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Abreviaturas

ABREVIATURAS

EC: estenosis carotidea

AE: arteriosclerosis, ateromatosis

RM: resonancia magnética

ARM: angiografia por resonancia magnética
AngioTC: angiografia por tomografia computarizada
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AVC: accidente vascular cerebral
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OS: osteocito

DPH: densidad promedio mineral del hueso
CV: calcificacion vascular

MGP*: matrix Gla protein

CML: célula muscular lisa

PTH: paratohormona

P: fésforo

OPN: osteopontina

OPG: osteoprotegerina

mRNA*: acido ribonucleico mensajero



CVC: células calcificantes vasculares

FRCV: factores de riesgo cardiovascular
MEB: microscopio electrdnico de barrido
FA: fosfatasa alcalina

Hb: Hemoglobina

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
LP(a): lipoproteina a

LDL*: lipoproteina de baja densidad
HDL*: lipoproteina de alta densidad

IDL*: lipoproteina de densidad intermedia
THS: terapia hormonal sustitutiva

BMP*: proteina morfogénica dsea

OLCs*: células de comportamiento osteoclastico
BPG*: osteocalcina

MMP: metaloproteinasa

IRC: insuficiencia renal crénica

AHSG*: 22 Heremans Schmid glycoprotein
ON: dxido nitrico

ONs: o6xido nitrico sintetasa

CASR*: receptor sensor de calcio

ACI: arteria cardétida interna

HU*: unidades Hounsfield

AS*: indice de Agatston

ASm: indice de Agatston modificado



Abreviaturas

LHV: laboratorio de hemodinamica vascular
Vbif: volumen de contraste en bifurcacidn carotidea
VCP: volumen de contraste de cardtida primitiva
HTA: hipertensién arterial

PAS: presion arterial sistélica

PAD: presion arterial diastdlica

ITB: indice tobillo/brazo

IMC: indice de masa corporal

AAS: 4cido acetil-salicilico

MIP*: proyeccién de intensidad maxima

ECI: estenosis cardtida interna

SNP*: polimorfismo de un solo nucleétido

FDG: fluorodesoxiglucosa

¥F_FNa: "®F-fluoruro de sodio

EcoC: ecografia contrastada

PET*: tomografia por emision de positrones
IMT*: espesor intima-media

SFRP*: secreted frizzled related protein

RR: riesgo relativo

*: las abreviaturas con asterisco conservan las siglas de la terminologia anglosajona
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Resumen

RESUMEN

Antecedentes: La cuantificaciéon y caracterizacion del calcio (Ca) mineral
(hidroxiapatita) en la bifurcacion carotidea con AngioTC, y su relacién con la
sintomatologia neuroldgica, en un estudio preliminar de casos y controles (Miralles y
cols. Eur J Vasc Endovasc Surg 2006), constituye la base conceptual del presente
estudio. Sus resultados, al igual que los de otras publicaciones, sugerian un posible
papel protector del calcio en el desarrollo de eventos neurolégicos. Sin embargo, su
relacion con la progresion de la ateromatosis carotidea ha sido escasamente analizado.

Objetivos: Principales: 1. Disefiar un método de medicion volumétrica de la
ateromatosis (AE) carotidea y contenido de Ca mediante AngioTC. 2. Analizar el grado
de calcificacion arterial y su relacidon con la progresion de la ateromatosis carotidea.
Secundarios: 3. Evaluar la relacién entre calcificacion arterial carotidea vy
descalcificacion dsea, asi como su posible conexion a través de los factores humorales
implicados en la regulacion del metabolismo Ca-P. 4. Estudiar un posible mecanismo
genético comun: relacién entre los polimorfismos del gen de la OPG y la progresion de
la calcificacién en la placa de ateroma.

Pacientes y método: Disefio: Cohortes, medidas repetidas. Pacientes: 54 pacientes,
neuroldgicamente asintomaticos con estenosis de la arteria cardtida interna (ECI)
>50% (eco-Doppler). Determinaciones: Mediciéon del grado de ECI mediante eco-
Doppler y proyecciones MIP 2D de AngioTC. Medicion del Volumen del molde de
contraste y contenido de Ca (AngioTC cuantitativa: Agatston score modificado:
volumen de Ca (mm®) x densidad radiolégica (unidades Hounsfield, UH) en

reconstruccién volumétrica (volume rendering) de |a bifurcacién carotidea (volumen de
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contraste entre 2 cm por debajo y 1 cm por encima de la bifurcacién [VBif] y su
cociente con un segmento de 1 cm en cardtida primitiva [VCP]) (n=45). En todos los
pacientes se repitid la exploracion a los 12+2 meses para valorar la variacion en el
contenido de Ca y en el grado de estenosis volumétrica de la bifurcacion, como
medicion indirecta de la progresidn/regresion de la AE carotidea. Densitometria dsea
de columna y fémur (n=32), (basal y a los 1242 meses). Bioquimica y metabolismo Ca-P
(Ca, P, vit D, PTH). Determinacion de osteopontina (OPN) y osteoprotegerina (OPG)
sérica y distribuciéon de 7 SNPs del gen de la OPG seleccionados sobre bases
bibiliométricas (n=48).

Andlisis estadistico: descriptivo (media [DE]); concordancia intra e interobservador
(graficos de Bland-Altman) y coeficiente de correlacion intraclase (CCl), precision eco-
Doppler/AngioTC y Volumetria 3D/MIP 2D: sensibilidad (Sens), especificidad (Esp),
indice kappa, curvas operador receptor (COR), comparacion de medias (prueba T),
analisis de regresion uni y multivariable.

Resultados: 1. La medicidn volumétrica de la bifurcacidon carotidea mostré una
concordancia intra e interobservador con un CCl de 0,96 (IC 95%: 0,904-0,985) y 0,94
(IC 95%: 0,822-0,977), respectivamente. El VBif/VCP del grupo de ECI<50% fue de
5,2+1,8 frente a 3,8+1,3 en el de ECI>50% (p=0,001). El punto de corte dptimo de la
relacion VBIif/VCP se identificé a partir de la curva COR en 4,1 (Sens=0,75; Esp=0,75,
kappa=0,46). 2. La medicién mediante AngioTC demostrd, a los 12 meses, un aumento
del volumen promedio de pared arterial (disminucion del volumen de la columna de
contraste), respecto al valor basal (475,45 [155,6] mm>xUH vs 501,3 [171,9] mm>xUH,
p=0,04), asi como un aumento del Ca intraplaca (56,8 [52,3] vs 64,58 [57,8] mm>xUH,

p=0,002). El andlisis univariable demostrd una correlacidn inversa entre el contenido
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Resumen

basal de Ca y progresion de estenosis volumétrica de la bifurcacién (r=-0,481;
p<0,001). El analisis de regresion multiple permitié ajustar un modelo de regresién
lineal entre la reduccién del volumen de la bifurcacion (progresiéon de AE carotidea) y
el contenido basal de Ca intraplaca, ajustado por el indice de masa corporal (IMC). 3.
Se observé una disminucion estadisticamente significativa de la densidad Osea
respecto a la determinacion basal (2,08 [0,22] vs 2,06 [0,23] g/cmz; p=0,013), asi como
un aumento del Ca intraplaca respecto a los valores basales (79,2 [55] vs 64,58 [49,2]
mm>xUH, p=0,12). Sin embargo, se identificé una correlacién positiva entre la variacién
relativa del contenido de Ca y la variacion relativa de la densidad dsea (r=0,574,
p=0,003). En otras palabras, una mayor tendencia a la osteoporosis se asocié con una
menor tendencia a la progresién del calcio intraplaca. Asi mismo, se observé una
relacion entre los niveles plasmaticos de Vit D y la densitometria basal (r=-0,459,
p=0,036) y entre los niveles plasmaticos de HDL-colesterol y la variacion relativa,
respecto a los valores basales, de la densidad ésea (r=-0,579, p=0,009). El andlisis
univariable demostré una correlacion inversa entre el incremento del contenido de
calcio intraplaca y los niveles plasmaticos de vit D (r=0,4; p=0,025) y score Z en fémur
(r=0,378; p=0,047). Sélo la concentraciéon de P en orina presentd una correlacién
positiva moderada con el aumento de Ca intraplaca (r=0,488, p=0,015). Ninguna otra
variable, entre los parametros del metabolismo Ca-P, mostré relacion con la
calcificacion arterial. 4. No se observaron diferencias entre la distribucion de los SNPs
en los pacientes de la muestra del estudio y el grupo control. Tampoco se observo
relacion entre el genotipo (SNPs) y la concentracién de OPG sérica.

Conclusiones: 1. La medicién volumétrica de la bifurcacion carotidea supone un

nuevo concepto basado en la valoracién de la carga de placa mas que en su efecto
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hemodinamico o estenosis maxima. Dada su precisidon en la deteccion de variaciones
pequeiias de la luz arterial, este método puede ser de especial utilidad en estudios de
progresion de placa. 2. Los resultados de este estudio sugieren que un mayor
contenido de Ca confiere mayor estabilidad frente a la progresién de la AE carotidea y,
eventualmente, a su capacidad para generar sintomatologia tromboembdlica. 3.
Encontramos una tendencia independiente a la progresiva calcificacion arterial vy
descalcificacion dsea. Sin embargo, los resultados sugieren una relaciéon temporal
directa en la evolucién del depésito de calcio en ambas localizaciones, por lo que no es
posible descartar que su modulacidon se rija por mecanismos similares. 4. No se
observé una relacion estadisticamente significativa entre la distribucion de los SNPs
analizados y los niveles de la OPG o la calcificacién intraplaca en los pacientes
estudiados.

PALABRAS CLAVE: Arteriosclerosis, calcificacion vascular, estenosis carotidea,

AngioTC, densitometria ésea, osteoprotegerina, polimorfismos.
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Resumen

Quantification of mineral calcium in carotid atheromatosis with AngioCT:
temporal profile and relation with the progression degree of volumetric

stenosis

Summary
Background: Quantification and characterization of mineral calcium (Ca)
(hydroxyapatite) in the carotid bifurcation with AngioCT, and its relation with
neurological symptomatology, in a preliminary case-control study (Miralles et al., Eur J
Vasc Endovasc Surg 2006) Constitutes the conceptual basis of the present study. Their
results, like those of other publications, suggested a possible protective role for
calcium in the development of neurological events. However, its relationship with the
progression of carotid atheromatosis has been scarcely analyzed.
Objectives: Primary: 1. To design a method of volumetric measurement of carotid
atheromatosis (AE) and Ca content by AngioCT. 2. To analyze the degree of arterial
calcification and its relation with the progression of carotid atheromatosis. Secondary:
3. To evaluate the relationship between carotid artery calcification and bone
decalcification, as well as its possible connection through humoral factors involved in
the regulation of Ca-P metabolism. 4 To study a possible common genetic mechanism:
relationship between polymorphisms of osteoprotegerin (OPG) gene and the
progression of calcification in the atherosclerotic plague.
Patients and method: Design: Cohorts, repeated measures. Patients: 54
asymptomatic patients with internal carotid artery stenosis CAS>50% (duplex
scanning). Determinations: Measurement of CAS grade with duplex scanning and MIP

2D projections of AngioCT. Volume measurement of contrast medium and Ca content
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(quantitative AngioCT: Agatston score: Ca volume (mm?®) x radiological density
(Hounsfield units, HU) in volume reconstruction of the carotid bifurcation [contrast
volume between 2 cm below and 1 cm above the bifurcation (BifV) and its ratio with
that from 1 cm segment in common carotid artery (CCV)] (n=45). In all patients, the
scans was repeated at 12+2 months to assess the variation in Ca content and the
degree of bifurcation volumetric stenosis as an indirect measure of carotid AE
progression / regression. Bone and spine densitometry (n=32), where obtained at
baseline and after 12+2 months, as well as Biochemistry and Ca-P metabolism
parameters (Ca, P, vit D, PTH). Determination of plasma levels of osteopontin (OPN)
and osteoprotegerin (OPG) where compared with the distribution of 7 SNPs of the OPG
gene selected on bibiliometrics bases (n=48).

