado que las propias mujeres hayan prestado
menos atencion a esta enfermedad, a pesar de ser la principal causa de

morbilidad y mortalidad también en el género femenino (1-3).

Sin embargo, como consecuencia de factores como la mayor expectativa de
vida y su creciente adherencia al habito tabaquico, el nimero de muertes
por ECV en las mujeres supera al de hombres desde hace ya varios afios.
Mads aun, la probabilidad de muerte tras un infarto de miocardio se duplica
en las mujeres respecto a los hombres cuando el episodio se presenta
después de los 65 anos. Las mujeres supervivientes presentan también mas
riesgo de muerte que los hombres en el primer afio tras el evento, y mas
riesgo de recidiva en los 6 afos siguientes (8). Debido a lo mencionado, la
ECV tiene un prondstico peor en el género femenino a partir de la sexta

década de la vida.

Existen estudios que defienden que los estrégenos producen un aumento en
los niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL), lo que podria explicar la
menor incidencia de esta enfermedad en mujeres premenopausicas (9, 10).
La testosterona tendria el efecto contrario, ya que disminuye los niveles de
HDL de manera significativa cuando la comparamos con los estrégenos. Esto
también seria compatible con la tesis de que los hombres tienen mayor
riesgo cardiovascular que las mujeres premenopausicas, pero éstas
aumentan su riesgo cardiovascular tras la menopausia (11-13). De hecho, los
picos de incidencia de ECV se presentan con un retraso de algunos afios en
las mujeres. Existen multitud de datos biolégicos que apoyan un efecto
protector de los estrégenos frente a la aterogénesis, alimentando la
hipdtesis de un efecto protector de la funcién hormonal ovarica, que se

perderia tras la menopausia.
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Los datos que tenemos sobre el efecto especifico de la transicidon hacia la
menopausia en el riesgo cardiovascular son aun escasos. Hay algunos
analisis poblacionales, que han detectado cambios, si bien moderados, en
factores de riesgo. Por ejemplo, el estudio SWAN (Study of Women’s Health
Across the Nation) norteamericano siguid de manera prospectiva a una
cohorte multirracial de 3302 mujeres a lo largo de 10 afios. De ellas, 1.054
pasaron la menopausia sin intervencion de cirugia y sin recibir terapia
hormonal. Se investigd sobre algunos factores de riesgo y se detectd un
incremento de los niveles de colesterol total, lipoproteina de baja densidad
(LDL) y apoproteina B, todos ellos claramente asociados con la transicién a la
menopausia (14). Datos del mismo estudio confirmaron que la menopausia
se asocia también a un incremento en el indice de masa corporal, si bien la
accién es leve en comparacion con otros factores de riesgo como la

etnicidad o el sedentarismo (15).

Junto a ello, ensayos clinicos bien disefiados y con alto nimero de
participantes, como el estudio WHI (Women’s Health Initiative), sugieren
que la reposicion de los estrogenos perdidos se asocia a una reduccién de
riesgo de EC, lo que es consistente con la hipdtesis de proteccion
estrogénica frente a la aterogénesis en sus fases iniciales, pero no si ya hay

placas establecidas (16).

Por tanto, la aparicion o empeoramiento de distintos factores de riesgo con
la caida estrogénica, y la magnitud de estudios basicos y experimentales
favorables a un efecto protector de los estrégenos, abogan en conjunto por
la consideracion de la menopausia como una estacion de interés en la
evaluacién global del riesgo cardiovascular en las mujeres. El intervalo de

tiempo minimo necesario para la génesis de la placa de ateroma lleva a que
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sea precisamente la ventana definida por los afios que siguen a la transicion
menopausica los que merecen especial atencién, si bien esto ha sido

insuficientemente explorado.
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2.2 Proceso ateroscleroético

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio de la pared arterial de larga
evolucién(17). Presenta diversas formas segun la fase evolutiva en que se
encuentre, en lo que influye el continuo proceso de remodelado de la pared

vascular (18).

2.2.1 La pared vascular como drgano vivo
El concepto de remodelado vascular integra el conjunto de cambios

fisiopatoldgicos de la pared vascular que ocurren en sus tres componentes
esenciales: endotelio, musculo liso y fibroblastos. Estos tres elementos
interaccionan de forma compleja y reaccionan generando una serie de
mediadores de accién local, esencialmente factores de crecimiento y
sustancias vasoactivas, que intervienen en los procesos celulares de
crecimiento, migraciéon y muerte. También actian sobre la matriz
extracelular, regulando su produccion y degradacién. De hecho, la
aterosclerosis es una respuesta a la lesidon endotelial. Esta lesién produce

infiltracién inflamatoria y trombosis (Figura 2).

Figura 2. Arteria coronaria derecha distal con importante aterosclerosis,
tefiida con tricrémico de Masson (Wikipedia)
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2.2.2 Endotelio vascular y aterosclerosis

El endotelio se considera un érgano endocrino, ya que genera una amplia
variedad de mediadores con efecto autocrino y paracrino (19). Sus
productos de secrecion contribuyen a regular las respuestas inmunes, el
tono vascular y la hemostasia. Por ello, las alteraciones endoteliales tienen
relevancia también en otras patologias como la hipertensién arterial (HTA),
la diabetes, los procesos vasculares inflamatorios y autoinmunes, la
trombosis y el crecimiento tumoral; todos ellos influyen, a su vez, en la

evolucion de la aterosclerosis (17).

Las zonas que presentan mayor afectacién de la enfermedad descrita son
aquellas en las que se objetiva una mayor turbulencia del flujo sanguineo,
como las dreas de curvas pronunciadas (cayado aodrtico) o en las

ramificaciones vasculares (bifurcacion adrtica, carotidea, etc.).

2.2.3 Etapas de la lesidon ateromatosa

La progresion de la enfermedad se lleva a cabo por lesiones que siguen una
serie de etapas (Figura 3). De acuerdo a la descripcion clasica de Fuster,

cabe distinguir tres tipos de lesiéon (20, 21):

- Lesidon tipo I: es una alteracion puramente endotelial, sin cambios
morfoldgicos manifiestos. Fendmenos fisicos como las turbulencias del flujo
sanguineo en ciertas dreas del arbol arterial, curvaturas o ramificaciones, o
el aumento del estrés por cizallamiento, son suficientes para originarlas.
Junto a los factores puramente mecanicos, cualquier inductor de disfuncion

endotelial representa un elemento amenazante. De esta forma, fendmenos
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de tipo infeccioso, inmunitario, o irritativo, como el debido a los tdxicos del
tabaco o la aparicion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox),

pueden jugar un papel inductor importante.

Las LDLox han recibido atencién especial. Se trata de particulas modificadas
por la oxidacion, lo que les impide unirse a su receptor. Como resultado, se
acumulan en el espacio subendotelial donde son fagocitadas por
macrofagos, que se convierten asi en células espumosas (22). Las
denominadas estrias grasas de la pared son acimulos de células espumosas.
Paralelamente, los productos que se producen a partir de la peroxidacion de
LDL, fundamentalmente aldehidos, son tdxicos celulares altamente
difusibles. Se desarrolla entonces un proceso irritativo sobre el endotelio

(23).

A medida que el proceso evoluciona, las estrias grasas llegan a hacerse
patentes como verdaderas placas de ateroma con un interior lipidico

cubierto por una capa de células musculares lisas y colageno.

- Lesion tipo Il: supone ya una grave disfuncién del endotelio, con
localizacion de la lesion a nivel de la intima. Se acomparfia de fendmenos de
agregacion plaquetaria y microtrombosis, consecuencia de la liberacion de

productos toxicos de los macréfagos.

- Lesién tipo lll: Las lesiones sobrepasan la intima, y llegan a la media. La
agregacion plaquetaria, con formacion y organizacién de trombos, unido a la
proliferacion de células musculares lisas, son aqui de maxima entidad. Las

lesiones quedan aisladas de la luz vascular gracias a la formacion de una
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cubierta fibrosa. Mientras tanto, la progresidon continia a través de la
adherencia de leucocitos a partir de sus margenes laterales. Los principales
factores que promueven la continua llegada de macrdéfagos son el factor
estimulante de colonias tipo-macréfago, la proteina quimiotactica de
monocitos tipo 1y la LDLox.

La forma mds peligrosa viene condicionada por la inestabilizacion de las
placas, por la ruptura de la cubierta fibrosa, que activa la agregacién
plaquetaria y conlleva la formacion de trombos con potencial de oclusion de
vasos distales.

Se piensa que este proceso estd en la base de al menos un 50% de los
procesos coronarios agudos (24). Hay un conocimiento bastante preciso de
muchas de sus caracteristicas (25). La acumulacién progresiva de lipidos, y la
consiguiente de macroéfagos, son el factor determinante, pues los segundos
destruyen tejido erosionando la cubierta fibrosa desde el interior. Los
macrofagos tienen capacidad para digerir la matriz extracelular por
fagocitosis directa o por secrecion de una serie de sustancias, donde
destacan enzimas implicadas en la digestién y remodelamiento de la matriz
extracelular, las llamadas metaloproteinasas. El estudio de los mecanismos
de regulacion de estas enzimas es uno de los campos de mas interés actual

en la prevencién de ECV (26-29).

Lipid Accumulation Proliferation
and Monocyte Platelet Deposition of Smooth-
Adhesion and Thrombosis Muscle Cells
Type | injury Moderate No Mild
Endothelium l
Intima O om0 Type Il injury 7 Minos Maderale; cap-
sute sumound-
Media ing atheroma
7 Moderate Extensive, with
Adventitia organization of
thrombus

Figura 3. Evolucidn de la lesion ateromatosa.
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2.2.4 Papel de la hemostasia

Las alteraciones de la pared vascular constituyen un factor de activacion
persistente de la hemostasia. Se afectan las plaquetas y también el factor
tisular, inicio y estimulo de la via extrinseca de la coagulacién.

Las plaquetas son los elementos mds importantes en las trombosis
arteriales. A favor de ello, animales con déficit selectivo de factor de von
Willebrand son resistentes a la trombosis y al desarrollo de aterosclerosis
espontdnea. La agregacion plaquetar estd regulada a nivel local por el
equilibrio entre mediadores de origen endotelial, que son vasodilatadores
ademds de antiagregantes, y los que comparten la tendencia
vasoconstrictora con la proagregante. Entre los primeros cabe destacar al
Oxido nitrico y a la prostaciclina, aunque también es importante la
trombomodulina, una molécula que se une selectivamente a la trombina,
impidiendo que esta active la agregacién plaquetar. Entre los segundos, hay
gue mencionar a la endotelina-1 (ET-1), mas vasoconstrictor que pro-
agregante, y al factor de von Willebrand, mas proagregante que
vasoconstrictor (30, 31).

Cuando se agregan, las plaquetas liberan granulos ricos en mediadores
como citoquinas o factores de crecimiento, que promueven la migracion a la
zona de monocitos/macréfagos y células musculares lisas, asi como
proliferacion de estos tipos celulares. También tras la agregacion plaquetar,
se activan una serie de factores de la coagulacion que acaban constituyendo
un coagulo de fibrina. Tras ello, los leucocitos se acumulan sobre el trombo

a fin de aportar las condiciones que lo estabilizan (32).
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2.2.5 Enfermedad cerebrovascular (ictus)

Gran parte de la fisiopatologia del ictus es similar a la de la EC, pues se trata
de un problema vascular que en un elevado porcentaje de los casos, sobre
todo a partir de los 65 afos, es secundario a aterosclerosis, ya sea por una
placa de ateroma que obstruye un vaso de forma aguda o por rotura de la
pared vascular aterosclerética y fragil, con hemorragia circundante. Por
debajo de esta edad es mas frecuente la etiologia emboligena, secundaria a

enfermedades sistémicas o malformativas (33-35).

Los procesos mas frecuentes con que nos encontramos dentro del ictus son
los accidentes isquémicos transitorios (AIT), es decir, déficits neuroldgicos
de origen brusco que persisten menos de 24 horas. Aunque originan
isquemia cerebral y sintomas, suelen resolverse sin secuelas neurolégicas
permanentes. Esta definicion, que sigue operativa, estd empezando a ser
rebatida con ayuda de las modernas técnicas de imagen, resonancia
magnética y tomografia de emisién de positrones fundamentalmente, que
estan descubriendo que muchos de los llamados AIT en realidad originan
lesiones irreversibles, que tienden a ser compensadas por las areas no
danadas, dando la falsa impresion de que se trata de una lesidn meramente
funcional. De esta forma, sdlo cabria hablar de AIT si no hay lesién alguna
detectable en el tejido cerebral, desapareciendo el concepto basado en la

repercusién funcional (36).

Junto a las formas transitorias, las formas mas graves son los infartos
secundarios a trombosis o embolismo de arterias intracraneales, o a
hemorragias por rotura de la pared vascular, bien parenquimatosas

secundarias a HTA o subaracnoideas debidas a malformaciones
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arteriovenosas. Surge asi la divisién en las dos grandes formas del ictus

grave, la isquémica y la hemorragica (Figura 2.3) (37).