Statistical analysis: descriptive [mean (SD)]; Intra and interobserver agreement
(Bland-Altman plots and intraclass correlation coefficient (ICC), duplex scanning /
AngioCT precision and 3D Volumetry / MIP 2D: Sensitivity (S), specificity (E), kappa
index, ROC curves, means comparison (T test), univariate and multivariate regression
analysis.

Results: 1.The volumetric measurement of the carotid bifurcation showed intra and
interobserver agreement with a ICC of 0.96 (95% Cl: 0.904-0.985) and 0.94 (95% ClI:
0.822-0.977), respectively. The BifV/CCV of the CAS > 50% group was 5.2+1.8 vs 3.8
+1.3 in the CAS >50% group (p=0.001). The optimum cutoff point for the BifV/CCV
relation was identified from the ROC curve at 4,1 (5=0.75, E=0.75, kappa=0.46). 2.
AngioCT measurement showed, at 12 months, an increase in mean arterial wall
volume (decrease in contrast column volume), compared to baseline (475.45 [155.6]

mm>xHU vs 501.3 [171.9] mm>®xHU, p=0.04), as well as an increase in intraplaque Ca
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Resumen

(56.8 [52.3] vs 64.58 [57.8] mm>xHU, p=0.002). Univariate analysis showed an inverse
correlation between basal Ca content and progression of bifurcation volumetric
stenosis (r=-0.481; p<0.001). The multiple regression analysis allowed to fit a linear
regression model between the reduction of bifurcation volume (carotid AE
progression) and the baseline intraplaque content of Ca, adjusted for body mass index
(BMI). 3. A statistically significant decrease in bone density was observed with respect
to the baseline determination (2.08 [0.22] vs 2.06 [0.23] g/cmz, p=0.013), as well as
increased intraplaque Ca as compared with baseline values (79.2 [55] vs 64.58 [49.2]
mm>xHU, p=0.12). However, a positive correlation was identified between the relative
variation of Ca content and the relative variation of bone density (r=0.574, p=0.003). In
other words, a greater tendency to osteoporosis was associated with a lower tendency
to progression of intraplaque calcium. Likewise, a relationship between Vit D plasma
levels and baseline densitometry (r=-0.459, p=0.036) and between plasma HDL-
cholesterol levels and the relative variation, relative to baseline values, were observed.
Bone density (r=-0.579, p=0.009). The univariate analysis showed an inverse
correlation between the basal Ca content and the progression of bifurcation
volumetric stenosis (r=-0.481; p<0.001), as well as between the increase in the intra-
plague calcium content and plasma levels of vit D (R=0.4, p=0.025) and femur Z score
(r=0.378, p=0.047). Only the urine P concentration presented a moderate positive
correlation with the increase of intra-plaque Ca (r=0.488, p=0.015). No other variable,
among Ca-P metabolism parameters, was related to arterial calcification. 4. There
were no differences between the distribution of SNPs in patients and control group.

There was also no relationship between genotype and serum OPG concentration.
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Conclusions: 1. The volumetric measurement of the carotid bifurcation is a new
concept based on the assessment of the plaque load rather than on its hemodynamic
effect or maximal stenosis. Given its accuracy in detecting small variations in arterial
lumen, this method may be especially useful in plague progression studies. 2. The
results of this study suggest that a higher content of Ca confers greater stability against
the progression of carotid AE and, eventually, its capacity to generate
symptomatology. 3. We found an independent tendency to progressive arterial
calcification and bone decalcification. However, the results suggest a direct temporal
relationship in the evolution of the calcium deposit in both locations, so it is not
possible to rule out that its modulation is controlled by similar mechanisms. 4. The
results are inconclusive with regard to the role of OPG in AE plaque calcification. No
significant relationship between the distribution of SNPs analyzed and OPG levels in
the studied patients was observed.

KEY WORDS: Arteriosclerosis, vascular calcification, carotid stenosis, AngioCT, bone

densitometry, osteoprotegerin, polymorphisms.
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Introduccion

1.INTRODUCCION

Los estudios epidemioldgicos desarrollados durante las dos ultimas décadas han
permitido establecer la relacion entre el grado de estenosis carotidea (EC), la aparicidn
de eventos neuroldgicos agudos y su implicacion en la toma de decisiones
terapéuticas(l). El desarrollo técnico de las pruebas de imagen y su capacidad para
discriminar los diferentes componentes de la placa de arteriosclerosis (AE) (tejido
fibroso, lipidos y calcio) estaria cambiando este paradigma, ya que la EC no refleja en
realidad el alcance total de la enfermedad arteriosclerosa como sugiere el hecho de
gue en la mayoria de los pacientes sintomaticos presentan tan solo estenosis
moderadas®.

La relacién entre la calcificacion de la placa de AE y el riesgo posterior de
desarrollar episodios isquémicos ha sido sugerida en diversos estudios® ¥. Sin
embargo, sus resultados, a menudo contradictorios, se han visto limitados por la falta
de un método adecuado de deteccidén y cuantificacion del calcio mineral in vivo. De
hecho, la presencia de calcio (Ca) en la placa AE se considera un inconveniente, pues es
fuente de artefactos en la mayor parte de métodos diagndsticos por imagen
-ecografia, angiografia, resonancia magnética (RM)-.

Solo recientemente, la angiografia mediante tomografia computarizada (AngioTC)
ha permitido la identificacion y caracterizaciéon precisa del calcio en la placa de
ateroma. La mayor parte de los estudios que analizan la precisidon de esta técnica en la
determinacién del contenido de calcio en muestras de endarterectomia carotidea in
vitro, comparan sus resultados con la masa residual tras la incineracion de la muestra

(correspondiente en un 95% al remanente de hidroxiapatita)(s)encontrando una buena
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correlacién entre ambas medidas. A partir de estos estudios, se han desarrollado
distintos indices para la estimacién del contenido de calcio en la placa de AE.

La utilidad de la caracterizacion de la placa de ateroma y su relacion con el riesgo
de desarrollar accidentes isquémicos coronarios ha sido analizada en numerosos
estudios. Sin embargo, existe menos informacién sobre sus prestaciones diagndsticas y
prondsticas en el territorio carotideo.

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en caracterizar el contenido y
distribucion del calcio en la ateromatosis carotidea, evaluando su relacion con la
progresion volumétrica de la placa de ateroma mediante AngioTC y la relacion de estas

variaciones con la descalcificacidon dsea.

1.1 CALCIFICACION ARTERIAL: PREVALENCIA E HISTORIA NATURAL

La “osificacion” y “endurecimiento” de las arterias es un fendmeno conocido desde
el siglo XVI. Rudolf Ludwig Karl Virchow en 1863, padre de la patologia celular, fue el
primero en observar la osificacidon activa y la formacion de hueso de novo en la placa

de ateroma®®.

Aunque ligado tradicionalmente al proceso de aterogénesis, fue
Monckeberg quien sugirié que la calcificacion podia aparecer en la capa media como
una entidad distinta de la AE. Desde entonces su nombre ha quedado relacionado al
término de esclerosis medial calcificada'”®.

La calcificacidn de la carétida interna extracraneal se ha visto en el 50-60% de las
placas, pero su relacién con eventos isquémicos cerebrovasculares es incierta®. Sohn y

1 e pe . . . .
cols."% encontraron calcificaciones arteriales, mediante TC, en el 40% de 57 pacientes

consecutivos con AVC isquémico. En un metandlisis realizado por Rennenberg y
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cols.t)

, se determind el riesgo de eventos adversos mayores en pacientes con
calcificacién vascular versus aquellos sin calcificacion. Se examinaron los datos de
218.080 pacientes de 30 estudios. Aquellos que presentaban calcificacion arterial
tenian un riesgo de 2,21 (IC 1,81-2,69) para sufrir un evento cerebrovascular respecto
a los que no presentaban calcificacion arterial.

Las formas calcicas predominantes en la calcificacion vascular a partir del depdsito
de Calcio mineral (Ca*), son en el octocalcio fosfato [CagH2(PO4)esH20] para
posteriormente transformarse en hidroxiapatita [Caip (POs)s (OH),], y apatita
deficiente en calcio. Con frecuencia estos compuestos aparecen asociados a las
fibras elasticas, cuyos grupos carboxilo podrian actuar como puntos de nucleacion.
Estudios in vitro sugieren que el Ca puede unirse también a aminoacidos™. Aunque
este mecanismo es el mejor conocido y, probablemente, el implicado inicialmente en
la calcificacion medial, se han descrito otros elementos potenciales de nucleacién,
entre ellos, destacan las vesiculas observadas con frecuencia en la matriz extracelular,
y que derivan del proceso apoptdtico de células preexistentes.

A pesar de la incertidumbre sobre las circunstancias desencadenantes el
descubrimiento de diversas proteinas moduladoras de la calcificacién (osteocalcina,
osteopontina [OPN], osteoprotegerina [OPG]) ha arrojado nueva luz sobre sus posibles
mecanismos. Hunter vy cols.™ estudiaron in vitro el papel de algunas de estas
proteinas en la formacion de cristales de hidroxiapatita, a partir de la precipitacion en
un sistema de gel de agarosa con diferentes concentraciones de calcio y fosfato y su
posterior analisis con difraccion de rayos X. La confirmacion de hidroxiapatita en la
banda de precipitacion de la sialoproteina sugieren su papel preponderante en el

desencadenamiento inicial del proceso. Por otra parte, el papel inhibidor de la OPN
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(fosfoproteina que se encuentra habitualmente en las regiones de calcificacidn
distréfica) podria explicarse, mas que por su quelacion directa, por la interaccidn
directa de la OPN con la superficie del cristal en formacién, que previene el depésito
de nuevos iones de calcio™.

Los estudios post-mortem sugieren que el fendmeno de la calcificacién arterial
comienza en la juventud y evoluciona con los afios. Los depdsitos de calcio aparecen
inicialmente como granulos microscopicos entre grandes cantidades de lipidos
extracelulares. Con los afios, estos granulos se unen y crecen formando estructuras
mayores, pudiendo formar incluso metaplasia 6sea como ultimo escalén evolutivo.

En relacion a la evolucion de la placa AE y su proceso de calcificacion, la American
Heart Association (AHA) ha propuesto la siguiente clasificacion*®:

° Tipo | y II: No tienen depdsitos de calcio y estan formadas principalmente por
células espumosas que contienen vesiculas lipidicas. Estas lesiones se encuentran
ya en la pubertad y en adultos jovenes.