ISQUEMICO HEMORRAGICO

Figura 4. Ictus isquémico frente a ictus hemorragico (www.slideshare.net)

2.2.6 Medicina predictiva en enfermedad cardiovascular.
Factores de riesgo y biomarcadores

La mayoria de las enfermedades crdnicas con alta carga de morbimortalidad
(ECV, osteoporosis, cancer) presentan una fase de evolucién subclinica. Por
eso, una estrategia generalizada en la medicina actual consiste en la
identificacion temprana, durante esa fase subclinica, de la lesién a fin de
tratarla y evitar sus secuelas. A esta estrategia obedece la practica de las
tacticas de cribado en cancer, con el conjunto de exploraciones que van
desde la citologia cervical a la mamografia, la colonoscopia, etc. Este mismo
modus operandi se reproduce en el caso de la osteoporosis, con la practica
de densitometrias o evaluacion cuantitativa de riesgo con escalas

adecuadas, y también, en gran medida, en el caso de la ECV.
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2.2.6.1 Factores de riesgo

Los factores de riesgo pueden ser modificables o no modificables. La
importancia de los primeros radica en que admiten margen de actuacion. Su
impacto es grande, como demuestran las observaciones sobre las
comunidades de japoneses que han nacido en Japén y desarrollan luego su
vida en la costa oeste americana o en Hawaii, quienes acaban
reproduciendo los patrones de enfermedad de la poblacién que les acoge

(38).

2.2.6.1.1 Factores de riesgo de enfermedad coronaria

En EC, los factores de riesgo no modificables son esencialmente edad, sexo,
raza y antecedentes familiares, y los modificables, habito tabaquico, HTA,
dislipidemia y diabetes mellitus (17) (Tabla 2). Desde hace afios se trabaja en
la reduccion de estos ultimos, con buenos resultados en el descenso de las
tasas de mortalidad cardiovascular en los paises que los han atacado de
manera persistente. El nivel de evidencia es tal que se han modificado las

guias de practica clinica en prevencion primaria (39).

Mas aun, a partir del andlisis de los factores de riesgo se han desarrollado
modelos matematicos que tienen en cuenta el peso relativo de cada uno, a
fin de conseguir una aproximacién al riesgo real de un individuo
determinado; a partir de ellos se han creado y validado escalas predictivas
de riesgo. Estas escalas estan avaladas por sociedades cientificas, como la
escala norteamericana de Framingham, disponible tanto para EC
(http://cvdrisk.nhlbi.nih.gov/calculator.asp), como para ictus
(http://www.framinghamheartstudy.org/risk-functions/stroke/stroke.php) o

la escala SCORE europea(http://www.escardio.org/static_file/Escardio/
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Subspecialty/EACPR/Documents/score-charts.pdf). Estas escalas se utilizan
actualmente en la practica clinica diaria y son un instrumento fundamental

para el clinico.

Factores modificables Factores no modificables
Tabaco Edad
HTA Sexo
Dislipemia Raza
Diabetes Mellitus Antecedentes Familiares/Personales

Tabla 2. Factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular

2.2.6.1.2 Factores de riesgo de ictus

La identificacidn de factores de riesgo en el ictus se ha hecho con grandes
dificultades en la practica, de forma que presentan un alto nivel de
incertidumbre predictiva. En la actualidad, se dividen, como para la EC, en
modificables y no modificables. Los segundos son la edad avanzada, género
masculino, raza negra, antecedente de EC o insuficiencia cardiaca
congestiva, e historia familiar de ictus, accidentes isquémicos transitorios o
fibrilacion auricular (40). La diabetes es otro factor de riesgo que algunos
consideran modificable y otros no. Los modificables quedan reflejados en la

tabla 2 junto a los no modificables.

En un intento de ir mas all3, y llegar a un sistema fiable de prediccién de
riesgo de ictus para un determinado individuo, un grupo de investigadores
puso las bases para adaptar las herramientas ya existentes a la prediccién de

los accidentes cerebrovasculares (ACV). El método fue validado
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independientemente (41) y, de acuerdo con él, puede llegar a estimarse el
riesgo para sufrir un ictus en los siguientes 10 afios, segun género, para
pacientes de entre 55 y 85 afios que no hayan sufrido ningln episodio
previo. El rango de riesgo para un determinado paciente oscila, segun el

indice, entre 1% y algo mas del 80%.

2.2.6.2 Biomarcadores

Siendo ésta una estrategia que ha cosechado importantes éxitos, lo cierto es
que es mejorable, pues hay individuos que sufren la enfermedad sin que se
les hayan detectado factores de riesgo. Por ejemplo, un estudio en
pacientes ingresados con el diagnéstico de EC en hospitales
norteamericanos encontré que mas del 75% presentaban niveles de LDL
normales (< 130 mg/dL) (42). Estas observaciones presentan un desafio que
ha generado el nuevo concepto de biomarcadores, es decir, de indicadores
de formas subclinicas de enfermedad, que prueben de manera fehaciente
gue, al margen de como estén los factores de riesgo, la enfermedad esta ya

alli en distintas fases de su evolucion natural.

El hecho de que la aterosclerosis sea una enfermedad inflamatoria ha
llevado a un interés creciente sobre marcadores de inflamacién, que en
estudios clinicos han demostrado identificar riesgo con mas fiabilidad que
muchos de los factores de riesgo tradicionales. El argumento es claro: si la
aterosclerosis resulta ser una enfermedad inflamatoria, podemos confirmar
que la enfermedad existe si tenemos marcadores de inflamacién

suficientemente especificos.

Marcadores de inflamacion hay muchos (43), y también bibliografia que los

implica en la deteccidn de riesgo. La proteina C reactiva (PCR) ultrasensible
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es uno de los marcadores inflamatorios con mayor evidencia cientifica. Hay
estudios prospectivos en mujeres demostrando que, junto al nivel de LDL en
sangre, es el Unico marcador que de forma independiente parece capaz de
predecir riesgo (44). La atencidon que este concepto ha creado ha sido

ingente, como lo esta siendo la bibliografia que esta generando (45).

En este contexto, el avance de las tecnologias de imagen ha permitido
detectar y medir directamente los cambios de la pared vascular e incluso la
presencia y progresion de las placas ateromatosas de forma no invasiva.
Esto ha planteado interrogantes sobre el impacto que ello pueda tener en la
prediccion de episodios clinicos. Dos técnicas han resaltado por su
operatividad en este contexto, la medida del grosor de la intima media
(GIM) en cardétida comun por ultrasonidos y la evaluacién directa en las
coronarias mediante la cardiotomografia computerizada (CTC). A
continuacion se introducen los rasgos mas importantes de cada una de estas

técnicas radioldgicas.

2.3 Ecografia de la arteria carétida, medicion del

grosor intima-media

2.3.1 Ultrasonidos en medicina

Los ultrasonidos son ondas sonoras con frecuencia superior a 20kHz. En
medicina se utilizan, de forma mas o menos global, frecuencias entre los 2 y
los 18 MHz. La utilidad es muy variada y generalmente se utiliza para el

estudio de partes blandas (46-49).
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Los inicios de los ultrasonidos se remontan a 1949, cuando J. Wild utilizé por
vez primera este mecanismo para la valoracidon del grosor de la pared
intestinal. Simultaneamente a todos estos descubrimientos en la aplicacion
médica de los ultrasonidos, en Glasgow, I. Donald utilizd el ecdgrafo con
objetivos obstétricos; y ya en el ano 1958 se desarrolld la primera
publicacién en la literatura sobre el uso médico de las imagenes ecograficas:
“Investigation of Abdominal Masses by Pulsed Ultrasound” en The Lancet
(50). Pero no fue hasta 1963 cuando se disefi6 el “ecégrafo moderno” con

un brazo para la sonda.

Los elementos clave para la obtencién de imagenes incluyen la produccidn
de una onda sdnica, la recepcién de ecos, y finalmente, la interpretacion de
esos ecos. Una de las mayores ventajas de esta técnica es que consigue
imagenes nitidas y precisas de tejidos blandos, sobre todo aquellos en los
gue existe componente liquido. Al mismo tiempo, nos presenta imagenes en
tiempo real, lo que nos permite también su uso como medio de guia para la
toma de biopsias o manipulaciones (51, 52). Los efectos secundarios son
practicamente inexistentes y apenas causa molestias a los pacientes, siendo
un elemento facilmente transportable en caso de necesidad. A todas estas
virtudes hay que anadir la nula radiacién emitida y el bajo coste de la

prueba.

Como desventajas, esta técnica no permite la valoracidon dsea, pues es un
material demasiado denso, y pierde mucha calidad si hay interfases aéreas.
También, se ve influenciada por la distancia del campo a valorar, por la
obesidad del paciente (la grasa subcutdnea atenua la sefial), y por su

dependencia del operador.
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2.3.2 Medicion de GIM en cardtida

Es un procedimiento que mide el grosor combinado de la intima y la media
en la pared arterial de la carétida. Especificamente, mide la distancia entre
la interfaz luz vascular-intima a la interfaz media-adventicia en la pared

vascular.

Figura 5. GIM carotideo

Se trata de una técnica sencilla, rapida y no invasiva, tomandose un
segmento de 1 cm de la arteria cardtida comun a aproximadamente 1 cm
del bulbo (53-55). Mientras que en el caso del bulbo carotideo, la valoracién

se realiza en el mismo bulbo.

La uniformidad en la regién seleccionada es condicién para |la
reproducibilidad de los pardmetros de medida, al igual que la metodologia
de realizacién del estudio, para lo que se han establecido una serie de
condiciones estandar acerca del equipo utilizado, la técnica de medida, y la
experiencia del operador, que se recogen en las tablas de metodologia
publicadas por la American Society of Echocardiography (ASE) (56). Con
estos requerimientos se ha consensuado que, para cualquier parametro, los

valores anormales son aquéllos que sobrepasan el percentil 75 de Ia
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poblacién. Se considera que el aumento en el grosor a nivel de la cardtida

comun indica aterosclerosis difusa (57).

La técnica permite también la identificacion de placas de ateroma (58). Las
placas suelen ubicarse en areas de flujo turbulento, tales como el bulbo o Ia
carétida interna (59), y se han definido de forma variada. La American Heart
Association (AHA) considera placa ateromatosa carotidea un incremento de
grosor focal que supere el 50% del grosor de los segmentos circundantes
(60), mientras que algunos autores han utilizado la medida de GIM igual o
superior a 1.9 mm (61), o simplemente superior a 1.5 mm (53). Este
parametro correlaciona bien con la histologia de la lesion (57) y aumenta
con la edad, con una tasa de progresion anual de <0.03 mm. Esta progresion
es un fiel reflejo del riesgo (62), y es sensible a la modificaciéon de los

factores de riesgo.

La hipdtesis subyacente al uso de esta técnica era que la visualizacion
directa de la pared arterial afectada por aterosclerosis deberia ser un factor
predictor potente de ECV. De hecho, el primer estudio, que se llevé a efecto
sobre varones en Finlandia en 1993 (63), el Kuopio Ischemic Heart Disease
Risk Factor study, encontrd que el riesgo de infarto de miocardio aumentaba
un 11% por cada 0.1 mm de incremento en el GIM de cardtida. Unos afios
mas tarde, en 1997, el estudio Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)
encontrd que cada incremento en 0.19 mm en GIM de cardtida aumentaba
el riesgo de muerte por infarto de miocardio en 36% (64). Curiosamente,
este estudio encontré diferencias entre hombres y mujeres, con un

aumento de riesgo que era 2.5 veces mayor en éstas para igual incremento
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en el GIM carotideo. Esta diferencia de género, sin embargo, no ha sido

detectada en otros estudios (65).

Posteriormente el GIM ha sido incluido en distintos estudios clinicos que
han evaluado su valor afiadido a los factores de riesgo tradicionales en la
prediccion de riesgo de ictus o EC (53, 59, 66, 67), de forma que ha
demostrado capacidad predictiva independiente tanto en sujetos con como
sin antecedentes de ECV (68, 69). Un metaandlisis (70) confirmd su valor
predictivo independiente tras corregir por otros factores de riesgo. De
interés en ese andlisis, el potencial predictivo era algo superior para ictus
gue para infarto de miocardio. Asi, su introduccion ha permitido la

reclasificacion de los individuos de riesgo intermedio a riesgo bajo o alto.

Hay también algunos estudios comparativos de GIM con la valoracion de
calcio en coronarias (Coronary Artery Calcium Score, CACS; o Score de Calcio
Coronario, SCC) (63-65, 68, 70-73), aunque la evidencia es aun insuficiente
para concluir acerca de su eventual equivalencia. En un estudio en
individuos de edad superior a 70 afios, ambas técnicas mostraron un perfil
predictivo similar, aunque el GIM presentd una relacién mas potente con el
ictus (63-65, 68, 70-77) mientras que el score de calcio se relacioné mejor

con EC (78).

Mas recientemente, el Framingham Offspring Study Cohort ha investigado si
la incorporacion de este pardmetro anade o no capacidad predictiva al
indice de Framingham (53). La medida de GIM tanto en la cardtida comun

como en la cardtida interna fue capaz de predecir episodios
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cardiovasculares, aunque sélo la medida en carétida interna y la presencia
de placa fueron capaces de mejorar la capacidad predictiva de la
herramienta Framingham. El estudio ARIC por su parte, encontré que la
asociacion del GIM en carétida comun asociado a la presencia/ausencia de
placa mejord leve, pero significativamente, el potencial predictivo de la
herramienta Framingham (53, 59, 68, 69), asi como la reclasificaciéon de un

9.9% de los participantes tomando como objetivo la EC (79).