° Tipo IlI: En ellas se afiaden acumulos de lipidos extracelulares.

° Tipo IV: Son las primeras que contienen calcio. Las células musculares lisas de la
capa intima se encuentran rodeadas por un core lipidico. Presumiblemente, este
ambiente que las rodea, produce alteraciones en sus organelas y las hace
incapaces de metabolizar el exceso de sales célcicas, que precipitan formando
granulos de calcio. Cuando la célula muere y se rompe su membrana, éstos salen
a la matriz extracelular en forma de vesiculas calcificadas, cuya yuxtaposicion
acaba formando verdaderos depdsitos de calcio.

° Tipo V y VI: Corresponden a los estadios mas avanzados en los que se han ido

agregando depdsitos sucesivos que pueden dar lugar a calcificaciones de cientos
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de micras e incluso milimetros. En éstas aparece también tejido fibroso que
puede fisurarse y causar la rotura de la placa.
° Tipo VII: Comprenden aquellas en las que ya se ha producido metaplasia ésea.

En la Fig. 1.1 se representan ejemplos histoldgicos de diferentes grados de lesidn
arterial. Las imagenes representan cortes sagitales de arterias coronarias con tincién
tricromica de Masson'”.

Como puede observarse en esta clasificacion, las primeras calcificaciones se
identifican en lesiones ya avanzadas (tipo IV y superiores). Aparecen habitualmente
bajo la forma de granulos de 5-10 um el interior del citoplasma de células musculares
lisas (CMLs). Su localizacion en el interior de diversas organelas, principalmente
mitocondrias, sugieren una afectacion del transporte activo del Ca en sus membranas
por mecanismos similares a los de la hipoxia. No obstante, ésta no es su Unica
situacion, identificandose también en el espacio extracelular bajo la forma de vesiculas
rodeadas de calcio y matriz extracelular. Su origen, procedente de la lisis de CMLs con
calcio intracitoplasmico, no parece ser suficiente para explicar estos depdsitos, por lo
gue se han sugerido otras posibles fuentes. La hipdtesis de la fagocitosis de los
granulos de calcio, por los macréfagos de la zona, no ha podido ser verificada. Por
tanto, el depdsito de calcio sobre acumulos de detritus derivados de la apoptosis de
otras células, especialmente CMLs, parece, por el momento, la explicacion mas

probable(lg).
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Figura 1.1 Arterias coronarias en diferentes grados de lesidn (tincion tricromica de Massons). EIA:

engrosamiento intimal arterial; a: adventicia; c: core lipidico; ca: calcificacidn; i: intima; L: lumen; m:
media; t: trombo. Tomado de Juan Babot y cols. Rev Esp Cardiol. 200317,

En condiciones normales, los cuerpos apoptdticos son fagocitados rapidamente
por macréfagos, pero, en un ambiente de exceso de lipidos, como es el nucleo de la
placa AE, la fagocitosis entra en competencia con la de los lipidos oxidados, llegando a
ser insuficiente. Por otra parte, las concentraciones elevadas de iones calcio y la
alteracién de las proteinas reguladoras/ligadoras de calcio pueden favorecer su
precipitacion bajo la forma de distintas sales. En efecto, los niveles tisulares locales de
calcio y fosfato pueden verse aumentados como consecuencia de su liberacién desde
el citoplasma tras la muerte celular, asi como por el mismo proceso inflamatorio de la
placa. Ademads, se ha observado que las concentraciones elevadas de calcio aumentan
la expresion de MGP (matrix Gla protein), mientras que la elevacion de fosfato puede
inducir la diferenciacidon osteogénica de las CMLs, como demuestra la expresidn en su
)

superficie de marcadores como la osteopontina o sialoproteina(19 .
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Habitualmente, a partir de la quinta década de la vida, los granulos asi formados
tienden a confluir en placas de varias um e incluso mm, localizadas en la base de la
lesion y, ocasionalmente, sobre el core lipidico. Su composicion es similar a la de los
granulos: 71% apatita calcica, 9% carbonato calcico y 15% proteinas, llegando a
constituir hasta el 20% del volumen de la lesién en los tipos IV vy v cuando los
depdsitos de calcio confluyen, puede desarrollarse metaplasia dsea, es decir,
formacion de verdadero tejido éseo con osteoclastos, osteoblastos y médula dsea. La
calcificacion distréfica o metaplasica sucede, de hecho, en mdltiples patologias
inflamatorias, y parece depender de la respuesta angiogénica resultante de la
inflamacién. La muerte celular de los tejidos que sufren procesos inflamatorios

.. . . cre ., . o 21
también parece contribuir a la calcificacion distréfica®.

1.2 LOCALIZACION: TIPOS DE CALCIFICACION ARTERIAL

Existen dos tipos de calcificacién arterial clinica e histoldgicamente diferenciados.
La calcificaciéon de la capa media (enfermedad de Modnckeberg), que se asocia con
diversas alteraciones metabdlicas y electroliticas y la calcificacion de la capa intima®?,
relacionada con la AE.

Es frecuente la confusidon entre ambos tipos, a pesar de ser diferente su
localizacidn, histologia y patogénesis.

Durante muchos afos, se pensé en la calcificacidn arterial como un proceso pasivo,
resultado de unos niveles de fosforo sérico (P™) y fosfato calcico elevados, con una
saturacion plasmatica de estos productosm). Sin embargo, estudios recientes, han

revelado una relaciéon entre la calcificacion vascular y la osteogénesis. Muchos

reguladores claves en la formacion del hueso, asi como proteinas estructurales del
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hueso se expresan tanto en capas arteriales mediales calcificadas como en placas AE?

lo cual sugiere que la calcificaciéon vascular es un proceso activo en el que también

participarian inhibidores fisioldgicos de la misma.

1.2.1 CALCIFICACION MEDIAL

La calcificacién medial fue descrita como una calcificacion en forma de lamina, en
la capa de musculo liso de la pared arterial sin depdsitos de lipidos o colesterol, y por
tanto sin reduccién de la luz arterial.

La calcificaciéon de la capa media aumenta con la edad, en las alteraciones
metabdlicas producidas por la diabetes, en la enfermedad renal crdnica y también
puede ser inducida experimentalmente por diferentes tratamientos (vitamina D,
vitamina D en ambiente deficitario de magnesio o warfarina)(zs).

Microscopicamente se presenta como una calcificacidn concéntrica con
mineralizacidon de las fibras eldsticas, aunque pueden llegar a aparecer auténticos
depdsitos de calcio. Este tipo de calcificacion arterial es independiente del proceso de
aterogénesis, por lo que la intima no suele presentar lesiones ni aumento en su
espesor normal. Su localizacion es diferente y raramente afecta a las arterias

coronarias®?

) al contrario de lo que ocurre con la aterogénesis.

La calcificaciéon medial confiere a la arteria mayor rigidez, ya que los depdsitos de
calcio se situan en las fibras elasticas, produciendo su desestructuracion y
disminuyendo la capacidad de adaptaciéon a los cambios de presiéon arterial'®,

Este tipo de calcificacidén, también denominada esclerosis de Monckeberg, puede

apreciarse facilmente mediante radiografia simple en individuos con enfermedades

metabodlicas, presentandose con elevada frecuencia y severidad en enfermedades que
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se caracterizan por desequilibrios metabdlicos, electroliticos y del pH, entre los que
destacan la diabetes, la insuficiencia renal crénica y las alteraciones de la

paratohormona (PTH):

1.2.1.1 Diabetes

Numerosos estudios documentan la mayor prevalencia y extension de Ia
calcificacién arterial de la capa media en los pacientes diabéticos. La enfermedad de
Monckeberg resulta un indicador de severidad y duracién de la diabetes, estando
asociada a muchas de sus complicaciones, principalmente a la neuropatia del sistema

(22)

vegetativo auténomo Este fendomeno se ha constatado con anterioridad en

@7 sin embargo, otros

pacientes no diabéticos sometidos a simpatectomia lumbar
estudios sobre pacientes diabéticos sugieren que la cuantificacién de la calcificacidon
coronaria no es un buen marcador de severidad lesional, ya que la calcificacion medial
es independiente del proceso aterogénico(zs).

Por otra parte, se ha sugerido que, en pacientes diabéticos, la calcificacion medial
podria estar asociada a un aumento de complicaciones cardiovasculares. Asi Lehto y

29 en una serie de 1059 pacientes, en los que se determind la calcificacidon

cols.
femoral mediante radiografia simple con un seguimiento de 7 afios, encontraron que
la calcificacion medial era un factor de riesgo independiente de mortalidad
cardiovascular tras ajustar por otros factores de riesgo (OR=1,6, IC 95%:1,1-2,2). En
cambio, en el Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications Study no se constato
dicha relacion®?.

Todos estos resultados deben ser interpretados con cautela ya que, en la mayoria

de los casos, el método utilizado para el diagndstico de calcificacion medial es la
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radiografia simple, la cual es poco sensible y especifica ademas de no ser objetiva,
haciendo que la interpretacién de los resultados sea poco valorable. Otra posible causa
de la discordancia de conclusiones entre los diferentes estudios, como sugirieron
Edmonds y cols., es que el efecto de la calcificacion medial en los diabéticos sea
secundario al aumento de rigidez arterial, disminucion de capacidad de relajacion del
vaso y aumento de la presion sistélica®?), cuyo efecto sinérgico puede contribuir al
desarrollo de AE en estos pacientes. En este sentido, no queda tan claro que, en el
caso de individuos no diabéticos, la calcificacion medial aumente el riesgo
cardiovascular. Asi, por ejemplo, Everhart y cols., en su estudio longitudinal con 4553
pacientes no diabéticos con calcificacién medial, no encontraron aumento de la tasa
de mortalidad cardiovascular en relaciéon a los controles, tras un seguimiento de 20

afios®?,

1.2.1.2 Insuficiencia Renal Cronica (IRC)
Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de mortalidad en

3 realizaron un estudio multicéntrico

pacientes con IRC avanzada. Portoles y cols.®
poblacional en Espafia que incluyd 1710 pacientes en hemodidlisis, el cual mostré que
la patologia cardiovascular era la mas prevalente entre las causas de morbi-mortalidad
(>16% tenian enfermedad coronaria y 5,5% arteriopatia periférica). Esto se debe,
probablemente, a las anomalias metabdlicas y electroliticas asociadas al fallo renal.
Hasta no hace mucho, la calcificacion vascular en los pacientes afectos de IRC se
consideraba un proceso pasivo, como resultado del aumento de productos Ca/P

circulantes, atribuido al hiperparatiroidismo secundario que suele asociarse en estos

pacientes. Actualmente, se considera que la calcificacion arterial tiene su origen en los
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diferentes insultos metabdlicos que padecen estos enfermos: diabetes, dislipemia,
estrés oxidativo, uremia e hiperfosfatemia, contribuyen a la formacién de células tipo
osteoblasto en |la pared vascular. Esta mineralizacion celular, asi como el reclutamiento
de progenitores indiferenciados de linaje osteocondrocitico juega un papel
fundamental en el proceso de calcificacion. Importantes factores de transcripcion
como Msx2, osterix y RUNX2 son cruciales en la activacion de la osteogénesis. Asi, por
un lado el incremento en la activacion de fendmenos de formaciéon osteocondrocitica
arterial y por otro la reduccion de los mecanismos de proteccién celular, crean las
circunstancias adecuadas para la calcificacidon vascular que se ve en los pacientes con
IRC®Y.