En los ultimos anos, se han publicado algunos trabajos en los que se
concluye que el engrosamiento de la intima-media de las cardtidas no
aporta datos significativos en relacion a la evolucién general de la
aterosclerosis durante la transicidn menopausica de la mujer (80). Seria la
disfunciéon endotelial sin mds, y no los cambios en GIM. Contrariamente,
datos posteriores han podido confirmar cambios en GIM durante la
transicidn menopausica en un estudio mejor disefiado, realizado en

pacientes de la cohorte SWAN (55).

En otras publicaciones que valoran el riesgo cardiovascular de mujeres
postmenopausicas, no se aborda esta técnica como mecanismo diagndstico
ni herramienta de screening, pues se centran sobre todo en los valores
séricos de los lipidos (14) y el sindrome metabdlico (81) como posibles

factores de riesgo.
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2.4 Cardiotomografia computerizada

2.4.1 Consideraciones técnicas

La cardiotomografia computerizada (CTC) es una técnica de imagen que
utiliza radiacién ionizante para obtener cortes anatdmicos con fines
diagnodsticos. En esencia, el mecanismo de funcionamiento de esta
herramienta se fundamenta en la emisidon de radiacién a un tejido. Un
sistema detector valora la radiacién no absorbida mientras rota alrededor
del cuerpo de forma helicoidal. La reconstruccidén se realiza a través de

logaritmos especificos que realizan la conversion de la imagen.

Los origenes de esta técnica diagndstica se remontan a la década de los afios
70, cuando A.M.Cormack, un ingeniero fisico norteamericano, y G.N.
Hounsfield, un ingeniero electrdénico inglés, trabajaron para desarrollar los
primeros equipos de TC, que se limitaban al estudio del crdneo (82-84).
Hasta 1974 no se logrd realizar una TC de cuerpo entero que permitia
observar con mas claridad las partes blandas. Los nuevos equipos de TC
multicorte han evolucionado tanto en la realizacion de la exploracién como
en las reconstrucciones y abaratamiento del proceso. En la actualidad

resulta una herramienta indispensable en cualquier hospital.

En el caso del estudio de las arterias coronarias, es recomendable disponer
de un aparato de al menos 64 detectores (85). La informacidon que
suministra incluye, por un lado la valoracion del calcio total coronario, y por
otro lado la angiografia coronaria no invasiva (posteriormente referida como
angioTC coronaria). Se dard mas detalles en la seccién de Material y

Métodos.
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Esta técnica requiere también el empleo de medio de contraste yodado, que
presenta riesgo de reacciones alérgicas o problemas en pacientes con
insuficiencia renal (86-88). También requiere que el paciente tenga una
frecuencia cardiaca baja y regular, aunque en los equipos de ultima
generacién los requerimientos no son ya tan estrictos (89). Asimismo, el
paciente debe tener capacidad de realizar una apnea de unos diez segundos

aproximadamente.

La técnica proporciona un estudio detallado de la anatomia y morfologia
cardiaca y coronaria, asi como de la funcion cardiaca (90) y posee una
elevada especificidad para deteccién de EC (91), hasta del 96%. (92). Como
limitaciones de la técnica, cabe destacar la utilizacién de radiacién y de
contraste potencialmente nefrotdxico y alergénico, su utilidad diagndstica
limitada cuando las coronarias estan significativamente calcificadas, y su
sobreestimacion del grado de estenosis en los modelos mds antiguos, (93,

94), aunque este aspecto ha mejorado en los equipos actuales (95).

2.4.2 Experiencia clinica

El estudio MESA (The Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis)(96) incluyd a
6814 pacientes sin enfermedad cardiovascular previa, y los siguié durante
una media de 6 afios. Confirmd que la puntuacion del SCC era una
herramienta util en la valoracidén del riesgo cardiovascular, pues mejoraba la
capacidad predictiva cuando se afiadia a los factores de riesgo tradicionales.
Hay también otros estudios en los que se sostiene que la angioTC coronaria
correlaciona con otros indicadores de riesgo, sugiriéndose por tanto que es

util para la valoracion de placas calcificadas y no calcificadas (97-99), aunque
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se trata de estudios de menor envergadura que el estudio MESA. Ademas de
estudios en los que se investigd el potencial de la CTC para predecir riesgo
de episodios clinicos, hay estudios que han relacionado con éxito los datos
con parametros de riesgo, tales como marcadores de inflamacién (100), u

otros.

El aporte de la CTC ha mejorado la estratificacion de pacientes llevada a
efecto a partir de factores de riesgo tradicionales. Con estos y aplicando la
escala de Framinham, los pacientes son habitualmente divididos en tres
categorias: alto, intermedio y bajo riesgo (>10%, 3-10% y <3%
respectivamente). Tomando como determinante un nivel de estenosis >50%
y la medicién del score de calcio con la CTC, se mejord significativamente el
posicionamiento de pacientes que estaban clasificados en los niveles de
riesgo intermedio o bajo. Ademads, en caso de ausencia de estenosis en la
angioTC coronaria, la probabilidad de padecer un episodio clinico en los
siguientes 5 afos era 0% en pacientes con niveles de riesgo intermedio o
bajo calculado en base a una escala de factores de riesgo. Sin embargo, y
esto es lo particularmente interesante, en caso de resultado positivo, el
riesgo se situaba en torno al 88% y al 68% de padecer un episodio en el
siguiente lustro en pacientes que, de acuerdo a las escalas de riesgo, tenian

riesgo intermedio o bajo respectivamente (101).

Ademds, en otro estudio a partir de datos del estudio MESA, la
reclasificacion hacia estadios distintos a los originales (alto o bajo) afectd a
un 8% de la poblacién estudiada (102). Como se ha comentado antes, este
estudio contrasté los datos de imagen con la aparicién de episodios clinicos
a lo largo del periodo de seguimiento, y no ya con otros factores de riesgo.

Por ello, la CTC constituye una herramienta muy util para la reclasificacion
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de los pacientes de riesgo intermedio. De acuerdo con ello, es util para el

desarrollo de estrategias farmacoldgicas preventivas.

Como consecuencia de estos datos, ya existen guias para la utilizacion del
angioTC coronario en pacientes sintomaticos con riesgo bajo-intermedio
(ESC 2013) y en pacientes asintomaticos de riesgo intermedio (ESC 2012).
No obstante, se necesitan todavia mds estudios para generalizar el uso de
esta técnica (103, 104). La apariciéon de aparatos mas rdpidos y que aportan
menos dosis de radiacidon ionizante puede reducir parte de la reserva
mantenida todavia para su uso generalizado (105). También a favor de ello,
datos de otros estudios apoyan el potencial de reclasificacién de pacientes
con CTC (tanto Score de calcio como angioTC coronario, con mas capacidad
el segundo), que afectaria también a los clasificados como de riesgo bajo.
Fue elocuente, en este sentido, que la exploracidn de algo mas de un millar
de individuos asintomaticos encontrd que en el 20% de ellos habia un grado
de aterosclerosis avanzado (106-109). Todos los investigadores estan de
acuerdo, no obstante, en que la técnica es poco util en pacientes ya
clasificados en el estrato de alto riesgo, pues en cualquier caso, deberan ser

sometidos a tratamiento intensivo.

2.4.2.1 Experiencia clinica en mujeres

La literatura es muy escasa cuando se trata de investigar los aportes de la
CTC en mujeres evaluadas en relacién a su riesgo segun su estado
menopausico. Un estudio incluyé a mujeres de raza asiatica de edad
superior a 45 anos en las que, con ayuda de CTC y de GIM, se pretendio

clarificar si habia diferencias entre hombres y mujeres, y si el patron en

Antonio J. Cano Marquina 35



Introduccion

éstas estaba o no influenciado por la menopausia (110). Se detecté un
incremento de episodios cardiovasculares, que pasé de 5% al 21.2% tras la
menopausia, lo que puede tomarse como indicador de un efecto de la
misma. Sin embargo, la ausencia de correlacidon de las técnicas de imagen

con datos hormonales impidio clarificar esta hipdtesis.

También como rasgo diferencial en las mujeres, otro estudio encontré que
un numero considerable de mujeres (2.447) de la poblacién general
presentaban lesiones en coronarias detectadas por CTC a pesar de que eran
clasificadas como de bajo riesgo en funcién de las escalas predictivas
tradicionales, como la de Framingham (111). Por tanto, y de acuerdo a este
estudio comparativo, parece que la CTC puede ser particularmente util en
las mujeres, pues éstas suelen ser infradiagnosticadas cuando se utilizan
escalas basadas en factores de riesgo.

También de particular interés, otro estudio que ha seguido a 35.388
individuos durante una media de casi 6 afios, ha encontrado una mejora
considerable en la predicciéon de mortalidad por cualquier causa en mujeres
menores de 60 anos gracias a la reclasificacion inducida por la CTC frente a
la establecida por factores de riesgo tradicionales(112).

Existen otros estudios en los que se valora la correlacion entre los hallazgos
en CTC y la medicion del GIM de las cardtidas (96). En este se concluye que
la CTC es mas util para la prevision de la EC, mientras que el GIM mediante
ecografia es mejor para la valoracién del riesgo de ictus. No obstante, se
trata de un estudio que no valora a las mujeres de forma especifica, ni se
centra en el periodo inmediatamente posterior a la menopausia, pues

abarca un rango de edad de 45-84 anos.
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Por tanto, estamos ante una opcién diagndstica con alto potencial, y que
parece encontrar un perfil particularmente mejorado cuando se trata de
poblacién femenina. No hay, a la luz de lo revisado, datos en la literatura
gue, en mujeres con post-menopausia relativamente reciente, investiguen
el patron de factores de riesgo, incluyendo los hormonales, junto con los
cambios en la pared vascular de cardtidas y coronarias. El potencial de la
CTC, por otro lado, parece de particular interés en mujeres
postmenopdusicas mas jovenes. Esto es importante, pues los primeros afios
tras la menopausia reflejan la ventana en la que se inician y desarrollan los

procesos de aterogénesis en la pared vascular.
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Obijetivos

3.1 OBIJETIVOS:

3.1.1 Objetivo principal

De acuerdo con el titulo de la tesis, es doble. Por un lado, describir el
comportamiento de dos biomarcadores de imagen de aterosclerosis, el GIM
en cardtida y la CTC, en mujeres en un intervalo etario en el que el
desarrollo de aterosclerosis subclinica comienza a ser prevalente, y por otro
lado, investigar si el comportamiento de ambos biomarcadores estd
influenciado por la impregnacién estrogénica. Esta ultima variable se evalué
de dos formas, con los niveles circulantes de estradiol (E2) y con el patrén

de polimorfismos relacionados con la accion estrogénica.

3.1.2 Otros objetivos

3.1.2.1 Investigar si hay o no paralelismo en los cambios descritos en dos

territorios vasculares diferentes, cardtida y coronaria.

3.1.2.2 Investigar si los cambios en cada uno de los territorios se relacionan
con un abanico de factores de riesgo clinicos relacionados con riesgo
cardiovascular, tales como la edad, afios desde la menopausia, indice
de masa corporal, perimetro de cintura, tension arterial, y la escala

de riesgo RUTH.

3.1.2.3 Investigar si los cambios en cada uno de los territorios se relacionan
con pardametros analiticos tradicionales relacionados con riesgo
cardiovascular, tales como lipidos, insulina, indice HOMA, vitamina D,

PCR ultrasensible.
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3.1.2.4 Investigar si los cambios en cada uno de los territorios se relacionan
con parametros analiticos recientemente relacionados con riesgo

cardiovascular, tales como DKK1.

3.1.2.5 Investigar si los cambios en cada uno de los territorios se relacionan

con otros parametros analiticos, tales como hormonas tiroideas.
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Materiales y Métodos

4.1 Materiales

4.1.1 Comité de ética

Este proyecto fue sometido al Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC)
del Hospital Clinico Universitario de Valencia, que lo aprobd en el curso de
las actuaciones previas a la remision del proyecto a la convocatoria

competitiva de la Fundacion ERESA.

4.1.2 Participantes

Se trata de un estudio clinico transversal, sin intervencion por tanto, en el
gue se incluyd a una poblacién de mujeres postmenopdusicas asintomaticas
desde el punto de vista cardiovascular, que, en su mayoria, habian superado
los primeros afios post-menopausia. Dada la prevalencia creciente de
factores de riesgo de ECV con la edad, entre ellas habia un grupo
considerable con presencia de uno o mas factores de riesgo que, cuando se
considerd apropiado, fueron integrados en una escala de puntuacion ya

usada en el estudio Raloxifene Use for the Heart (RUTH) (113).

Las participantes procedian de la consulta de salud de la mujer del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Todas ellas eran de raza caucasica y
habitantes de medio urbano, con un nivel socioeconémico medio o medio-
bajo. El diagnéstico del estado postmenopdusico se confirmé por la
conjuncién necesaria de factores clinicos, edad superior a 40 afios y al
menos un afio de amenorrea, y analiticos, hormona foliculo estimulante

(FSH) superior a 40 mUI/ml y E2 en rango postmenopausico. De acuerdo a lo
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aprobado por el Comité de Ensayos e Investigacion Clinica, este estudio
cumplié con los requerimientos de la Declaracién de Helsinki, a todas las
participantes se les explicé el motivo del estudio, y todas dieron su

consentimiento firmado al mismo.

Tras la historia clinica y anamnesis sobre habitos de vida, incluyendo la
presencia de factores de riesgo cardiovascular, ejercicio y consumo de
alcohol o tabaco, o consumo de farmacos, se les realizd una exploracién
clinica basica, general y ginecoldgica. Para la primera, se midi6 talla, peso,
perimetro de cintura y presién arterial, y para la segunda, se inspeccioné
genitales externos, mucosa vaginal y cérvix, se realizé una toma de citologia

si es que procedia, y se realizé una ecografia endovaginal.