Estudios ex vivo han demostrado la importancia del fésforo extracelular y sus
mecanismos reguladores. Las células sometidas a un ambiente con elevadas
concentraciones de fosfato, introducen este ion en su citoplasma, el cual, por vias aun
desconocidas, aumentan la expresion de Runx2/Cbfal, potente factor de transcripcion
y diferenciacion osteogénica. La produccién de proteinas de metabolismo d&seo
resultante, junto con el aumento de los niveles de Ca, tiene como consecuencia el

depdsito de cristales de apatita que conlleva, finalmente, la calcificacidon vascular®),

B8 evaluaron la calcificacion carotidea mediante ecografia y la

London y cols.
calcificacion medial periférica mediante radiografia simple en 202 pacientes en
hemodidlisis, encontrando que la calcificacion carotidea era mas frecuente en
pacientes de edad avanzada con historia previa de enfermedad cardiovascular,

mientras que la calcificacion medial se relacionaba con la duracién de la hemodialisis y

los niveles plasmaticos de calcio y fésforo. En este estudio la calcificacion medial se
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comportaba como marcador prondstico independiente de mortalidad cardiovascular,

siendo su principal efecto el aumento de la rigidez arterial.

1.2.1.3 Hiperparatiroidismo / hipervitaminosis D

La paratohormona (PTH) y la vitamina D (vit D) son los principales reguladores del
metabolismo dseo y de las concentraciones de iones de calcio y fosforo en sangre. La
vit D se metaboliza por 3 enzimas diferentes del complejo citocromo p450, una de
ellas, la citocromo 24, convierte la 25-hidroxivitamina D en 24,25-dihidroxivitamina D.

Dziedzicy cols.®”

, e€n un estudio prospectivo sobre 637 pacientes, en los que se valord
la afectacion coronaria mediante angiografia y los niveles plasmaticos de 25-
hidroxivitamina D (25(OH)D), observaron en los pacientes >70 afios una relacién
inversa entre los niveles de 25(0OH)D y la severidad de arteriosclerosis coronaria. Asi
mismo, niveles bajos de 25(OH)D se asociaron inversamente a las cifras de colesterol,
lipoproteinas de baja densidad y triglicéridos, sugiriendo todo ello, una posible relacién
entre el metabolismo del Ca y los procesos de aterogénesis. Doherty y cols.®®
estudiaron la masa de calcio mediante tomografia computarizada (TC) en 283
pacientes asintomaticos con factores de riesgo cardiovascular y su asociacion con los
niveles séricos de vitamina Ds. Los resultados obtenidos indicaron que los niveles de
1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol) se relacionaban de manera independiente e
inversa con la calcificacion coronaria obtenida mediante TC, sugiriendo un posible
papel protector de la 1,25-dihidroxivitamina Ds frente a la calcificacidn, al promover el
desarrollo en la pared arterial de células de comportamiento osteoclastico (OLCs)(39).

No obstante, los mecanismos subyacentes a las observaciones anteriormente

descritas permanecen inciertos, pues en algunos estudios se ha visto que el calcitriol
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puede inducir la expresion de la osteopontina (OPN), que actuaria como un inhibidor

(40)

local de la calcificacidon de las CMLs"™ y en otros incrementaria la calcificacion de las

CMLs a través de la variacion de los niveles de RANKL/osteoprotegerina (OPG)(“’.
Sabemos que la PTH, asi como su péptido relacionado (PTHrP), actiuan como
mediadores de la calcificacion vascular y que esta mediacidon podria estar influenciada
por el tipo de receptor involucrado (PTHR1 y PTHR2). A pesar de esto, no se ha
realizado una comparacion del efecto de la PTH sobre la AE (calcificacion encondral)

e . s . / ;. . 2
frente a la calcificacion medial, mas tipica en la diabetes'*?.

1.2.2 CALCIFICACION INTIMAL

Las arterias sanas presentan una intima practicamente inexistente, sin embargo, en
zonas de mayor estrés hemodinamico, se produce un aumento de grosor por la
proliferacién fibromuscular que sucede como mecanismo adaptativo, siendo estas
areas las que desarrollardan placas de ateroma. La calcificacién intimal acontece
Unicamente sobre las placas de arteriosclerosis. Los depdsitos de calcio en la intima se
distribuyen segun dos patrones diferenciados:

e Patron puntiforme: se trata de pequefias areas calcificadas que describen un
patréon punteado, se desarrollan en la parte basal de la intima (adyacentes a la
capa media) y, algunas veces, pueden organizarse para formar focos de
calcificacién e, incluso metaplasia 6sea que contiene tejido hematopoyético
medular, células de tipo osteoblasto, osteoclasto y condrocito y expresa

19 En fases avanzadas de la placa AE

proteinas tipicas de metabolismo éseo
(estadios V-VII) estos focos de calcificacion pueden confluir en extensas placas

gue llegan a ocupar hasta el 50% de la misma.
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e Patron difuso: Con la introduccion de nuevas técnicas histoquimicas que no
requieren de descalcificacion para el estudio de la placa arteriosclerosa,
Fitzpatrick y cols.®® describieron la existencia de un patrén de calcificacion fina
y difusa en la superficie de la placa, ademas de la punteada. Este patrén puede
apreciarse, tedricamente, en todas las dreas de la intima, pero no es
identificable mediante métodos de imagen convencionales por la similitud de
su densidad a la del tejido adyacente. Hasta ahora se desconoce la historia
natural de este patron difuso de calcificacion, pero es razonable pensar que
pudiera ser una fase precoz o previa de la calcificacion punteada(36).

La calcificacidon intimal es un proceso activo y regulado por multiples factores. Su
origen se encuentra intimamente ligado a los mecanismos de aterogénesis, incluyendo
el depdsito subendotelial de lipidos oxidados y la subsiguiente respuesta inflamatoria.
Ademas, los estudios histolégicos demuestran la co-localizacion de macrdfagos vy

43) " Estas células inflamatorias secretan

linfocitos-T con los depdsitos de calcio
citoquinas y factores de crecimiento y diferenciacién que, por mecanismos aun no bien
conocidos, estimulan la expresidon de proteinas de matriz asociadas al metabolismo
0seo (osteocalcina, osteonectina, OPN, sialoproteina, MGP, BMP-2). De hecho, se ha
comprobado, mediante técnicas de inmunohistoquimica, un aumento de la expresién
del mRNA de estas proteinas en las regiones calcificadas®. Diversos estudios indican
su papel en la nucleacion y crecimiento de cristales de apatita (calcio mineral); la OPN,
por ejemplo, se une a su superficie inhibiendo su crecimiento, mientras que la
sialoproteina puede actuar como agente nucleador para su formacion*®. Ademas, son
responsables de que las CMLs adopten un fenotipo osteogénico, transformandose en

las que se ha denominado células calcificantes vasculares (CVCs)(45), las cuales
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expresan también proteina S-100 ligadora de Ca y estadn localizadas en areas de
calcificacion.

Por otro lado, cualquier mecanismo que aumente la concentracién de Ca y P, tales
como la muerte celular o el propio fendmeno inflamatorio favorecera su deposicion.
Estos iones encuentran en las vesiculas apoptoticas y en los ésteres de colesterol un
punto de nucleacidon donde crecer en forma de cristales de hidroxiapatita(%).

De los estudios observacionales realizados al respecto podemos deducir que la
calcificacién intimal es un proceso en el que estan implicados el reclutamiento celular,
diferentes factores osteogénicos, los componentes de la matriz y la concentracion de
calcio y fésforo, llegando a producir la calcificacion del tejido por mecanismos que, sin
ser completamente comprendidos, presentan una clara similitud con los de
osteogénesis y remodelacion dsea. Las diferencias observadas entre la localizacion de
los depdsitos en la calcificacion medial e intimal, sugieren, que deben existir

mecanismos diferentes en el desarrollo de ambas, a pesar de que algunas de sus vias

puedan ser compartidas.

1.3 FACTORES PREDISPONENTES

Aunque la AE es el principal determinante del depdsito de calcio en la intima
arterial, diversos factores aumentan su susceptibilidad o potencian dicho proceso.
Algunos como la edad, diabetes, dislipemias o estrégenos estan directamente
implicados en los mecanismos de aterogénesis. Otros, como el hiperparatiroidismo o la
IRC, aunque mas relacionados con la calcificacion medial, pueden actuar de forma
sinérgica favoreciendo la calcificacién de la placa AE. A continuacioén, analizamos con

mas detalle el papel de estos factores.
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1.3.1 EDAD

Es el principal factor de riesgo de la AE. Con la edad se acelera la formacion de la
placa, aumentando el nimero de lesiones, su tamano y el indice intima/media®”). Esto
podria ser debido a una larga exposiciéon a otros factores de riesgo establecidos. Sin
embargo, la composicidn de la placa también varia con la edad, aumentando con el
paso del tiempo el contenido lipidico e inflamatorio y disminuyendo el tejido fibroso y
las CMLs'*®). Estos cambios se asocian con mayor riesgo de ulceracion y ruptura de la
placa con la consiguiente trombosis. Sin embargo, no se han evidenciado, diferencias
consistentes en cuanto a los depdsitos de calcio a nivel carotideo como sugiere el

“9) En su andlisis histolégico de las muestras de

estudio de Oostrom vy cols.
endarterectomia de 383 pacientes, comprobaron que el contenido de lipidos y
macrofagos, asi como la expresion de MMP-9, era mayor en el cuartil de mayor edad, y

la expresion de MMP-2 disminuia. Sin embargo, el contenido de calcio no mostraba

cambios significativos con la edad.

1.3.2 DIABETES

La diabetes esta clinicamente asociada a calcificacion vascular tanto medial como
intimal. A nivel celular, los productos de la glicosilacién producen disfuncion del
endotelio por toxicidad directa e inducen la mineralizacién de los pericitos. Nilsson-

59 observaron como la glucosa y la 2-desoxiglucosa regulaban la

Berglund y cols.
expresion de la osteoporina a nivel transcripcional. Ademas, los niveles de glicemia en
los diabéticos tipo | han demostrado asociacién con la progresién de la calcificacidon

coronaria®Y,
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La calcificacién medial observada en pacientes diabéticos estd intimamente ligada a
su relacién con los procesos de aterogénesis en lo que se ha dado en llamar
macroangiopatia diabética. Sus complicaciones, bajo la forma de un aumento en la
incidencia de accidentes cardiovasculares, son bien conocidas a través de los ya
clasicos estudios epidemiolégicos del Diabetes Complications and Control Trial
(DCCT)(Sl)y el United Kingdom Prospective Diabetes Study Group(sz). En efecto, el riesgo
de infarto agudo de miocardio es, en pacientes diabéticos, entre 2 y 10 veces superior,
aumentando el de AVCentre2y 3 veces®?.

Los factores que inducen a esta potenciacion de la aterogénesis no son bien
conocidos, aunque la resistencia a la insulina y la dislipemia asociadas parecen ser
determinantes. Por otra parte, y contrariamente a lo observado en la microangiopatia
diabética, su efecto es, hasta cierto punto, independiente de los niveles de glucemia.