Talla y peso se obtuvieron con una bascula clinica, que apreciaba hasta 0,5
cm para la talla y 0,1 kg para el peso. Se calculé el indice de masa corporal
(IMC) como el cociente entre el peso (kg) y la talla (m) al cuadrado. Para la
medida del perimetro de la cintura se utiliz6 como punto de referencia la
distancia intermedia entre la costilla inferior y el borde superior de la cresta

iliaca con el uso de una cinta métrica convencional.

En la misma visita se les solicitd valoracidn de pardametros analiticos,
incluyendo la concentracién sérica de glucosa e insulina, patrén lipidico,
creatinina, transaminasas, calcio total, fésforo, fosfatasa alcalina total, un
marcador inespecifico de inflamacion (proteina C reactiva —PCR-
ultrasensible), 25.hidroxi-vitamina D, y hormonas. Las hormonas evaluadas
correspondian al perfil reproductor, E2 y FSH, y tiroideo, hormona

tiroidoestimulante (TSH) y tiroxina (T4) libre.
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En la misma toma se separd la fraccién celular sanguinea a fin de obtener

material para el posterior genotipado.

Una vez recogidos estos datos analiticos, se procedid al calculo del riesgo de
ECV a través del indice RUTH (114), donde se valora diversas variables
relacionadas con riesgo cardiovascular, tales como los antecedentes
personales de ECV, presencia o no de diabetes, hipertensién arterial (HTA),

IMC, niveles de LDL, HDL y triglicéridos, o si la paciente es fumadora o no.

La poblacion estudiada se considera que sera representativa debido a que
existen datos en la literatura de que en el caso que nos atafie, los resultados
no se ven alterados entre las distintas razas, pues presentan resultados muy

similares en todas ellas (53, 78-80).
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4.2 Métodos.

4.2.1 Medicion en suero de hormonas y de bioquimica basica

Las condiciones de la toma de muestra de sangre siguieron requisitos
estandarizados. En primer lugar, las pacientes debian estar en ayunas desde
la noche anterior, tomando la muestra en un rango horario especifico
comprendido entre las 8 y las 10 de la mafiana. A partir de la muestra, se
procedié a la extraccion de suero para realizar el estudio hormonal vy
bioquimico. También se obtuvo plasma para efectuar el estudio de Ia

fraccion celular y la extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN).

La medida de glucosa, urea, acido Urico, creatinina, fosfatasa alcalina,
aspartato transaminasa, glutamico-piruvico transaminasa, glutamil-
transpeptidasa, deshidrogenasa lactica y perfil lipidico completo se realizé
utilizando métodos enzimaticos con un autoanalizador (AU-5000 Olympus,
Mishima, Japdn). Las concentraciones de FSH (mlIU/ml) fueron medidas
mediante un inmunoensayo especifico comercial basado en el principio de
la quimioluminiscencia (BioMérieux Inc., Hazelwood, MO). Los coeficientes
de variacién intra- e interensayo fueron inferiores a 10.0%. El E2 sérico
(pg/ml) se midi6 mediante fluoroinmunoensayo (Delfia, Perkin/Elmer,
Turku, Finlandia). Los coeficientes de variacion intra- e interensayo fueron

inferiores a 5.8% y 6.1%, respectivamente.

La determinacion cuantitativa de la vitamina D (250HD) se llevo a cabo
mediante el test Elecsys Vitamin D Total Assay (Roche Diagnostics Ltd, CH).
Se trata de un ensayo de competicion basado en la electro-

quimioluminiscencia que permite la determinacidn de la 25 hidroxi-vitamina
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D total circulante. Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron

inferiores a 6,5% y 11,5% respectivamente.

Las determinaciones de insulina sérica se realizaron mediante el kit C-
Peptide ELISA (IBL International GMBH, Hamburg, Germany). Consiste en un
kit que mide el péptido C en suero. El péptido C es una molécula que
presenta cantidades equimolares con la insulina pues es el encargado de la
conexiodn de las cadenas A y B de la molécula de insulina. Los coeficientes de
variacién intra e interensayo fueron inferiores a 6,7% y 10%

respectivamente.

La cuantificacidn de T4 se llevé a cabo mediante el Ensayo Inmunoenzimatico
por Quimioluminiscencia para la medicién cuantitativa de Tiroxina en el
suero Humano (Grupo MexLab, México). Este es un inmunoensayo que
detecta anticuerpos anti-T4 tras una reaccidn con peroxidasa de rdbano (el
marcador). Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron

inferiores a 5,8% y 9,7% respectivamente.

La determinacién sérica de TSH se realizd mediante el Ensayo
Inmunoenzimatico por Quimioluminiscencia para la medicidon cuantitativa
de la Hormona Estimulante de la Tiroides en suero (Grupo MexLab, México).
Es un inmunoensayo similar al anterior en el que también se utiliza la
peroxidasa de rdbano como marcador para la cuantificacién de los
anticuerpos monoclonales. Los coeficientes de variacidn intra e interensayo

fueron inferiores a 6,6% y 7,4% respectivamente.

Para la valoracion de la testosterona se utilizd el kit ELISA Free Testosterone

(IBL International GMBH, Hamburg, Germany), cuyos coeficientes de
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variacion intra e interensayo fueron inferiores a 8,9% vy 14,6%

respectivamente.

La medicién de PCR ultrasensible se llevd a cabo mediante un laser de
nefelometria, que obtiene una sensibilidad inferior a 0.04 mg/L. Los
coeficientes de variacidn intra-ensayo e inter-ensayo fueron menores de

3,5% vy 5,1% respectivamente.

Los niveles de osteoprotegerina (OPG) fueron medidos mediante un kit
ELISA (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria), cuyos coeficientes de
variacién intra-ensayo e inter-ensayo fueron inferiores al 7.0% y 8,9%

respectivamente.

Los niveles de Dickkopf Homolog-1 (DKK-1; ng/ml) se midieron mediante un
kit ELISA (R&D Systems Europe, Ltd., Abingdon, UK). El coeficiente de
variacion intra-ensayo fue inferior al 8.0%. Para reducir la variacidn analitica,

todas las muestras se midieron en el mismo ensayo.
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4.3 Grosor intima-Media carotideo

Este procedimiento consistié en la medicién del didmetro de la intima-
media carotidea para determinar engrosamientos de la misma y asi se
valord si existia un aumento del riesgo vascular, tanto cerebral como
coronario. También se registré la presencia o no de placa ateromatosa en el

territorio carotideo estudiado.

4.3.1.1 Region anatdémica

La region anatdmica seleccionada fue el espacio cervical lateral, donde se
encuentran las arterias carétidas. El origen de la arteria carétida comun es
diferente dependiendo del lado en estudio. En la arteria carétida comun
derecha, el origen estd en el tronco braquicefalico derecho, que también da
nacimiento a la arteria subclavia derecha. La arteria carétida comun
izquierda, sin embargo, nace directamente del arco adrtico en el interior del
térax. Su trayecto es en sentido craneal, en paralelo a la yugular interna y al
X par craneal. Ya a nivel de la cuarta vértebra cervical (aproximadamente,
pues se dan muchas variaciones anatdmicas) se bifurca para dar la arteria

cardtida interna y la externa (figura 6).
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A. Carétida < A, Comtin

Comiun Derecha /{ adiis | Izquierda

Figura 6. Region anatémica estudiada donde se objetivan ambas arterias
carétidas comunes

La arteria carétida interna es la que se encarga de la irrigacién cerebral, para
lo que se sirve de las arterias cerebrales anteriores y medias principalmente,

aungue hay otras ramas de menor entidad.

La arteria cardtida externa irriga el area del cuello, la cara y el craneo:
Presenta como ramas terminales las arterias temporal superficial y la

maxilar.

4.3.2 Caracteristicas del ecégrafo

El ecdgrafo utilizado fue un Philips HD-11 XE (ver figura 7). Consiste en un
sistema que presenta un procesador de 3GHz, con 1 GB de memoria RAM
DDR 400. Asocia un monitor de 50MHz con una resolucién minima de 800

puntos por linea horizontal.
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Figura 7.Ecégrafo Philips HD-11 XE.

La sonda utilizada es lineal con una frecuencia modulable de entre 3 y 12

MHz, modelo L12-5 (ver figura 8).

Figura 8. Sonda lineal L12-5 de alta frecuencia de 12 MHz
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4.3.3 Técnica

Se utilizé una sonda ecografica lineal (caracteristicas descritas en el
apartado anterior), pues presenta un campo de vision ancho y una mayor
resolucién que sus homdlogas convexas. Dado que en el cuello no se
requiere explorar territorios de gran profundidad, las sondas lineales de alta
frecuencia son herramientas particularmente apropiadas para el estudio de

las arterias caroétidas.

Se realizd el estudio del GIM en carétida comun y bulbo de forma bilateral, y
se valoré la presencia o no de placa calcificada. El estudio de la carétida
comun (tanto unilateral como bilateralmente) es la variable utilizada en la
mayoria de los estudios recientes (53-55), aunque se ha evidenciado que en
otros también se incluye el estudio especifico del bulbo (55) y la presencia o

no de placa calcificada (53).

La sonda se posiciond sobre la region anatdomica de interés, se realizd un
estudio sistematizado del mismo, tanto en planos longitudinales como en
axiales, valorando la presencia o no de placa ateromatosa, y se registroé el
resultado. Se consideréd como positiva la presencia de placa en los casos en

los que se objetivaba un grosor mayor de 0,15 cm.

Para el estudio del GIM de las cardtidas, se tomod 1 cm del segmento a 1 cm
del bulbo carotideo para el estudio como se recomienda en las guias mas
actualizadas (53-55, 115). Se evité aquellas zonas en las que existia una
placa calcificada ateromatosa. La cuantificacion del GIM se realizé6 mediante
un software (QLAB, Philips) que identifica automaticamente el trazado entre
la intima y la adventicia media a lo largo del segmento de 1 cm (figura 9),

donde el sistema ofrecia los valores correspondientes. Este procedimiento
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se realizd hasta en 3 ocasiones para cada cardtida comun y se obtuvo la

media de las mismas.

Para el estudio del GIM de los bulbos carotideos, se procedié mediante la
misma sistematica anteriormente descrita, evitando también la presencia de
placas ateromatosas calcificadas. En este caso, no se procedio al estudio de

un segmento de 1 cm, puesto que el bulbo era de menor longitud.

Figura 9. Regidn estudiada de la arteria carétida comun.
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4.4 Cardiotomografia computerizada

Con este procedimiento se obtienen dos tipos de informacién. En primer
lugar se determina la cantidad total de calcio en las arterias coronarias
(score de calcio coronario), que sirve como estimacion del grado de
aterosclerosis de las mismas. En segundo lugar, con la administracion de
medio de contraste (angioCT de coronarias) se pueden identificar y
cuantificar las estenosis coronarias, tanto las calcificadas como las que no lo

estan.

4.4.1 Region anatomica

La exploracion se adquirié en el territorio anatdémico que se extiende desde
el dpex cardiaco hasta el tercio proximal de la aorta. De esta forma se
consiguié incluir a la totalidad de las arterias coronarias, que tienen su
origen en la aorta (figura 10). Las arterias coronarias surgen de los senos de
Valsalva, derecho [arteria coronaria derecha (ACD)] e izquierdo [arteria

coronaria izquierda (ACI)].

Arteria
coronaria

Arteria N
izquierda

coronaria
derecha &

Ventriculo
izquierdo

Fistula de
la arteria
coronaria

Ventriculo
derecho

Figura 10. Anatomia de las arterias coronarias.
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Tras su salida, la ACD discurre por el surco atrioventricular derecho, dando
ramas para la correcta vascularizacién de la zona. En el caso de que exista
una dominancia derecha (60-80% de la poblacién (116)), la arteria
descendente posterior se origina de la arteria coronaria derecha.
Posteriormente la arteria se divide originando la arteria descendente
posterior, que discurre por el surco interventricular posterior dando ramas
perforantes y ramas terminales que alcanzan el tercio inferior del septo
interventricular anterior, y la arteria posterolateral derecha que discurre

hacia el surco auriculoventricular izquierdo.

La ACI se bifurca pronto en dos ramas, la arteria coronaria circunfleja y la
arteria coronaria descendente anterior (figura 10). En aproximadamente un
33% de la poblacién se objetiva una trifurcacion, donde existe una rama
intermedia que recibe el nombre de rama marginal obtusa o ramo
intermedio (figura 10). En el caso de que la dominancia sea izquierda, la
arteria coronaria descendente posterior se originaria a partir de la arteria
coronaria circunfleja (aproximadamente 20% de los casos (116)). El
recorrido de la arteria descendente anterior trascurre por el surco
interventricular anterior dando ramas septales perforantes y ramas
diagonales, irrigando el darea anterior, medial y lateral del ventriculo

izquierdo.
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4.4.2 Caracteristicas técnicas de la cardiotomografia
computerizada

Se utilizé un equipo de General Electrics modelo Light Speed con tecnologia
de 64 cortes (figura 11), siguiendo el protocolo que se describe a

continuacion.

Figura 11. TC General Electrics LightSpeed 64X.