La resistencia insulinica, presente en la DM tipo 2, asi como en algunos individuos
con DM tipo 1 con sobrepeso, se ha asociado con tasas mas altas de calcificacidon
coronaria al compararlos con individuos no diabéticos®?.

En condiciones normales, existe un equilibrio entre los mecanismos de reparaciény
proliferacién celular controlados por los genes que regulan la entrada en el ciclo
celular (proto-oncogenes) y los sistemas protectores antitrombogénicos como la dxido-
nitrico sintetasa. Este balance depende de la correcta senalizacion desde el receptor
de la insulina y su transmisidon a través de dos vias de fosforilacién (MAP-quinasa y
fosfato de inositol) que se ven alterados en la diabetes por falta de insulina o por
resistencia a la misma®®®.

La dislipemia no es mas frecuente en los pacientes con diabetes tipo |, mientras

gue la Il se asocia con un perfil aterogénico caracterizado por un descenso de las HDL y
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elevacion de las LDL que se relaciona de forma lineal con un aumento en la incidencia
de accidentes cardiovasculares. En contraposicion, el aumento progresivo de los
niveles de Hb glicosada apenas afecta dicha incidencia. No obstante, de nuevo el
control glucémico no parece mejorar la tasa de recurrencia ni la supervivencia a largo
plazo. Solo el control de las cifras tensionales parece prevenir la incidencia de AVC en
estos pacientes(49).

También se han investigado los niveles séricos de factores implicados en la
osteoregulacién y en la calcificacidn vascular (como la vitamina D y la PTH) en relacién
a otros factores de riesgo como la diabetes. Sélo la 1,25-vitamina D se asocia a la
calcificacién coronaria presentando un efecto protector a pesar de la accién propia de
la vitamina D en la regulacion de los depdsitos de ca®® En pacientes con diabetes tipo
2 y una tasa de excrecidon urinaria de albumina elevada, Joergensen y cols.®”
observaron que una deficiencia severa de vitamina D (<12,5 nmol/L) se asociaba con
un aumento de las posibilidades de calcificacién coronaria (OR 4,3), relacion que se

mantenia tras un ajuste por edad, sexo, colesterol total, creatinina, Hb glicosilada,

presion arterial sistélica y tabaquismo.

1.3.3 ALTERACIONES LIPIDICAS

La lipemia se ha sugerido como posible modulador de la calcificacion. Asi, se ha
comprobado, mediante estudios in vivo, una asociacién directa de los niveles de
colesterol total y colesterol-LDL con la calcificacion coronaria cuantificada mediante
TC, y una asociacion inversa con los niveles de HDL®® 9,

Por otra parte, las dietas hipolipemiantes y los tratamientos con estatinas han

mostrado una disminucién en la calcificacién vascular. Callister y cols.®® estudiaron
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mediante TC el volumen de calcio (indice de volumen) en las lesiones coronarias de
149 pacientes, de los cuales 105 fueron tratados con estatinas (inhibidores de la HMG-
CoA reductasa). Su revaluacién a los 12 meses demostré una modesta reduccion del
7% sélo en los pacientes tratados que habian alcanzado niveles de LDL por debajo de
120mg/dl. Ademas, se observd un aumento significativo en los pacientes tratados con
estatinas, pero con LDL por encima de dicho umbral, y un aumento maximo del 52% en
los no tratados. Por otro lado, existen estudios que relacionan las estatinas con la
calcificaciéon de las células mesenquimales y las CMLs. Esta diferenciacidén osteobl3stica
se basa en el incremento de la expresion del mRNA de BMP-2. Estos efectos, serian
dosis dependiente(el). Saremi y cols.®? analizaron Ia progresion de la calcificacion
coronaria en un grupo de pacientes con diabetes tipo 2 y AE avanzada con un
seguimiento medio de 12 afos. Encontraron que aquellos pacientes con un consumo
mayor de estatinas presentaban una progresién acelerada en la calcificacién coronaria
estadisticamente significativa. Esta significacion se mantenia tras el ajuste con diversos
factores de riesgo cardiovascular (FRCV).

Las estatinas no sélo pueden actuar sobre la calcificacion de las arterias, sino que
también pueden alterar el metabolismo dseo. De hecho, sabemos que la calcificacion
arterial y la osteoporosis comparten algunos de sus mecanismos patogénicos. Parhami
y cols.®3) analizaron el efecto de la LDL oxidada en las CMLs de la pared vascular y en
células preosteoblasticas del hueso (MC3T3-E1) utilizando como marcador de
diferenciacién osteoblastica la expresién de la fosfatasa alcalina (FA). Los resultados
mostraron un aumento dosis dependiente de la FA en las CMLs tratadas con LDL
oxidada en comparacién con las células control, aprecidndose, en cambio, el efecto

inverso en el caso de las células MC3T3-E1.
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La leptina, una proteina implicada en el metabolismo de los lipidos y en el
remodelado dseo, podria estar también relacionada con estos procesos de calcificacidon
arterial, como sugiere la elevacién de sus niveles plasmaticos en pacientes con
coronariopatia. Reilly y cols.® encontraron, en pacientes diabéticos, una asociacion
entre los niveles plasmaticos de leptina y la calcificacién coronaria (mediante TC de haz
de electrones, EBCT), tras ajustar por indice de masa corporal y proteina C-reactiva.
Tanto la leptina como su receptor se han identificado en CMLs, células endoteliales y
células espumosas de las lesiones AE, aunque no se conoce cudl seria su papel en el
desarrollo de la AE y la calcificacion arterial. Hamrick y cols.®) observaron que ratones
con deleccion del gen de leptina (ob/ob) o del gen de su receptor (db/db)
desarrollaban menos areas de AE en comparacién con los controles, pudiendo deberse
parcialmente al aumento de HDL que producia también esta alteracién genética. Este
efecto favorecedor de la calcificacidon, provocado por la leptina, puede deberse
también a su accidn pro-inflamatoria y a la induccion de la diferenciacidon osteogénica
gue provoca en las CMLs. Otros estudios apuntan a que las CMLs de la pared arterial,
al ser tratadas con leptina presentan un aumento de la actividad de la fosfatasa
alcalina (marcador de diferenciacion osteogénica) entre 5 y 10 veces, y que los
tratamientos prolongados aumentan la calcificacion del tejido vascular®®.

Estos estudios indican una relacion entre metabolismo lipidico y calcificacidén

arterial. No obstante, su verificacion requeriria de nuevos disefios prospectivos para

intentar desligar este efecto del mediado por el propio proceso aterogénico.
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1.3.4 INFLUENCIA ESTROGENICA

Estudios epidemioldgicos previos indican que la prevalencia de las enfermedades
cardiovasculares es mayor en hombres que en mujeres pre-menopadusicas, y que la
incidencia tiende a aproximarse cuando éstas superan la menopausia. Ademas, en
mujeres ooforectomizadas se duplica el riesgo de accidentes cardiovasculares.

Los mecanismos por los cuales los estrégenos ejercen un efecto cardioprotector
serian:

e Accion indirecta: mejoran el perfil aterogénico. Los estrégenos aumentan la

HDL y disminuyen la LDL fundamentalmente cuando se administran por via oral
y, ademads, mejoran la tolerancia a la glucosa.

e Accidon directa: actian directamente en la pared vascular produciendo
vasodilatacidn. En especial, promueven una accién vasodilatadora mediada por
el incremento de éxido nitrico (factor de relajacion endotelial). Por otro lado,
existe una accién quimica local, modificando el metabolismo de las
prostaglandinas, por incremento de prostaciclinas y disminuciéon de
tromboxano, lo que conduce a un efecto vasodilatador, inhibiendo el papel
vasoconstrictor de la endotelina I.

La mujer postmenopausica comparada con la premenopdausica, tiene mayor

concentracion de colesterol total y colesterol LDL. También se observa aumento de

®7) " Otras

triglicéridos plasmaticos, el cual estd vinculado con el envejecimiento
lipoproteinas cuya concentracidén plasmatica se incrementa en la menopausia son las

Lp(a) y la IDL. El comportamiento del colesterol HDL es mas controvertido, segun
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algunos autores disminuye, en tanto que otros no observan cambios tras la

menopausia(eg).

Numerosos estudios han establecido el efecto beneficioso de la terapia hormonal
sustitutiva (THS) sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas en las mujeres
postmenopausicas. Los estrogenos por via oral han sido los mas utilizados en la
sustitucion hormonal tanto a corto como a largo plazo y su primer metabolismo
hepatico determina una actividad enzimatica y modificaciones metabdlicas
importantes:

° Disminucién de la concentracién plasmatica de IDL y LDL, por incremento de su
catabolismo, a través del aumento en la actividad del receptor para la LDL, hasta
valores similares a los de una mujer premenopausica.

° Disminucion de la Lp(a).

° Incremento de la Apo Al, disminucién de la sintesis de lipasa hepdatica e
inhibicidon de los receptores SR-B1. Estos efectos determinan el aumento de la
HDL fundamentalmente a expensas de HDL 2.

A pesar de este efecto protector cardiovascular pleiotrépico de los estrégenos, y su
analisis en diversos ensayos clinicos, no hay una evidencia clara sobre la reduccion de
la aterogénesis coronaria o la disminucién de las complicaciones cardiovasculares de la
THS®)M9 | 3 influencia de la THS sobre el sistema cardiovascular plantea controversia
y todo parece indicar que sus efectos estaran marcados por la presencia de FRCV
previos, el tipo de farmaco empleado en el tratamiento o el tiempo de duracion de
éste.

En los ultimos afos se ha estudiado el efecto de la THS sobre la calcificacion

arterial. Concretamente sobre el eje OPG/RANK/RANKL. La OPG esta asociada a los
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procesos de reabsorcidn dsea y calcificacidn vascular, y podria ayudar a entender la
alta prevalencia de la AE y la osteoporosis en mujeres postmenopdusicas. Los niveles
en suero de OPG serian un predictor potencialmente util de las alteraciones vasculares
adversas que se dan de manera precoz en mujeres postmenopéusicas””.

El efecto antiaterogénico de los estrégenos se ha estudiado en diversos modelos
animales. Bourassa y cols.”? analizaron el efecto del 17- alfa- estradiol y el tamoxifeno
en la progresion de la placa de AE en un modelo de rata con deleccién selectiva del gen
de la ApoE, y observaron que tanto los estrégenos enddgenos como exdgenos
protegian de la formacidn y progresion de la AE.

Sin embargo, la débil asociacidon entre la extensién de las lesiones y los niveles de
colesterol y triglicéridos encontrado en los modelos animales, lleva a pensar que el
efecto protector de los estrégenos soélo estd parcialmente ligado a la disminucién
lipidica que producen. Elhage y cols.”® también utilizaron un modelo animal con ratas
con deleccion del gen codificante de ApoE (ApoE -/-), a los que aplicaron diferentes
dosis de estradiol (E2), encontrando una disminucién de los niveles de colesterol y del
area de lesion. La asociacién hallada entre el area de la lesion y los niveles séricos de
E2 sugeria una accion directa de los estrégenos sobre la pared arterial y no sélo
mediante la disminucidn del colesterol plasmatico. Otros modelos animales estudiados
parecen coincidir en que el efecto protector de los estrégenos no depende Unicamente
de la disminucion sérica de lipidos, sino que su accién se produce directamente en la
pared arterial mediante la produccién de moléculas vasoactivas y citoquinasm’).