4.4.3 Sistematica de la exploracion

4.4.3.1 Electrocardiograma (ECG) y colocacidn de electrodos

Se utilizé un ECG para la sincronizacién del estudio con el latido cardiaco y
asi obtener la mayor calidad en la imagen diagndstica. En el caso de que la
frecuencia cardiaca se encontrara por encima de 65 latidos por minuto (Ipm)
se administraba un farmaco betabloqueante (si no existia contraindicacion).
Para que la recepcion del ECG fuese lo mas precisa posible, los electrodos se
dispusieron como muestra la Figura 12 que incluye distintas ubicaciones

posibles en funcidn de cada paciente.
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Figura 12. Alternativas para la colocacion de los electrodos (116)
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4.4.3.2 Parametros de adquisicion

A continuacion (en la tabla 3) se exponen los parametros de adquisicion del

Score de calcio y del angioTC coronario.

Valor Score | Valor
de calcio (angioTC coronario)

Helical cardiaco

Parametro de escaneado

Tipo de Escaneado

Tiempo Rotacion 0,355
Cobertura Corazén completo
Grosor de Corte 2,5mm 0,625 mm

20 mm 0,625 mm
Scan Field of View Cardiaco grande

25 cm (en el caso del estudio coronario se

Display Field of Vi AR :
Isplay rield or vView modificara si necesario)

430 100-400 (dependera del peso)
kVp 120
No tiene Se ajusta automdticamente
Post-procesado Score'de Estandar
Calcio
(mGy/cm) 1150-1750

Tabla 3. Pardmetros de adquisicién y medio de contraste

4.4.3.3 Reconstruccion de la imagen y posterior lectura
Una vez completado el escaneado del corazén, se realizd la reconstruccion

de las adquisiciones para realizar el diagnéstico.

En el caso del angioTC coronario, se dividié el ciclo cardiaco en porcentajes
que avanzan de 10% en 10% desde el 0% hasta el 90%. Tras ello, se

seleccionaron las mejores fases para el estudio coronario, que
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habitualmente fueron la del 70-80% (diastole practicamente finalizada) para
la arteria descendente anterior y la del 40-60% (final de sistole e inicio de
didstole) para la arteria coronaria derecha, siendo variable para la arteria
circunfleja. EI motivo de seleccionar estos intervalos tan concretos del ciclo
cardiaco es la necesidad de analizar aquella fase en la cual una determinada

arteria carece de movimiento, evitando asi los artefactos por éste.

A continuacidon se procedid al estudio y cuantificacion de las estenosis
existentes en los distintos vasos. Para ello se realizé en primer lugar una
reconstruccién tridimensional de los vasos asi como reconstrucciones
multiplanares, en éstos se detectaron las estenosis y a continuacién se
procedid a su cuantificacion. Se traté de un proceso automatizado con
supervisiéon humana, para asegurar el correcto marcaje de los vasos vy la
correcta toma de referencias, tanto de la zona estendtica como de la sana
para su comparacion. Asi, el sistema obtuvo, mediante el estudio
comparativo entre el area marcada como lesion y la zona de referencia, el

porcentaje de estenosis del vaso estudiado.

Asi mismo, de forma automadtica al realizar el escaneado, se realizé6 una
cuantificacién automatica del calcio en las arterias coronarias obviando el
medio de contraste y ofrecid unos valores totales de calcio (puntuacién de
calcio - Calcium Score) mediante una cuantificacién numérica que estratifica
los niveles de riesgo. Los niveles de riesgo se calculan segun el valor

numeérico como se describe en la tabla 4.
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Resultado del score de calcio coronario Nivel de riesgo
0 Sin Riesgo
<100 Bajo
100-400 Moderado
401-1000 Alto
>1000 Muy Alto

Tabla 4. Estratificacion del riesgo de evento cardiaco segun el resultado del
score de calcio coronario
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4.5 Genotipado

Los ensayos de genotipado (ejemplo en figura 13) se llevaron a efecto en las
instalaciones del Instituto de Investigacién Sanitaria Hospital Clinico de
Valencia (INCLIVA), por personal especializado. Para el analisis de los
polimorfismos de nucleétido simple (single nucleotide polymorphisms,
SNPs) se utilizd sondas TagMan de Applied Biosystem mediante PCR
cuantitativa en tiempo real, y el software termociclador para la

discriminacion alélica.

Se analizaron 4 SNPs del gen ERa, dos de ellos localizados en el intron 1
(C>T, rs2234693; y A>G, rs9340799), otro en el intron 4 (A>T, rs28385619), y
un cuarto SNP localizado en el exén 8, dentro de la regién 3’ no traducida
(T>C, rs3798577). Para el gen ERB se estudiaron dos SNPs localizados en el
intron 2 (C>T, rs1256030) y en el intron 8 (G>A, rs4986938). Con respecto al
gen de la aromatasa se analizaron 3 SNPs localizados en el intron 1 (C>G,

rs1062033), en el exdn 3 (A>G, rs700518) y en la regién 3’ no traducida

2 2 e
2 2 2

z

(rs700518). g i

BO1
BO2
BO3
BO4
BOS
BOG
BO7
BO8
BO9
B10

Figura 13. Ejemplo de genotipado
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4.5.1 Obtencion de ADN

La extraccién del ADN gendmico se realizd a partir de células nucleadas
aisladas de sangre periférica (ver apartado anterior) mediante un kit de
extraccion de ADN gendmico (RealPure Extraccién ADN gendmico, REAL,
Durviz, Valencia, Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, este método consiste en una lisis celular mediante un
detergente anidnico seguido por un paso de precipitacién salina
de las proteinas. El ADN se obtiene del sobrenadante tras la eliminacion de
las proteinas mediante precipitaciéon con isopropanol. Tras un par de
lavados con etanol al 70%, el ADN se resuspendié en tampdn TE (10 mM

Tris, 1ImM EDTA, pH=8) y se congeld a -809C hasta su uso.
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4.6 Analisis estadistico de los resultados

En el andlisis de los datos, se aplic6 un Modelo Lineal General (MLG) de
andlisis de la variancia multivariante (MANOVA). Este procedimiento
proporciona un analisis de regresién y un andlisis de varianza para multiples
variables cuantitativas dependientes (en nuestro caso, las 4 variables
resultantes de medir el grosor de las paredes de las arterias y senos
carotideos internos izquierdos y derechos) por una o mas covariables
cuantitativas [en nuestro caso, los niveles basales plasmaticos de vitamina
D, proteina C reactiva de alta sensibilidad, E2, triglicéridos, insulina, glucosa,
FSH, colesterol, HDL, LDL, DKK-1, OPG, T4 y TSH; perimetros de la cintura y
cadera; presion arterial; valor de la valoracién del modelo homeostatico de
la funcién de las células B (HOMA-B); edad de las mujeres en el momento de
la analitica; y numero de afios post-menopausia] o factores categéricos (en
nuestro caso, la variable dicotdmica que registra la presencia o ausencia de
placas de ateroma en las arterias y senos carotideos) independientes
(variables predictoras).

Para aplicar el modelo MLG Multivariante, se asumieron dos supuestos: 1)
los datos de las variables dependientes eran una muestra de vectores
aleatoria perteneciente a una distribucion normal multivariante; y 2) la
matriz de varianzas-covarianzas era igual en todos los grupos. Ademas,
debido a que no hay razones para aplicar un modelo MLG multivariante si
las variables dependientes no estan correlacionadas, se practicé la prueba
de esfericidad de Bartlett, la cual permite contrastar la hipdtesis nula de que
la matriz de varianzas-covarianzas residual es proporcional a una matriz
identidad, es decir, la hipdtesis de que las variables dependientes no estan

correlacionadas y son independientes entre ellas.
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Se realiz6 el test de una-muestra de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si
las variables seguian una distribucion normal. Cuando las variables no
presentaban esta distribucion, se aplicé la transformacién logaritmica o raiz
cuadrada para inducir la normalidad.

Para determinar si existian efectos significativos de las covariables y del
factor categérico sobre las 4 variables dependientes simultaneamente, se
utilizé el estadistico Wilks' lambda. El procedimiento MLG MANOVA
aplicado proporciond la estima de los parametros, asi como los andlisis de la
varianza univariantes (ANOVAs) para cada una de las 4 variables
dependientes por separado. Esto permitid que, cuando el andlisis
multivariante evidenciaba un efecto significativo sobre las 4 variables
dependientes simultdneamente, se pudiese concretar, discernir y localizar
sobre cudl(es) de las 4 variables dependientes las covariables y/o el factor
categdrico ejercieron un efecto significativo. En estos ANOVAs, se aplicé la
prueba de homogeneidad de varianzas de Levene, la cual contrasta la
hipdtesis nula de que la varianza de cada una de las variables dependientes
es la misma en los 2 niveles del factor categérico. En las comparaciones
entre grupos, se adoptd el nivel de significancia de P £ 0.05. Todo el analisis
estadistico se realizd con el Paquete Estadistico para Ciencias Sociales (IBM
SPSS Statistics, version 22; © Copyright IBM Corporation 1994-2013).

A no ser que se especifique lo contrario, los valores de las medias de las 4
variables dependientes especificados en el texto y tablas son medias
marginales estimadas. Estas medias estan corregidas por los efectos de las
covariables introducidas en el modelo. Los errores se expresan como
errores estandares de las medias o desviacion estandar, segun sea

apropiado.
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Numero mujeres

Resultados

5.1 Descripcion de la muestra

Este apartado incluye, como primer paso, los rasgos clinicos de la
poblacién investigada, seguido de los parametros analiticos y de los

resultados de las pruebas de imagen.

La media y la mediana de edad de las participantes fue de 63 afios con
rango de 42 a 82 aiios y, como se observa en la figura 14, la mayoria se

acumulaba entre 56 y 70 afios. Se daba un total de 92 pacientes.

40

30 4

20

10 A

oL 1 [ [ ]

40-45 46-50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76+

Edad de las mujeres (afios)

Figura 14. Distribucidén en grupos de edad de las pacientes a estudio

La edad media de la menopausia fue de 47 anos, siendo menopausia

artificial en 21 casos. El tiempo medio transcurrido desde el inicio de la
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menopausia fue de 10,8 afios. Otros rasgos clinicos de la poblacion se

encuentran en las tablas y figuras que siguen.

N2 gestaciones N2 mujeres
0 8
1 9
2 34
3 29
4+ 12

Tabla 5. Numero de gestaciones de las mujeres incluidas

El IMC esta representado en una tabla a continuaciéon, donde se
objetiva el niumero de casos que presentan un indice dentro de la

normalidad (<24,5), sobrepeso (<30) y obesidad (>30).

L1<24,5
<30

H 30+

Figura 15. Proporcion de la muestra en relacién al IMC
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El perimetro de la cintura de las pacientes presentaba un valor medio
de 90,1 cm con una mediana de 88,5 cm. La distribucién de las
pacientes se describe de forma mas visual en la grafica siguiente

(figura 16).

30

25 4

20 4

15

Numero de mujeres

10 A

O T T T T T T
65-75 76-85 86-95 96-105  105-115 >116

Perimetro de la cintura (cm)

Figura 16. Distribucién del perimetro de cintura de las mujeres
estudiadas

Respecto a los factores de riesgo cardiovascular clasicos, hubo 42
casos de HTA, utilizando como criterio la presién arterial sistdlica
mayor de 140 mmHg y/o la diastdlica superior a 90mmHg. Un 11% de
las participantes fumaba, lo que es inferior al 22.5% de fumadores en
la poblacion espafiola seglin la Encuesta Nacional de Salud 2011-2012

del Instituto Nacional de Estadistica.
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N2 Pacientes % del Total
HTA 42 55
Presion arterial 34 45
normal
No fumadoras 81 89
Fumadoras 10 11

Tabla 6. Proporcién de pacientes con HTA y fumadorasesta tabla no
esta citada en el texto

En las mujeres incluidas en el estudio, se dieron unos niveles de
vitamina D muy dispares, como se objetiva en la grafica a
continuacion. Este dato destaca en su importancia debido al auténtico
debate existente en la comunidad cientifica sobre el papel de la citada

vitamina en la evolucién del riesgo cardiovascular.
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43-54,9
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Figura 17. Distribucidn en de las mujeres en funcién de sus niveles de
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Finalmente, se realizé una evaluacion general del riesgo vascular
mediante el test RUTH, donde salvo algin caso excepcional, se
obtuvieron resultados de bajo riesgo en la mayoria de la poblacidn
(hallazgo altamente predecible dados los inexistentes antecedentes
vasculares de los sujetos incluidos en el estudio). En la grafica
siguiente se describen estos hallazgos, siendo claramente

predominante el escaso riesgo de la poblacién estudiada.

50

40 -

30 A

20 A

Numero de Pacientes

10 -

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9

% de riesgo de evento CV

Figura 18. Distribucidén en de las mujeres en funcién del riesgo de
evento cardiovascular segun el test RUTH
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5.2 Datos clinicos y analiticos

A continuacién se representan todos los datos que han sido incluidos en el
estudio. Se representan los valores medios con su desviacidn estandar en la
tabla a continuacion.

N Media Desviacion Mediana Rango
Estandar Intercuartilico

Vitamina D 71 25,1 +11,23 23,1 16,6-31,5
PCR (mg/L) 29 31 + 3,60 1,8 1,03-3,55
Cintura (cm) 76 90,1 +12,30 88,5 81-96,25
Estradiol 89 16,0 +10,84 15,1 9,2-20,1
(pg/ml)
Testosterona 18 0,6 +0,68 0,4 0,25-0,64
(ng/dL)
FSH 90 77,3 + 36,72 70,4 53,73-97,78
Triglicéridos 91 105,5 + 58,66 92 69-115
Colesterol 91 207,3 + 28,51 204 194-222,5
LDL 90 122,6 +23,90 121,5 105,25-136,75
HDL 91 63,2 + 15,86 62 52,5-71,5
Ty 82 1,2 +0,22 1,2 1,1-1,3
TSH 84 3,2 + 4,56 2,5 1,66-3,40
Glucosa 90 114,5 + 40,00 104 94-120,5
(mg/dL)
Insulina 70 10,2 + 8,80 8,3 5,03-11,7
(RUI/ml)
OPG 61 179,2 + 310,39 107,8 74-144,8
HOMA 69 81,1 + 59,22 67,8 46,28-99,85
DKK1 34 4,0 + 2,32 3,7 3,03-4,68
GIM general 353 0,69 +0,15 0,7 0,6-0,77
(mm)
GIM Carétida 88 0,7 +0,11 0,6 0,6-0,7
Derecha (mm)
GIM Caroétida 91 0,7 0,14 0,7 0,61-0,74
[zquierda
(mm)
GIM Bulbo 85 0,7 +0,14 0,7 0,59-0,79
Derecho
(mm)
GIM Bulbo 89 0,7 +0,18 0,7 0,62-0,8
Izquierdo
(mm)

Tabla 7. Medias y sus desviaciones estandar de los datos analiticos y
cuantitativos estudiados

Antonio J. Cano Marquina 75



Resultados

5.3 GIM de carétida

Se describe a continuacion el resultado del analisis de asociaciéon
estadistica entre los parametros ecograficos en pared vascular de
carétida (GIM carotideo y bulbar y la presencia de placa mediante
ecografia) y los demas factores de riesgo incluidos en el estudio. A fin
de simplificar la descripcion, se muestra solamente aquellas
asociaciones en las que se detectd significacion estadistica. El orden a
seguir sera el de factores de riesgo clinicos, seguidos de los
pardmetros analiticos. Los resultados con SNPs de genes relacionados

con la accidn estrogénica se describiran juntos en una seccién final.

5.3.1 GIM de carétida frente a edad

La edad se mostrd también como un factor asociado positivamente al
GIM en ambas carétidas (p=0,028 en la izquierda y 0,027 en la

derecha).
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GIM caroétida derecha (mm)

GIM cardtida izquierda (mm)

Resultados
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Figura 19. Estudio del GIM carotideo bilateral frente a edad
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5.3.2 GIM de carotida frente a ailos desde la menopausia

Se encontré un incremento del GIM izquierdo en relacién con el
numero de afios desde la menopausia, que rozd la significacion
estadistica (p=0,055), y con una distribucién que sugiere una clara

tendencia.

1,4

1,2 A

GIM cardétida izquierda (mm)

0,2 T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Afos desde la menopausia

Figura 20. Estudio del GIM carotideo izquierdo frente a afios desde la
menopausia
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GIM cardétida izquierda (mm)

Resultados

5.3.3 GIM de cardtida frente a perimetro de cintura

La grafica muestra la asociacion estadistica entre el GIM de la cardtida
izquierda y el perimetro de la cintura. Existe una tendencia al
incremento del GIM en relacion al aumento del perimetro de la
cintura, siendo los resultados estadisticamente significativos

(p=0,035). En el lado contralateral los resultados mostraron una

p=0,68.

1,4
[ ]
1,2 1
[ ]
0,4 +
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Perimetro cintura (cm)

Figura 21. Asociacion de GIM carotideo izquierdo con perimetro
cintura
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GIM carétida derecha (mm)

Resultados

5.34 GIM de cardtida frente a proteina C reactiva

La grafica muestra el estudio estadistico entre los valores de PCR y el
GIM de la cardtida. Como se puede observar, existe una clara
tendencia al incremento del grosor carotideo derecho en relacién al
aumento de los niveles de PCR sérico, siendo los resultados

estadisticamente significativos (p=0,015).

1.1
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Figura 22. Estudio del GIM carotideo derecho frente a PCR
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GIM carétida izquierda (mm)

Resultados

5.3.5 GIM de carotida frente a glucosa

Los niveles de glucosa mostraron también una asociacion estadistica
con el GIM de la carétida izquierda (p=0,021). Como se puede
observar, existe una minima tendencia al incremento del GIM con el
aumento de los niveles de glucosa. No obstante, se puede identificar
un mayor potencial discriminativo con los niveles de glucosa sérica
superiores a 120 mg/dL. En el lado contralateral los resultados

mostraron una p=0,78.

1,4

1,2 A
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Figura 23. Estudio del GIM carotideo izquierdo frente a glucosa sérica
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5.3.6 GIM de carédtida frente a insulina

Como ocurrié con la glucosa, y con un patrén no muy distinto de la
misma, los niveles de insulina se asociaron también significativamente
(p=0,011) y de forma positiva con los valores de GIM en cardtida
izquierda. Existe una concentracién de los valores insulinicos entorno

a las 10 pUI/ml, valor considerado dentro de la normalidad.

1,4

1,2

GIM cardétida izquierda (mm)
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0 10 20 30 40 50 60

Insulina (uUI/ml)
Figura 24. Estudio del GIM carotideo izquierdo frente a insulina sérica
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GIM carétida izquierda (mm)

Resultados

5.3.7 GIM de carétida frente a estradiol

Los niveles de estradiol se asocian de forma significativa (p=0,002
para carétida izquierda y p=0,034 para la derecha) con los del GIM en
ambas cardtidas. Como se objetiva en las figuras 25 y 26, los valores
del GIM de ambos vasos presentan un descenso de su grosor a medida

gue los niveles de estradiol sérico se incrementan.

1,4
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Figura 25. Estudio del GIM carotideo izquierdo frente a estradiol
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1,1

GIM carétida derecha (mm)

04 T T T T

Estrégenos (pg/ml)

Figura 26. Estudio del GIM carotideo derecho frente a estradiol
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GIM bulbo derecho (mm)

Resultados

5.4 GIM de bulbo carotideo

Los valores en bulbo presentaron menos poder discriminativo que los
observados en carétida comun, pero reprodujeron practicamente
todos los valores que en carétida aparecieron con asociacion mas

potente.

5.4.1 GIM de bulbo carotideo frente a edad

La grafica muestra el estudio estadistico entre la edad y el GIM del
bulbo carotideo. Se identifica una clara tendencia del valor del GIM en
la carétida derecha al incremento en edades mas elevadas. En ambos
casos, los resultados fueron estadisticamente significativos (p=0,002

en carétida comun derecha y p=0,001 en izquierda).

1,4

1,2 +

Edad (afios)
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GIM bulbo izquierdo (mm)

Resultados
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27. Estudio del GIM de bulbo bilateral frente a edad
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GIM bulbo izquierdo (mm)

Resultados

5.4.2 GIM de bulbo frente a anos desde la menopausia

Como se detectdé para la cardtida comuin, también aqui se detectd una
asociacion positiva entre el grosor del bulbo izquierdo y el nimero de

afios desde la menopausia (p=0,068).

1.1

0,4 T T T T T

0 10 20 30 40 50

Afos desde la menopausia

Figura 28. Estudio del GIM del bulbo izquierdo frente a afios desde la
menopausia
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GIM bulbo derecho (mm)

Resultados

5.4.3 GIM de bulbo frente a niveles de estradiol

La grafica muestra el estudio estadistico entre los niveles séricos de
estradiol y el GIM del bulbo carotideo. Existe una importante
dispersidn de los valores representados con una discreta tendencia al
incremento del grosor del bulbo derecho en relacién a la disminucidn

de los niveles estrogénicos (p=0,096).
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Figura 29. Estudio del GIM del bulbo derecho frente a niveles
circulantes de estradiol
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5.5 Resumen del resultado estadisticamente
significativo del GIM en carétida y bulbo
carotideo

En la tabla 8 se objetiva un resumen de los resultados

estadisticamente significativos obtenidos en las distintas regiones

anatdmicas estudiadas mediante la medicién del GIM.

Bulbo
Derecho

Bulbo
Izquierdo

Carétida Carétida
lzquierda Derecha

Edad
Perimetro
Cintura
PCR

ultrasensible
Glucosa
Insulina
Estradiol

Tabla 8. Resumen de las variables que de forma independiente mostraron impacto
GIM en las distintas zonas anatémicas
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5.6 Presencia de placa ateromatosa

5.6.1 Placa calcificada frente a edad

La figura 30 representa la frecuencia de la presencia o no de placa
calcificada en funcién de los distintos grupos de edad. Como queda
expuesto, el grupo que practicamente acumula casi todos los casos
con placa detectables es el del intervalo etario de 60-69 afios, que es
también el mas numeroso. Luego, no vuelve a identificarse placa hasta
la edad mas avanzada, el Unico caso con intervalo de 80 a 89 afios. No
hubo ninguna deteccidn en las mujeres de 70 a 79 afos, pero dado el
bajo niumero de casos por encima de 70 afios, cualquier conclusidn
aqui debe tomarse con cautela. No obstante, las diferencias fueron
estadisticamente significativas entre la presencia de placa en funcién

del aumento de la edad (p=0,00).

35

30 A S
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Presencia de placa

10 A

0 I nc

0-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Edad (afios)

Figura 30. Presencia de placa calcificada en funcion de los grupos de
edad
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Presencia de placa
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5.6.2 Placa calcificada frente a perimetro de cintura

La figura 31 representa la frecuencia de la presencia o no de placa
calcificada en funcién de los distintos grupos de perimetro de la
cintura. Se puede apreciar que la presencia de placa es evidente en
todos los subgrupos estudiados, siendo especialmente prevalente
entre los 81 y 100 cm de perimetro de cintura. Los resultados son
estadisticamente significativos al realizar el estudio entre el perimetro

de la cintura y la presencia o no de placa ateromatosa, con una

p=0,028.
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Figura 31. Presencia de placa calcificada en funcidn del perimetro de
la cintura
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5.6.3 Placa calcificada frente a niveles de estradiol

La figura 32 representa la prevalencia de placa calcificada en funcidn
de los distintos estratos de nivel estrogénico. Llama la atencidn que la
presencia de placa calcificada se da en los grupos que presentaban
menores niveles séricos de estradiol, siendo especialmente
importante la presencia de placa en el grupo de valores comprendidos

entre 0 y 20. Estos datos son estadisticamente significativos con una

p=0,033.
30
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Figura 32.Presencia de placa calcificada en funcién de los niveles de
estradiol
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5.7 Resultados de CTC

5.7.1 Score de calcio coronario

La tabla 9 describe los resultados obtenidos para score de calcio
coronario (SCC) mediante el estudio tomografico de las coronarias.
Como se puede objetivar, tan solo se ha explorado a 32 mujeres; de
ellas, en tan solo 5 se han descrito indices de riesgo superiores a

“bajo”, siendo Unicamente 1 caso para cada indice de “alto” o “muy

alto riesgo”.

Resultado SCC N¢ Mujeres Riesgo CV
<100 27 Bajo
100-400 3 Moderado
>400-1000 1 Alto
>1000 1 Muy Alto

Tabla 9.Resultados de las Mujeres en el score de calcio coronario

5.7.2 AngioTC de coronarias

Los resultados mostrados tanto en la tabla 10 como en la figura 33 son
bastante similares a los obtenidos mediante el estudio del SCC. Se
objetiva un gran numero de sujetos (la mayoria) sin ninguna lesién
significativa en los vasos y un grupo de 6 pacientes (el 19%) que tienen

algun tipo de riesgo.

Estenosis Coronaria N2 Mujeres
No lesiones 26

50% 2

50-70% 1

>70% 3

Tabla 10. Estenosis estudiada mediante AngioTC de coronarias (%
estenosis en cualquier coronaria)
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30
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0 , —

No Lesiones <50% 50-70% >70%

Estenosis coronaria

Figura 33. Prevalencia de lesiones coronarias tras el AngioTC
coronario

Existen unas pequefias reclasificaciones de pacientes que modifican su
indice de riesgo. Esto es debido a que el estudio angiografico no
invasivo es mucho mas detallado y permite valorar tanto las lesiones
calcificadas como las que no lo estdn. Por ello, pacientes que
presentaban unas categorias de riesgo pasan a otras. En la Tabla 11 se
hace una comparativa global de los resultados de las dos pruebas,
mientras que en la tabla 12 se representa qué pacientes han sido

reclasificadas en funciéon de la prueba elegida.
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Resultado Ne Riesgo Estenosis N2 Mujeres
CACS Mujeres CvV Coronaria
<100 27 Bajo No lesiones 26
100-400 3 Moderado <50% 2
>400-1000 1 Alto 50<70% 1
>1000 1 Muy Alto 70-100% 3

Tabla 11. Comparativa de los dos graficas anteriores

Numero de pacientes  Riesgo (Score de calcio Riesgo AngioTC
coronario) coronario
2 Bajo Moderado
2 Moderado Bajo
1 Moderado Muy alto
1 Bajo Muy alto

Tabla 12. Reclasificacién de las pacientes en funcién de la prueba
utilizada
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Como se puede observar en la tabla 13, la presencia o no de placa en
carétida o bulbo parece no tener relacion con el riesgo de presentar
una lesién coronaria. No obstante, si que parece identificarse una
tendencia en el caso del riesgo cardiaco y el GIM maximo (sin tener en

cuenta qué zona anatdmica) de las pacientes de las que se dispone de

las 4 areas de estudio.