Los estrégenos son esenciales para la maduracion esquelética -incluso en el varén-
y no solo en la época de crecimiento, sino también en el adulto, manteniendo el

(75)

equilibrio del recambio dseo del esqueleto'’”’. Los estrdogenos, a través de su accidn
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sobre el TGF-B, serian estimuladores osteobldsticos; aumentan la produccién de
calcitonina e impulsan la expresién de receptores de vitamina Ds; en osteoblastos,
reducen la produccion de citoquinas proinflamatorias e incrementan la expresion de la
OPG. Asi mismo, inducen la apoptosis de los precursores y las formas maduras de las
células osteoclasticas. El descenso de los niveles de estrogenos en la menopausia se
acompafa de un incremento de la reabsorcién dsea. Esto se cree que es debido al
incremento en la produccién de citoquinas proinflamatorias, principalmente IL-1, IL-6 y
TNFo7® y la disminucion de la actividad endotelial de la éxido nitrico sintetasa
(ONs)m), mediada a través del receptor de estréogenos o (ER-al), y que provoca el
aumento de sintesis local de 6xido nitrico (ON). Sin embargo, la interaccién de los
estrégenos con la ONs, y su influencia en la aterogénesis, no ha sido estudiada in vivo
hasta el momento, aunque estudios en animales sugieren que la ONs no sélo tiene
efecto en los vasos, sino que también tiene un papel en el metabolismo éseo, como
demuestra estudios in vitro’®.

Con el cese de la funcion ovarica se tiene una pérdida rapida de hueso de un 2-4%
anual en los primeros 5 afios siguientes a la menopausia, pérdida anual muy superior al

(79)

1% que se da durante el envejecimiento La alteracion de los niveles de la

interleukina y su repercusion sobre la masa 6sea, también se ha relacionado con la
edadyla menopausia(go).

La induccion de estas citoquinas pro-inflamatorias, anadida a la pérdida de
estrégenos tras la menopausia, parece relevante para explicar la vertiente inflamatoria
de la aterogénesis. Estas tres citoquinas se producen en el tejido vascular y su relacién

(81)

con la AE se ha demostrado en diferentes estudios in vivo Sin embargo, la
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contribucion precisa al efecto aterogénico de los estrégenos no ha sido aclarada por el

momento.

1.4 PATOGENESIS

La calcificacidén intimal ha demostrado numerosas similitudes con el proceso de
osteogénesis, tanto a nivel histoldgico como celular y bioquimico(gz). Se han propuesto
diversas teorias para explicar este fendomeno que algunos consideran ectépico y
patoldgico, mientras que para otros obedeceria a un mecanismo adaptativo/defensivo.
Entre ellas destacan los modelos fisico-quimico o pasivo, osteogénico activo y genético
(determinantes genéticos). Estos no son necesariamente excluyentes, sino mas bien
complementarios. Los estudios realizados en este ambito se limitan al analisis de la
expresion de proteinas y genes relacionados con el metabolismo 6seo, o
extrapolaciones a partir de ensayos in vitro en cultivos celulares. Sin embargo, faltan

por el momento estudios que analicen estos mecanismos in vivo.

1.4.1 MECANISMOS MOLECULARES DE FORMACION Y REABSORCION OSEA

Una adecuada aproximacion al proceso de calcificacién arterial requiere el
conocimiento y comprensién de los mecanismos que regulan la formacion y
reabsorcioén dsea.

Los elementos celulares artifices del proceso de osificacion, ya sea directa
(mesenquimal) o a través de cartilago intermediario (encondral), provienen
aparentemente de un precursor comun. Sin embargo, en un estadio de diferenciacién
posterior, osteoblastos y condrocitos parecen compartir un precursor mesenquimal,

mientras que los osteoclastos proceden de la linea hematopoyética. El proceso esta
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orquestado a través de programas genéticos responsables de la expresién de multiples
citoquinas y factores de transcripcion. En las Fig. 1.2 y 1.3 se muestran de forma
esquematizada el control molecular en la diferenciacién y activacion tanto
osteoclastica como osteoblastica.

En la diferenciaciéon y activacion osteoclastica (Fig. 1.2) interviene el factor
estimulante de las colonias de tipo monocito macréfago (M-CSF). Posteriormente, la
expresion de RANK en la membrana caracteriza definitivamente a la poblacién que va
a diferenciarse en osteoclasto. Cuando este receptor se une a su ligando (RANKL), la
célula precursora comienza su maduracion, convirtiéndose en una célula
multinucleada y polarizada con capacidad resortiva. Con la activacion del RANK se
genera una sefial intracelular en las que interviene el factor adaptador TRAF6 y tras
una serie de cascadas paralelas se activaran NF-kB, c-Fos, fosfolipasa Cy NFATc1?Y.

El origen clasico del RANKL se situa en los osteoblastos (OB), aunque sabemos que
son los osteocitos (OS) los que aportan una mayor cantidad de esta citocina, y podrian
ser los verdaderos reguladores de la resorcidon dsea, al menos en condiciones
fisioldgicas. Linfocitos T y B, también son productores de RANKL, pero posiblemente su
papel tendria relevancia en situaciones patoldgicas. De forma fisioldgica el IFN-y
segregado por linfocitos T inactiva al TRAF6, el factor adaptador principal de la sefial
intracelular de RANK, lo que constituye un factor regulador relevante para impedir una
sobre activacién osteoclastica provocada por el RANKL linfocitario®.

La formacién ésea depende del reclutamiento de un numero suficiente de OB
en las superficies que han sido sometidas al ataque de los osteoclastos (OC). Proceden

de un subgrupo de células madre mesenquimales con capacidad de diferenciacién

osteogénica. Aunque la localizacion exacta de estas células in vivo no se conoce,
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recientes estudios sugieren que podrian situarse en la superficie externa de los
sinusoides medulares, alcanzando las superficies dseas a través de canales vasculares
en respuesta a sefiales procedentes de los sitios de remodelado, bien de la matriz

®%) Una vez situados en la superficie dsea, los

reabsorbida o de los propios OC activos
OB producen la matriz orgdnica (osteoide) y finalmente mueren por apoptosis o
guedan en la matriz calcificada, transformandose en OS.

El regulador mas importante en la diferenciacion osteoblastica es Runx2, factor
necesario, pero no suficiente para que una célula progenitora se diferencie. En un
estadio mas avanzado intervienen otros factores, como PTH/PTHrP, GH/IGF-1 y la via
Wnt. La ruta de sefializacion Wnt (también conocida como via Wnt candnica)
constituye un mecanismo esencial en la regulacion del remodelado dseo e implica el
correcto funcionamiento de diversos factores conectados entre si, siendo capaz de
ejercer un control global sobre el osteoblasto, favoreciendo su proliferacién,
diferenciacién o la apoptosis. La via Wnt funciona en combinacién con otros factores

)(35).

como las proteinas morfogénicas del hueso (BMPs Las BMPs pertenecen a la

[3(86) y son los factores osteogénicos mas potentes que se

superfamilia de ligandos TGF-
conocen en la actualidad. Las BMPs parecen jugar un papel importante en las
patologias vasculares®”). Se han descrito 2 tipos de receptores especificos tipo Kinasa
serina/treonina. La formacion de complejos heteroméricos entre los receptores tipo | y
Il inicia la transmisidon citopldsmica de la sefial de transfosforilacion a través de
proteinas Smads hasta su translocacion final al nicleo donde se inicia la activacion de
distintos genes por mecanismos no bien comprendidos. Por otra parte, la transmisién

de la senal de fosforilacion a través de distintas combinaciones de factores de

transcripcién parece ser responsable de la diferenciacién del precursor mesenquimal
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hacia su destino final. En esta compleja cascada de transmision intracelular de la sefial
provocada por las BMPs, tres factores de transcripcién (DIx5, Runx2/Cbfa-1 y Osx)
parecen tener la llave de la diferenciacién osteoblastica, como sugiere su inactivacién
total en ratones con deleccion selectiva de los respectivos genes.

En el proceso de remodelado éseo, los OS juegan un papel relevante. Estas células
son las mas abundantes (90-95%) del tejido dseo y las mas longevas, pues pueden
alcanzar los 25 afos de supervivencia(sg). Los OS poseen multitud de dendritas que se
distribuyen por el tejido circundante y alcanzan la superficie, utilizando canaliculos por
los que circulan pequefnias moléculas, como el éxido nitrico y las prostaglandinas, que
participan en una extensa red de senalizacion que empieza a ser reconocida como una
parte fundamental del control del remodelado dseo. Su actividad secretora es intensa
(RANKL, OPG, ATP, PGE,, 6xido nitrico, FGF23 vy la DMP-l)(Sg). Como ya hemos
comentado anteriormente, la via Wnt/B-catenina también posee un papel destacado
en la remodelaciéon ésea. La Wnt son unos ligandos naturales, que unidos a la
membrana celular, desencadenarian acciones intracelulares que conducen a la
liberacién de la B-catenina. Esta llega al nucleo e interacciona con miembros de la
familia de factores de transcripcién TCF/Lef provocando la sintesis de proteinas que
intervienen principalmente en la osteoformacién. En esta via los osteocitos

intervendrian mediante secrecion de esclerostina, potente inhibidor de la via wnt®,
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Figura 1.2 Diferenciacion osteoclastica. CHM: célula madre hematopoyética; CPOC: cél. precursora de
osteoclastos; OC: osteoclasto. Arboleya y cols. http://dx.doi.org/lO.1016/j.reuma.2013.02.008m)
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Figura 1.3 Diferenciacién osteobldstica. MyoD: myogenic differentiation 1 protein; PPARy: peroxisome
proliferator activated receptor gamma; Sox9: sex determining region Y-box 9. Arboleya y cols.
http://dx.doi.org/10.1016/j.reuma.2013.02.008"*"
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El remodelado 6seo se produce en zonas compuestas por una cohorte funcional de
células que actuan de forma coordinada, denominada osteona o unidad multicelular
basica y que contiene OC, OB, OS, células de la superficie dsea (linning) y células de los

®NE| ciclo se estructura en 4 fases consecutivas (Fig. 1.4).

capilares de soporte
Inicialmente tiene lugar el reclutamiento de precursores de OC hacia un lugar de la
superficie quiescente, en la superficie trabecular o en la profundidad de una osteona.
Luego, los OC maduros activan su maquinaria resortiva y labran una laguna (laguna de
Howship), que en la siguiente fase serd rellenada por la colaboracion de células de
estirpe macrofagica con las células del linning, lo que permitird acudir a los OB
maduros que cubrirdn la cavidad de substancia osteoide. Finalmente, se producira la
mineralizacion y la formacién de hueso maduro.

Los osteoclastos, que representan tan sdlo en 1-2% de las células Oseas,
pertenecen a la estirpe monocito-macréfago. En su estado maduro tiene la capacidad
de unidn al hueso a través de las integrinas av33 que se expresan en la superficie de
los podosomas (prolongaciones digitales de la membrana celular en forma de
“cepillo”) y que tienen la propiedad de interactuar con proteinas de la matriz, como la
OPN vy la vitronectina, y que permitira el intercambio de iones y proteasas necesario

. s 21
para la reabsorcién 4sea??,
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Células limitantes
Membrana endéstica

Hueso mineralizado

Retraccion de células
Reabsorcion de membrana
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Tejido 6seo neoformado

mineralizado
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Quiescente

Activacién

Reabsorcion

Formacion

Mineralizacion

Quiescente

Fase 1. Reclutamiento

Fase 2. Reabsorcién

Fase 3. Formacion

Fase 4. Mineralizacion

Figura 1.4 Fases del remodelado éseo. Modificado de Compston y cols. Physiol Rev. 2001%?