Paciente SCC AngioTC Placa GIM max Cuartil

calcificada (GIM)

1 Bajo Bajo v 0,69 Medio
2 Bajo Bajo v 1,00 Alto
3 Moderado Bajo X 1,00 Alto
4 Bajo Bajo v 0,97 Alto
5 Bajo Bajo v 0,85 Alto
6 Muy Alto Muy Alto X 0,78 Alto
7 Alto Alto X 0,81 Alto

8 Moderado Bajo X 0,68 Medio
9 Bajo Muy Alto X 0,83 Alto
Moderado Muy Alto X 0,84 Alto
Bajo Bajo v 0,98 Alto
Bajo Bajo X 0,92 Alto

Tabla 13. Resultados de las pacientes con algun tipo de riesgo en
alguna de las pruebas que presentaban resultados para las 4 areas a
estudio
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5.8 Polimorfismos de Nucleédtido Simple
(SNPs)

5.8.1 Receptores estrogénicos beta (rs4986938)

5.8.1.1 rs4986938 frente a GIM de caroétida derecha

Como se puede objetivar en la gréfica, se han obtenido resultados
estadisticamente significativos al realizar el estudio entre el receptor
beta estrogénico (rs4986938) con el grosor de la intima-media de la

carétida derecha, con una p=0,040.

rs4986938 Receptor Estrogénico Beta

GIM carétida derecha (mm)

0,8
_|_
T
T
0,6 -
0,4 -
0,2 A
0,0 T T T
CcC CT TT

Variabilidad alélica

Figura 34. Representacion de la variabilidad alélica en relacion al
GIM de la carétida derecha
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5.8.2 Receptores Vitamina D (rs11568820)

5.8.2.1rs11568820 frente a GIM de carétida izquierda

Para el estudio del receptor de Vitamina D (rs11568820), también se
han obtenido resultados estadisticamente significativos al cruzarlo con
el GIM de la cardtida izquierda, obteniendo unos valores con una

p=0,025.

rs11568820 VDR
0,8

0,6 - T

0,4 -

0,2 -

GIM carétida izquierda (mm)

0,0 T T
CC+CT TT

Variabilidad alélica

Figura 35. Representacién de la variabilidad alélica en relaciéon al GIM
de la carédtida izquierda
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Discusion

Nuestro trabajo ha pretendido explorar un periodo clave en el desarrollo de
la ECV de la mujer, el que se centra en los aifos que siguen a la menopausia.
Es ahi donde se desarrollan las lesiones ateromatosas que van a constituir el
sustrato de la enfermedad, y que definen la ventana en la que hay margen
de actuacién para desencadenar prevencion primaria. Conocer mejor este
periodo es considerado crucial en la actualidad, y ahi por tanto decidimos

concentrar nuestro esfuerzo cuando se disefio el presente trabajo.

Siendo este periodo importante, es llamativo que ha sido poco investigado.
Para ello, hemos seleccionado a un grupo de mujeres que, en un cierto
abanico de edad, se mueven con estas caracteristicas. Hemos querido que el
abanico etario sea algo amplio a fin de asegurar que captamos los
momentos clave de ese periodo. Una vez cumplido este requisito, hemos
incluido para ello biomarcadores de imagen, es decir, indicadores que a
priori resultan ser excelentes candidatos para detectar procesos
ateromatosos ya en marcha, y nos hemos focalizado en dos territorios clave,
la carétida y las coronarias. Ya asegurada una captacion de datos con estas
tecnologias, hemos afiadido un exhaustivo analisis de factores de riesgo
clinicos y analiticos, que hemos contrastado con los biomarcadores de

imagen.

Finalmente, y no menos importante, hemos investigado qué papel pueden
tener los estrogenos en este contexto, a fin de ampliar la informacién sobre
su implicacién en la protecciéon frente a la aterogénesis, una cuestién de
primer nivel de importancia y sobre la que hay un tremendo debate en la
literatura y entre los investigadores. Niveles circulantes de estrégenos vy
variantes polimorficas en genes implicados en la accidn estrogénica han sido

integrados a fin de responder a esta cuestion. Todo ello lo hemos
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incorporado en un estudio sobre una poblacién de mujeres no seleccionadas

por un perfil especifico de enfermedad y con un disefio cruzado.

La estructuracidn de este apartado se ha hecho en funcién del fenotipo de
las pruebas de imagen. Antes de ello se van a hacer, no obstante, algunas

consideraciones de orden metodoldgico.
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6.1 Consideraciones metodoldgicas

Es importante subrayar la consistencia de las exploraciones incluidas en el
estudio. Como a continuacion se describe, los datos resultan de la
colaboracién de un equipo multidisciplinar de especialistas, que han hecho
posible integrar datos variados a partir de un Unico colectivo que presenta

las caracteristicas singulares, género y edad, que ya se han descrito.

En tal sentido, las determinaciones analiticas se han hecho siempre en el
mismo laboratorio, con procedimientos que no han cambiado, y sobre una
base de automatismo absoluto, lo que evita los errores derivados de la

manipulacién humana.

En cuanto al estudio gendmico, las muestras de ADN han sido también
manipuladas en condiciones estandarizadas, sin modificaciones de
procedimiento, y en un laboratorio experimentado, como es el del
Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de
Medicina, y con los grandes equipos del Instituto de Investigacion del
Hospital Clinico Universitario de Valencia (INCLIVA). Se trata de un
laboratorio experimentado, que en este campo es dirigido por genetistas
lideres en tecnologia gendmica avanzada, como demuestra su curriculum

investigador.

Finalmente, las pruebas de imagen han sido realizadas de acuerdo a
estandares de calidad contrastados. La valoracion del GIM se ha hecho con
el mismo ecdgrafo y por el mismo investigador, siempre de acuerdo a las
normas de exploracién emitidas por asociaciones cientificas internacionales,

como es la Asociacion Americana del Corazén (AHA, American Heart
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Association). La valoracion coronaria se ha realizado en un centro
experimentado, como es el de ERESA-Hospital General Universitario de
Valencia, con cardidlogos especialistas en imagen cardiaca y con tecnologia
de CTC capaz de detectar lesiones precoces en el territorio coronario. Todos

estos extremos han sido descritos con detalle en la seccion de Métodos.
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6.2 Valoracion del GIM y de la presencia de placa
calcificada en carodtidas y bulbo:

Un rasgo llamativo ha sido el mayor potencial discriminativo de Ia
exploraciéon en la carétida comun que en el bulbo. Asi y todo, las variables
gue han resultado significativamente asociadas con GIM en bulbo, la edad
fundamentalmente y, con una fuerte tendencia el estradiol y los afios desde
menopausia, se han reproducido en carétida comun. La cardtida comun, por
su parte, ha revelado ademds una asociacidon significativa con otras
variables, el perimetro de la cintura y glucosa-insulina entre los factores de
riesgo, y la PCR ultrasensible entre los biomarcadores. El papel de los
estrégenos sale reforzado, por su parte, como consecuencia de los datos

gendmicos.

Comentaremos por separado cada una de las variables.

62.1 Edad

La asociacién con la edad tiene un interés especial. Se trata de un hallazgo
acorde a lo descrito en mucho de lo publicado hasta la fecha, de suerte que
actua por tanto como factor de confirmacién de la consistencia de nuestros
datos. Esta asociacidn tiene relevancia desde la perspectiva del andlisis de la
historia natural de la aterosclerosis. Como se ha descrito con anterioridad, la
enfermedad se inicia desde edad temprana. Evoluciona en el tiempo con
afectacidn endotelial en las fases iniciales y sufre un proceso de reparacion
continuo. El tiempo, por tanto, determina una acumulacion de procesos de
lesion-reparacion, que forman la base para el desarrollo de placas iniciales.

Las placas adquieren los fenotipos propios de formas mads avanzadas, en un
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proceso donde hay factores moduladores, como son el género, los estilos de

vida, la susceptibilidad genética, y otros.

De acuerdo con ello, la asociacién encontrada otorga consistencia a
nuestros datos, y a la vez confirma que nuestros sistemas de exploracion
son capaces de discriminar adecuadamente, incluso en edades en las que las
lesiones son todavia lo suficientemente tempranas como para no

condicionar riesgo inmediato.

También de interés, la potencia de esta asociacién se confirma por la
aparicién en la exploracion de los dos territorios, cardtida comun y bulbo.
Esto es interesante, pues las turbulencias de flujo en el bulbo le definen a
priori como un territorio particularmente susceptible a la generacién de
lesiones endoteliales y a la aparicién de placa. La accién de cizallamiento
esperable en los acodamientos ha sido muy estudiada, de suerte que la
potencia del flujo ejerce un efecto de regulacién endotelial mediada por
factores mecanicos. El endotelio actia como una interfase que genera una
serie de sefales en respuesta a las fuerzas hemodindmicas. Descrito en la
literatura internacional como “mechanotransduction”, el proceso
condiciona activacion de canales iénicos y dindmica de proteinas del
citoesqueleto, que convierten a estos puntos como lugares de desarrollo

preferencial de placa (117) (figura 36).
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Figura 36. Mecanoreceptores y sefializacion intracelular del endotelio
arterial. Representacion esquemadtica de una variedad de moléculas
asociadas a la membrana y a los microdominios que se cree que afectan al
endotelio, convirtiendo sefiales mecdanicas en quimicas

Estas diferencias no han sido detectadas en el intervalo vital representado
por nuestra cohorte, lo que puede obedecer a varios factores, tales como el
mencionado intervalo de edad, la peculiaridad impuesta por el género
femenino, o bien las propias caracteristicas de la potencia del flujo en Ia
cardtida, que tiene entidad suficiente como para suponer unas
caracteristicas de cizallamiento no alejadas de las encontradas en el bulbo.

A todo ello es preciso afadir el resultado obtenido al relacionar los afios
desde la menopausia con el GIM. Bien es cierto que los resultados no son
estadisticamente significativos (p=0,055), pero se aproximan lo suficiente
como para evidenciar una tendencia clara similar al comportamiento de

edad respecto al GIM en las distintas zonas anatdmicas estudiadas. Por todo
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ello, estos datos son generadores de hipdtesis e incitan a estudiar mas a

fondo con una poblacién mayor.

6.2.2 Estrogenos

Nuestros datos muestran que el nivel circulante de estradiol se relaciona
con el GIM. Mds aun, el estudio de polimorfismos de los genes de los
receptores estrogénicos beta y de la aromatasa muestran que hay
asociacion entre los datos de imagen y ciertas formas polimorficas. Por
tanto, no soélo los niveles circulantes, sino la sensibilidad tisular, estan
enmarafados con el conjunto de factores que crean diferencias entre las

mujeres para la susceptibilidad a la aterosclerosis.

Esto es de mucho interés, pues enlaza con varios estudios en la literatura
gue se han planteado un objetivo similar. Como se ha descrito en la
introduccién, hay multitud de bibliografia describiendo el impacto de los
estrégenos en la salud endotelial, con resultados no siempre compatibles.

Actualmente hay dos grandes planteamientos. El primero se focaliza en la
accién de la reposicién con estrégenos en la mujer postmenopausica. Tras
diversos estudios de observacion demostrando beneficio, los estudios
aleatorizados de mas entidad encontraron que la proteccién no se producia,
y que incluso habia incremento de riesgo cuando la reposicidon se llevaba a
efecto en mujeres de edad avanzada(16). La matizaciéon sobre la edad
avanzada es importante. Ademds, posteriormente ha habido
puntualizaciones adicionales, en funcién de si se asocian o no progestagenos
al tratamiento (118), o el tipo de estréogenos usado (119). Como resultado
de ello, se postula que el efecto es neutro o incluso se asocia, en linea con lo

sostenido en el pasado, con beneficio frente a la ECV (120).
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Pero todo esto se refiere, como hemos dicho, a la administracion de
estrogenos exdgenos. El segundo de los planteamientos intenta detectar si
el nivel de estréogenos circulantes, siempre bajo obviamente por tratarse de
mujeres postmenopausicas, puede asociarse con cierto nivel de proteccion.
La diferencia de este planteamiento es que aqui no hay estrégenos
exdgenos en juego, ni entran en consideracién mecanismos que puedan
ponerse en marcha por potenciales efectos farmacoldgicos, o asociados a la
via de administracion, etc.

Este segundo planteamiento es el de nuestro estudio, que en tal sentido
presenta valor, pues hay menos datos en la literatura, particularmente con
nuestro perfil de mujeres en edad susceptible y sin riesgo especial aparente.
Los datos que se han publicado presentan cierta variedad. De hecho, un
reciente estudio caso-control en mujeres con enfermedad arterial isquémica
encontré aumento de riesgo con el nivel circulante de estrégenos, si bien
s6lo en ciertas variantes genotipicas relacionadas con el receptor de
estrégenos (121), pero una revisién sistematica es, reconociendo las
limitaciones impuestas por la ausencia de datos, acorde a nuestros
resultados (122).

Como consecuencia, hemos de considerar que el efecto de niveles bajos
pero sostenidos, sin potencial para inducir proteinas hepaticas implicadas en
la trombogénesis, y sin variantes moleculares que puedan inducir efectos
diferenciales a nivel de los receptores estrogénicos de la pared vascular,
determinarian cambios acordes a lo descrito en estudios de intervencion,
experimentales y muchos de los clinicos, disponibles en la actualidad. Si hay
o no un efecto sobre lipidos circulantes es menos claro a las concentraciones
gue encontramos en estas mujeres. Tampoco esta claro si hay efecto sobre

la sensibilidad a la insulina, a tenor de nuestros datos con el indice HOMA
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(123, 124). También de interés, los niveles circulantes se asociaron con
reduccidon en los niveles de PCR, subrayando de esa forma los efectos
antiinflamatorios y vasculoprotectores de los estrogenos en la mujer (125-

128).

6.2.3 Perimetro de cintura

Un dato de mucho interés en nuestro estudio es la asociacion
estadisticamente significativa del perimetro de cintura con la presencia o no
de placas vy, especificamente, en la carétida izquierda. Este hallazgo
reproduce en nuestra cohorte, donde procede recordar de nuevo su perfil
femenino y de edad temprana, el impacto de un factor de riesgo detectado
en estudios de asociacién que incluyen episodios clinicos. De nuevo, esta
asociacién afiade consistencia a los resultados obtenidos en nuestro estudio.
Esta asociacion tiene particular importancia al tratarse de mujeres, pues
junto a los cambios en lipidos, el otro rasgo confirmado en estudios
observacionales, transversales y longitudinales, sobre el impacto de la
menopausia en la mujer, surge el cambio en la arquitectura corporal (14,
129).

La acumulacién de grasa en la cintura, con un patréon masculino, ha sido
atribuida a multiples factores. Uno de ellos es hormonal. La menopausia en
si condiciona una reorganizaciéon de la grasa de la mujer como consecuencia
de un incremento en los niveles de testosterona libre, tal y como se ha
encontrado en analisis de regresion multiple (130). La caida en los niveles de
estréogenos se ha considerado como factor determinante en este aumento
en la fraccidn libre de testosterona. El aumento del perimetro de la cintura

se encuentra altamente relacionado con el sindrome metabdlico, en el que
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se incluye un aumento del colesterol total (con aumento de las LDLs y
disminucion de las HDLs) (14). También se le relaciona con el aumento de la
resistencia insulinica, que en nuestro analisis ha emergido también como
factor independiente asociado significativamente con el incremento del GIM
en carétida. Por tanto, el impacto del perimetro de cintura en nuestra
cohorte estd condicionado también por otros factores, sobre los que
solamente podemos especular.

Uno de estos factores puede ser el descenso de actividad fisica. A estas
edades baja significativamente la actividad, con aumento del sedentarismo.
Este hallazgo se reproduce de manera persistente a escala mundial (131). La
obesidad lleva implicitos una serie de cambios analiticos que se encuentran
muy relacionados con el incremento en el riesgo vascular. El papel de ciertas
adipoquinas, por ejemplo, estd bien establecido (132). Junto a ello, los
adipocitos de la grasa central se han implicado en multitud de mecanismos
paracrinos y endocrinos que han sido implicados en inflamacién, disfuncién
endotelial, amén de un desequilibrio desfavorable en la produccién de
adipokinas, como se sefiala anteriormente (133). Es posible que algunos de
ellos tengan impacto detectable por técnicas de imagen tanto en carétidas

COMO en coronarias.

6.2.4 Glucemia e insulinemia

La estrecha relacién entre los niveles de glucosa e insulina, expresada en el
indice HOMA, nos lleva a contemplar el andlisis de ambos factores en su
conjunto.

La insulina ha sido considerada como un auténtico factor de riesgo
cardiovascular (134-136). Y ello es por su conocido papel favorecedor de la

calcificacion parietal de las arterias, y especificamente de las coronarias
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(136). Estos hallazgos son congruentes con las publicaciones que defienden
que el efecto de la glucosa y su metabolismo afecta de forma generalizada a
la arteriosclerosis, no centrandose exclusivamente en los eventos cardiacos.
Es dificil separar las acciones del duo glucosa/insulina de las ya comentadas
para la obesidad central. El andlisis de nuestros datos otorga
responsabilidad especifica a las primeras, ademas del impacto que ofrece

per se la segunda.

6.2.5 Marcadores de inflamaciéon (PCR ultrasensible)

Puesto que la aterosclerosis es considerada una enfermedad inflamatoria, es
esperable que se asocie a aumentos en los niveles circulantes de PCR.
Estudios observacionales con alto nimero de participantes han confirmado
la asociacién. Sin embargo, no se ha consolidado como un marcador de
entidad suficiente como para discriminar individuos susceptibles en la
clinica. Por otro lado, la asociacién se ha establecido en poblacién
americana, donde la prevalencia de la ECV es considerablemente mas alta
gue en nuestro pais. Por ese motivo tiene especial interés inspeccionar
nuestros resultados al respecto.

La cuantificacién de PCR ultrasensible en suero ha demostrado utilidad para
monitorizar la progresion de enfermedades y la eficacia de tratamientos en
distintas formas de las mismas. Como marcador de riesgo de aterosclerosis
ha mostrado gran estabilidad, pero con valores que cambian segun factores
étnicos, como demuestra el estudio SWAN en mujeres norteamericanas de
diversos origenes étnicos (137). De particular interés, la PCR ha mostrado
una especializacidn por la aterosclerosis de carétida, de suerte que se ha
sugerido un papel activo de la PCR en el desarrollo de placas carotideas y en

la progresién de la enfermedad ateromatosa carotidea (138). Constituye por
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tanto el biomarcador de inflamacion ideal frente a esta variante regional de

aterosclerosis.

No esta claro si otros marcadores de inflamacion podian haber resultado
mas discriminativos. Hay varios en la literatura, por ejemplo, la interleukina
6, la proteina quimiotdctica de monocitos tipo | [monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1)], u otros. Pero los datos clinicos en la bibliografia
internacional son escasos, y los datos de nuestro entorno aun mas. En
nuestra poblacién hay mas experiencia con factores de riesgo tipo lipidos,
hipertensioén, tabaco, o cualquiera de los denominados factores de riesgo

“potentes”.

6.2.6 Vitamina D

Nuestro estudio presenta como rasgo interesante la informacién sobre los
niveles de vitamina D en las mujeres exploradas. Esto tiene el interés de
poder evaluar su impacto como indicador frente a otros factores de riesgo
analiticos o de imagen. En la literatura hay una pléyade de publicaciones
gue analizan el papel de la vitamina D como indicador de riesgo, y los
resultados no son siempre uniformes (139-143).

En nuestra serie existe una relacién estadisticamente significativa entre el
GIM de la cardtida comun izquierda y el receptor especifico de Vitamina D.
Dada la escasa muestra del estudio, esto sugiere que con un estudio de
mayores dimensiones, se pueda obtener resultados muy interesantes. Los
mecanismos potenciales por los cuales la vitamina D puede modular Ia
progresion de la arteriosclerosis han sido investigados por diversos autores.
Por ejemplo, se ha descrito que la vitamina puede afectar la funcion

endotelial, de suerte que los niveles bajos se asocian a una fisiologia
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deteriorada del endotelio en mujeres premenopdusicas sin patologia e,
interesante, que la intervencion suplementando por sélo 6 meses se sigue
de una mejora palpable, evaluada por mejora de la dilatacién mediada por
flujo y por un incremento en células progenitoras endoteliales en circulacion
(143). lgualmente, los niveles de vitamina D se han asociado con los de PCR
en individuos jévenes y nifios con lupus (142), lo que apoya un papel
también en los procesos inflamatorios subyacentes a la propia
arteriosclerosis. Nuestro estudio va mas alld, pues presenta asociacidon con
variantes alélicas del receptor de Vitamina D, lo que constituye una novedad
a resaltar. Curiosamente, esta asociacion no se ha dado en el caso del
estudio del GIM en ninguno de los territorios del eje carotideo con los
valores analiticos de la vitamina.

Contrariamente a lo descrito por el estudio genético, algunos autores no
han encontrado relacién alguna entre la evolucién de la aterosclerosis y su
asociacién a la vitamina D. Asi lo muestra una revisién sistematica de 7
estudios (139). Como describen los autores, la evidencia es insuficiente para
pronunciarse, pues los estudios incluyen muestras cortas, no ajustan para
factores de confusidn y emplean niveles de corte para considerar niveles
bajos de vitamina D que son inconsistentes. Frente a todo ello, el nuestro no
analiza variaciones alélicas especificas de receptores de Vitamina D en
relacién al GIM carotideo.

El efecto de la vitamina D en la arteriosclerosis precisa de investigacién mas
profunda. De hecho, algunos investigadores encuentran que tanto el déficit
como el exceso de la misma son perjudiciales para la evolucion de la
arteriosclerosis. En tal sentido, el amplio abanico de variables incluido en
nuestro estudio puede aportar valor por cuanto otros parametros

relacionados con la enfermedad son analizados en la misma cohorte. El
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perfil de todas las participantes, de acuerdo al progresivo descenso que se
ha descrito con la edad, presentaron niveles considerados por debajo de los

niveles dptimos (ver figura 17 en la seccidn de Resultados [Vit D]).

6.3 Cardiotomografia computerizada (score de
calcio y angioTC coronario)

El siguiente apartado corresponde a los estudios de imagen de CTC. Su gran
ventaja es que aportan datos del territorio coronario, y por tanto nos
relacionaria mas directamente con la aterosclerosis en este territorio, mas
prevalente y mas impactante desde el punto de vista clinico. Por el
contrario, se trata de estudios con exposicién a la radiacién, que es un
elemento a tener en cuenta al valorar el riesgo-beneficio. En cualquier caso,
el bajo numero de estudios en mujeres con esta técnica (CTC) no nos
permite concluir nada, pues apenas se cuenta con 6 casos de riesgo
significativo, pero si para valorar las diferencias entre las dos pruebas vy
como algunas pacientes pueden llegar a ser reclasificadas en los distintos
grupos de riesgo en funcidon a la prueba a la que se sometan. Como se
describe con anterioridad, el CACS realiza una cuantificacién de la presencia
total de calcio en las arterias coronarias; mientras que el AngioTC coronario
realiza un estudio mas exhaustivo de las estenosis reales que se encuentran
en los vasos, valorando tanto las lesiones calcificadas como las que no lo

son.
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Una vez analizados todos estos datos, debemos tener en cuenta el marco
comun de los distintos mecanismos diagndsticos aqui propuestos y su
caracter preventivo.

Por tanto, consideramos que cada uno de los métodos de imagen ha

mostrado utilidad en un campo concreto en funcién de cudl se valore.

Mientras unos son mas especificos para una patologia (como la ecografia de
cardtidas para el ictus o la CTC [SCC y angioTC coronario] para los eventos
cardiacos), otros nos permiten realizar una valoracion mucho mas precisa de
la patologia ya establecida (grado de estenosis concreto de las arterias

coronarias).
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Conclusién

A la luz de los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

La edad se comporté como el principal factor de riesgo para la
presencia de aterosclerosis incipiente o en grado moderado en la
mujer.

Los estrégenos demostraron un potencial modulador sobre los
parametros medidos en carétida.

El impacto de los estrégenos se confirmé para los niveles circulantes
y para las variantes de polimorfismo de nucledtido simple en el
receptor beta.

El grosor intima-media de cardtida comun, en una u otra carétida,
presentd asociacion estadistica significativa con otros factores de
riesgo tradicionales, concretamente, perimetro de cintura, glucemia,
insulinemia, PCR ultrasensible y vitamina D.

Hubo cierta heterogeneidad en el comportamiento del grosor
intima-media segun la regién anatdmica, de forma que en general, el
bulbo carotideo las presentéd con menos frecuencia que la carétida
comun.

De igual forma, la presencia o no de placa ateromatosa en la regién
carotidea otorgd menor precisién que el estudio del grosor intima-

media en la misma regién anatdmica.

La aterosclerosis coronaria emergid como un parametro probablemente

mas tardio que los cambios en cardtida. Eso explica que en nuestra cohorte,

constituida por mujeres sin factores de riesgo y en un intervalo de edad

limitado, las lesiones detectadas fueran escasas. Aunque eso permitio cierta
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reclasificacidon de pacientes, los datos no permitieron establecer potenciales

asociaciones con los factores de riesgo evaluados.
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Anexos

9.1 Acronimos y Abreviaturas

NOMENCLATURA

Arteria coronaria derecha

Arteria coronaria izquierda
Accidente Cerebro-Vascular

Acido desoxirribonucleico

American Heart Association
Accidente Isquémico Transitorio
Atherosclerosis Risk in Communities
American Society of Echocardiography
Coronary Artery Calcium Score/Score de
Calcio Coronario

Cardio-Tomgrafia Computerizada
Dickkopf Homolog-1
Electrocardiograma

Enfermedad Coronaria

Enfermedad Cardiovascular
Endotelina 1

Estradiol

Hormona foliculo estimulante
Grosor intima Media

Lipidos de alta densdidad

Hipertension Arterial

indice masa corporal

Kiloherzios

Lipidos de baja densidad

Lipidos de baja densidad oxidados
Latidos por minuto

Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis
Megaherzios

Osteoprotegerina
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SIGLAS

ACD
ACI
ACV
ADN
AHA
AIT
ARIC
ASE

CACS/ScC

CTC
DKK-1
ECG
EC
ECV
ET-1
E2
FSH
GIM
HDL
HTA
IMC
kHz
LDL
LDLox
Ipm
MESA
MHz
OPG
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Proteina C reactiva PCR
Raloxifene Use for the Heart RUTH
Polimorfismos de nucleotide simple SNP
Tiroxina T4
Tomografia Computerizada TC
Hormona tiroideoestimulante TSH
Trombosis Venosa TV
Lipidos de muy baja densidad VLDL
Women'’s Health Initiative WHI
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