La funcién de reabsorcion dsea de los osteoclastos estd mediada por diversas

proteasas, entre las que destaca catepsina K. Estas enzimas requieren un pH bajo para

ejercer su accion. Este microambiente de acidosis localizada en la laguna osteoclastica

depende, en gran parte, de la accién de una bomba de protones acoplada a un canal

idnico: el CIC7, que intercambia 2CI" por un H

+(93)

. Su accién coordinada conlleva la

generacion de acido clorhidrico capaz de disolver la hidroxiapatita, a la vez que generar

las condiciones dptimas para la accidon litica de la catepsina K (liberada desde los

lisosomas) y diversas metaloproteasas sobre la matriz extracelular.
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1.4.2 PATOGENESIS DE LA CALCIFICACION ARTERIAL

1.4.2.1 Modelo osteobldstico o activo

©4 se basa en la

El modelo originalmente propuesto por Brostdm y cols.
identificacion en la pared arterial de células pluripotenciales (células vasculares
calcificantes [CVCs]) que expresan proteinas caracteristicas de fenotipo osteogénico
(oteopontina, osteocalcina, fosfatasa alcalina y BMP-2). Si las CVCs representan por si
mismas el precursor o son CMLs con caracteristicas osteoblasticas, es todavia incierto.
Esta segunda hipdtesis se ve reforzada por la identificacion en CMLs de la expresién de
Runx2/Cbfal, asi como por la posibilidad de inducir su desviacién fenotipica hacia un
perfil osteobldstico bajo diversos estimulos, como son los subproductos de la oxidacién
lipidica, la repuesta inflamatoria que producen y las concentraciones elevadas de Ca y
P(95, 96).

Otros estudios se han focalizado en la alteracion de la reabsorcion de Ca por células
tipo OC como origen de estos depodsitos. De hecho, la interferencia de la via de
sefializacion para la diferenciacién y activacién osteoclastica (RANKL, su receptor de
superficie celular [RANK] y su receptor senuelo, OPG) conduce a la inactivaciéon
osteoclastica y desarrollo de calcificaciones en la pared vascular®’-%® (Fig. 1.5).

El papel de la OPG en los mecanismos de calcificacién arterial merece especial
atencidn, sobre todo porque algunas evidencias la relacionan con la osteoporosis. La
asociaciéon paraddjica de ambos procesos, especialmente en mujeres

postmenopausicas y edad avanzada, ha centrado la atencidn de los investigadores(gg’.

(100)

Choi y cols. encontraron en las arterias, al contrario que en el hueso, un aumento
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de la relacién OPG/RANKL, en respuesta a la ooforectomia, lo que sugiere la
importancia de los efectos endocrinos en la asociaciéon de la destruccion dsea y la
mineralizacion arterial en mujeres postmenopdausicas.

Este efecto se ha constatado en ratones con deleccidn selectiva del gen de la OPG
(OPG-/-), en los que se produce calcificacion arterial masiva asociada a

(101)

osteoporosis En este modelo animal, la osteoporosis, pero no la calcificacion

vascular, es reversible tras la administracion exdgena de OPG recombinante%?.
Aunque diversos estudios sugieren que la OPG tendria un efecto inhibidor de la
calcificacién, se han encontrado concentraciones elevadas de OPG en pacientes con
calcificacién arterial. La explicacién se podria encontrar en las interacciones que
alteran las vias de produccién de OPG, como la inflamacién. Asi, mediadores pro-
inflamatorios como el TNF-a. son capaces de inducir la expresion de OPG en las células
musculares lisas y las células endoteliales, pero también estarian implicados en el
desarrollo de la calcificaciéon vascular mediante la induccién de fosfatasa alcalina. Es
decir, agentes que estimulan la calcificacién de las células musculares lisas, también
pueden estimular la produccion de OPG, posiblemente como un mecanismo
compensatorio de proteccidén. Alteraciones de la funcidn miocardica, roturas de la
placa y procesos inflamatorios en otros tejidos pueden contribuir a incrementar los

niveles de OPG circulante'*®®.
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Figura 1.5 Esquema de la expresidn, regulacion y funcién del RANKL, RANK y OPG en la calcificacidn
vascular arteriosclerosa. RANKL soluble o asociado a la membrana puede ser producido por cél.
endoteliales (ECs) estimuladas por citoquinas inflamatorias, células T activadas, células de musculo liso
vascular (VSMCs) sometidas a diferenciacion osteogénica o ECs en contacto con VSMCs que expresan
CD44. Al interactuar con el receptor RANK, RANKL podria contribuir al proceso aterosclerdtico a través de:
(1) activar la supervivencia, proliferacién, migraciéon quimiotactica o angiogénesis de EC; (2) estimulacion
de la actividad de los monocitos MMP-9, transmigracion a través de la barrera endotelial y desarrollo en
osteoclastos (OCs) que reabsorben el hueso en lesiones avanzadas; (3) promover un programa de
diferenciacion osteogénica en VSMC que conduce a la sintesis de proteinas dseas y calcificacion de la
matriz dentro del vaso arterial. La OPG, un receptor sefiuelo soluble que antagoniza las acciones de RANKL
en el tejido éseo, es producido por VSMCs y puede ser inducido por moduladores inflamatorios y ECs. La
OPG también se genera por ECs y puede servir como una sefial de supervivencia de éstas para oponerse a
las acciones proapoptdticas producidas por VSMCs aterosclerodticas. Los niveles elevados de OPG pueden,
por un lado, ayudar a proteger contra el dafio arterial y la calcificacidn vascular, y por otro reflejan un
estado general de disfuncién de las ECs, aumentando en el suero de pacientes con enfermedades
asociadas con la calcificacién vascular, representando posiblemente intentos contrareguladores para
compensar los efectos de un RANKL aumentado. Tomado de Collin-Osbody. Circ Res. 2004%9,
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En la Fig. 1.6 se representa el eje RANK-RANKL-OPG vy su papel en la promocion de

la diferenciacidon osteocondrogénica de las células musculares lisas ante una situacién

de inflamacién de la placa AE.

Osteoblastos
+
CMLE » RANK
Linfocitos-T
Endotelio > OPG - >
+
/ J +
Interleukina 1 v
ICAM-1 . .
TNF-o e — RANKL —> Osteosclastos
Inflitracion
TGN-§ leucocitaria \
placa ateroma, +
ITF-Y Apoptosis
TNF-a +
BMP
v Metaloproteasas
+
Proliferacion y l
Diferenciacion
osteogénica,
Ruptura placa

de CMLE

CMLE: celular muscular lisa endotelial; TNF-a: tumor necrosis factor alfa; TGN-f: transforming growth factor beta; ITF-Y:interferén gamma;OPG: osteoprotegerina; ICAM-1: intracellular adhesion
molecule-1; BMP: bone morphogenetic proteins

Figura 1.6 Eje RANK-RANKL-OPG. Mecanismo de calcificacién vascular.

Aunque el modelo osteogénico no ha sido completamente demostrado in vivo, los
estudios anteriormente citados, junto a la demostracion, mediante métodos
inmunohistoquimicos, de la presencia de diversas proteinas del metabolismo éseo en

. pe 1 1 . . s
las placas calcificadas*® %, sugieren de forma firme, un vinculo entre ambos

mecanismos.
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1.4.2.2 Modelo fisico-quimico o pasivo

Los fluidos extracelulares presentan cationes calcio (Ca®*) y aniones fosfato (PO,>)
y carbonato (COs*) en solucién. Estos se encuentran en equilibrio metaestable
dependiendo de su concentracion, siendo su producto de solubilidad el factor
determinante de su precipitaciéon bajo la forma de fosfato y carbonato calcico. El
modelo fisico-quimico, se basa en la existencia, en la pared arterial, de inhibidores que
previenen la precipitacién de dichas sales!™”),

Entre estos inhibidores, destacan varias proteinas del grupo Gla, capaces de
modular la precipitacion de sales calcicas en los fluidos extracelulares por quelacién o

.y . 2+(1
unién de iones Ca?*1%®

. Estas proteinas contienen acido y-carboxiglutdmico, es decir,
un residuo anormal de glutamina con un grupo carboxilo afiadido en posicién vy estan
relacionadas, no sélo con la hemostasia y formacién de trombina, sino también con la
deposicidn de calcio y el metabolismo dseo. La proteina de la matriz Gla (MGP, matrix
Gla protein) y la BGP (bone Gla protein), también llamada osteocalcina, pertenecen a
éste grupo y, aunque su actividad se desarrolla principalmente en el hueso, se ha
demostrado también su expresidn en el tejido arterial*®,

Distintos cofactores parecen ser los moduladores de su actividad. Asi, por ejemplo,
al menos dos formas de vitamina K pueden actuar en la reaccidon que produce Gla: la
filoquinona (K1) y la menaquinona (MK-4). Ambas tienen un efecto similar como

11 .
(110) observaron, en un modelo animal,

cofactor in vitro. Sin embargo, Spronk y cols.
que la MK-4, a diferencia de la K1, inhibia la calcificacion arterial inducida por
warfarina. La diferente distribucion y eficiencia de las coenzimas K1 y MK-4 en los

tejidos podria explicar, al menos en parte, por qué algunos tienden a calcificarse y

otros no.
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Por otra parte, estudios realizados con animales de experimentacién han permitido
relacionar el proceso de calcificacion vascular con la deficiencia de la MGP en la pared
arterial. Asi, se ha observado calcificacion arterial masiva en modelos de ratones con
deleccion selectiva del gen de la MGP o de la y-carboxilasa™".

La OPN es una fosfoproteina implicada en la regulacion de la mineralizacion al
actuar estimulando los osteoclastos e inhibiendo el crecimiento de los cristales de
hidroxiapatita. Aunque no se encuentra en arterias normales, algunos autores han
detectado su expresion en areas de calcificacidon arterial™?. Esta proteina se expresa
en diferentes zonas y tipos celulares como matriz ésea, macréfagos, células
dendriticas, células endoteliales, células de musculo liso o células epiteliales(m) . Wada

114) mostraron cémo el tratamiento con OPN inhibia la calcificacidn en tejido

y cols.
adrtico bovino. Sin embargo, no encontraron disminucidn en los niveles de fosforo o
en la actividad de la fosfatasa alcalina, de lo que se deduce que el mecanismo
inhibitorio de la OPN se debe a la quelacién o secuestro del calcio, siendo su actividad

(115) para examinar el papel de OPN en la

dosis dependiente. Giachelli y cols.
calcificacion vascular cruzaron ratones OPN-/- (sin manifestaciones vasculares) con
ratones MGP-/- (si desarrollan calcificaciones vasculares). Los ratones OPN-/- y MGP-/-
muestran una calcificacion mas acelerada que los que solo son deficientes en MGP
(OPN+/+ y MGP-/-), por lo que estos estudios indicarian que OPN es un inhibidor
inducible de la calcificacidn vascular in vivo.

La unién de la OPN al calcio, impidiendo su nucleacién, y a los cristales de apatita,
evitando su crecimiento, parece estar mediada por las capacidades adhesivas del

dominio Arg-Gly-Asp de esta proteina. La interaccion de este dominio con una

integrina alfa-V beta-3 de los precursores osteoblasticos, hace que éstos se diferencien
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hacia osteoclastos con fenotipo reabsortivo™®. En las placas AE, la produccién de OPN
por parte de los macrofagos parece que podria responder a un mecanismo defensivo

(117), cuyo estudio mostro

frente a la calcificacion, como sugieren Mohamadpour y cols.
la asociacidon entre los niveles plasmaticos de OPN y la presencia de enfermedad

arterial coronaria.

1.4.2.3 Modelo unificado

La principal controversia que plantean estos modelos es su aparente validez sélo
para explicar predominantemente una de las localizaciones de la calcificacién arterial:
el pasivo para la medial y el activo para la intimal. Sin embargo, se ha sugerido un
solapamiento de ambos, estableciendo el nexo de unién en la capacidad de la MGP
(principal estabilizador de la solubilidad de calcio y fésforo en fluidos extracelulares en
el modelo pasivo) para inhibir las BMP (principal activador de la osteogénesis en el
modelo activo). De hecho, Sweatt y cols.™® demostraron que el dominio Gla de la
MGP se une a la molécula de BMP-2 recombinante en presencia de calcio, sugiriendo
la hipdtesis que la calcificacidn arterial puede desencadenarse como consecuencia de
la afectaciéon de ambas vias en presencia de una pobre carboxilacion de la MGP que, a
su vez, disminuiria su afinidad por la BMP-2.

Por otra parte, tanto la calcificacion medial como la intimal, provocan la
sobrexpresién génica de proteinas implicadas tanto en el proceso de diferenciacién
osteoblastica como en la regulacién del proceso de mineralizacién (sialoproteina,
osteocalcina, osteopontina, fosfatasa alcalina). En base a estas observaciones,

(119)

Shanahany cols. proponen una hipdétesis unificada en la que las CMLs que expresan

MGP, sufririan una modificacién fenotipica con desviacion hacia un patrén pro-
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osteogénico, como consecuencia de factores ambientales que provocan la disminucién
en la actividad moduladora de la MGP, y que, a su vez, aumentaria la susceptibilidad

tisular a la precipitacién de sales de calcio.

1.4.2.4 Determinantes genéticos de calcificacion arterial

La prevalencia y el contenido de calcio arterial estan significativamente ligados a los
FRCV conocidos. Sin embargo, estos no explicarian por qué algunos individuos con
riesgo elevado nunca desarrollan sintomas y otros con menor riesgo si lo hacen. Se ha
observado que los factores de riesgo establecidos sélo explicarian el 40% de la
variabilidad interindividual de la calcificacién arterial, y que al menos otro 40% se

.. . s 12
condiciona por determinantes genéticos™??.

En el analisis de descendencia y entre hermanos del Framingham Heart Study(m),
qgue incluyd 2151 individuos (de 1109 familias), el analisis multivariante sugeria que, al
menos el 49% de la varianza del indice de calcificacidon adrtico, se explicaba por el

122 . ez
(122) compararon la medicion de

efecto combinado de factores genéticos. Lange vy cols.
calcio coronario mediante TC con un andlisis del genoma en su estudio sobre gemelos
de 29 familias. Se genotiparon 370 alelos polimdrficos mediante PCR y se estimaron las
frecuencias de cada uno. Al contrastar estos datos se encontré que al menos dos loci
(6p21.3 y 10g21.3) estaban implicados en la calcificacién arterial, estimandose que el
vinculo familiar (entre gemelos) llevaba asociado un riesgo de 2,22 para el loci 6p21.3
(p=0,0007) y 3,24 para el loci 10g21.3 (p=0,0005), respectivamente. Recientemente, en

un trabajo multiétnico denominado Vascular Function and Genetic Epidemiology

(ADVANCE), una regién de 58kb del cromosoma 9p21.3 adyacente a los genes tumor
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supresores CDKN2A y CDKN2B se asocid con un aumento de la calcificacién arterial
coronaria en todos los grupos de raza/etnicidad no africana™®.

Al igual que en otras enfermedades crdnicas, los estudios acerca de la calcificacidon
arterial basados en GWAS (Genome-Wide Association Studies) todavia presentan
ciertas limitaciones. Precisar loci genéticos que confieren susceptibilidad a la
calcificaciéon arterial requiere el manejo de tamanos muestrales de gran escala y de
una subdivisién fenotipica precisa (e]j. calcificacion de la intima o la media). La
implementaciéon de la biologia de sistemas a los estudios genéticos futuros seria de
gran utilidad para esclarecer los mecanismos de la calcificacion arterial. Del mismo
modo, la interaccidn entre los factores genéticos y ambientales también estan siendo

objeto de estudio en los ultimos afios?¥

. Por otro lado, estudios epigenéticos o de
microRNAs también podrian aportar nueva informaciéon sobre el proceso de
calcificacion.

El concepto de que hay diferencias raciales entre los afroamericanos y otros grupos
étnicos en los perfiles de expresidon genética que contribuirian a una diferencia en el
riesgo de calcificacion arterial, también merece una mayor atencién. Algunos estudios
sugieren que, en la raza negra, la calcificacién arterial es menor, incluso tras ajustar

por factores de riesgo conocidos™®!

. No es probable que este hecho pueda explicarse
mediante diferencias en la extensidon de la AE ya que, a pesar de su menor indice de
calcificacién, presentan una mayor incidencia de accidentes coronarios.

A pesar de estas evidencias, los estudios para analizar el papel especifico de genes

candidatos son escasos, e implican genes relacionados, a su vez, con la aterogénesis y

otros especificamente involucrados con el proceso de calcificacion. En la Fig. 1.7 se
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muestran los diferentes factores (ambientales, genéticos y propios del paciente) que a

. i . s . 12
modo de puzle contribuyen a la calcificacion arterial®??.

Inherited Risk Factors

Endothelial function, leukocyte adhesion Bone metabolism, osteochondral differentiation,
and activation calcification

Angiotensin-converting enzyme ACE (I/D) Ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1
E-Selectin ELAM1 (S128R) ENPP1 K173Q

CC chemokine receptor 2 CCR2 (V64l1) 24-hydroxylase Cyp24AT (rs2762939)

Redox stress modulation Bone morphogenetic protein 7 BMP7 Host
Glutathione peroxidase-1 GPx-1 Pro197Leu Matrix gla protein MGP and
Vitamin K metabolism Klotho KL .

Calumenin CALU A29809G Fetuin A ASHG Thr256Ser Environmental
Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Osteoprotegerin OPG Factors
VKORC1 C1173T Unclear mechanism

Arterial matrix remodeling Epoxide hydrolase EPHX2

Matrix metalloproteinase 3 MMP3

Antisense noncoding RNA in the INK4 locus ANRIL Atherosclerosis

Diabetes
CKD

Physiologic Serum Calcium
A Y Cgl ificati Receptor for Advanced Glycation End Products RAGE - PTH
rt.er}’ alcihcation TNAP tissue nonspecific alkaline phosphatase ALPL Vitamins D, K metabolism
Inhibitors Cartilage Oligomeric Matrix Protein COMP Bone metabolism, HLITERET
Discoidin domain Receptor 1 DDR1 Hypertens!on
Collagen Type 1 COL1A1, COL1A2 Aging
Klotho KL .
Transglutaminase 2 TGM2
Rk Vanin 1 VNNT
Fibrillin 1 FBN1
Osteopontin OPN Hormonal factors (estrogens, androgens)
Osteoprotegerin OPG Hyperlipidemia
Matrix gla protein MGP Smoking

Carbonic anhydrase2 Car-2
Progressive Ankylosis ANKH
Transcriptional intermediary factor1 TIF1
Ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 ENPP1
ATP-binding cassette transporter subtype 6 ABCC6
SMA-related protein 6 Smadé

Adiponectin ADIPOQ

Fetuin A AHSG

Other Modulators of Artery Calcification ==l thiospiale

Homocysteine

Drugs: bisphosphonates, statins,

calcium supplements,

vitamins (D, K),

phosphate binders, estrogens, SERMs, androgens,
teriparatide, calcitonin

Figura 1.7 Factores implicados en la calcificacion arterial. Genetics in arterial calcification: pieces of

a puzzle and cogs in a wheel. Tomado de Rutsch y cols. Circ Res. 2011.

123)

Se describen a continuacién los genes mas relevantes implicados en la calcificacion

arterial:

Enzima conversora de la angiotensina (ECA): el sistema renina-angiotensina
juega un papel importante en diferentes patologias cardiovasculares. Los
diferentes polimorfismos del gen de la ECA han sido ampliamente estudiados y
relacionados con la patologia oclusiva coronaria™®®. pfohl y cols.™?” estudiaron
en 146 pacientes que iban a ser sometidos a angioplastia coronaria por angina

estable, la relacién entre calcificaciéon arterial (mediante ecografia
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intravascular) y los polimorfismos insercion/deleccion (I/D) de la ECA,
encontrando que el haplotipo D/D se asociaba con una mayor prevalencia de

12 . o .. .
( 8’, en otro estudio, describieron la asociacion negativa

calcificaciéon. Oei y cols.
entre el haplotipo I/D y la calcificacionn coronaria.

Apolipoproteina E: La isoforma ApoEe4 se ha relacionado con mayor

(129 Se ha buscado también,

prevalencia de AE y accidentes cardiovasculares
una posible relacién con la calcificacidén coronaria, pero no se ha demostrado su
valor predictivo tras ajustar por otros factores de riesgo concocidos, aunque no
se puede descartar su papel modulador sobre los mismos 37,

Selectina E: Segun un reciente metaanalisis realizado en 24 estudios (3694
casos y 3469 controles), los polimorfismos A561C y G98T del gen de la E-
selectina se han relacionado en varios estudios con el riesgo de enfermedad
cardiovascular, aunque entre la poblacién caucasica el polimorfismo G98T no
se ha observado relacidén significativa, debido, probablemente, al limitado
(131).

numero de casos y a otros factores confusionales

Metaloproteinasa de matriz-3 (MMP3): Las MMP-3 pertenece a una familia de

endopeptidasas implicadas en mecanismos de formacién y resorcion de hueso.
Los desequilibrios en su expresion o en sus inhibidores han sido relacionados
con numerosas patologias, algunas de ellas cardiovasculares'™?. Bini y cols.13¥
identificaron, mediante métodos inmunohistoquimicos, la presencia de MMP-2
y MMP-3 en piezas de endarterectomia que habian sido clasificadas
previamente como placas tipo V y VI, encontrando que la presencia de MMP-3

aumentaba en las lesiones mas calcificadas (50% en las placas tipo V vs 93% en

las placas tipo VI), sin apreciarse este aumento en el caso de la MMP-2. El
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analisis histologico demostré también la colocalizacion de la MMP-3 con
proteinas de metabolismo dseo (OPN, osteonectina) en los depdsitos de calcio.
Por otra parte, los resultados del Helsinki Sudden Death Study, sugieren la
existencia de polimorfismos de la regiéon promotora del gen de la MMP3, que le
proporcionan una mayor actividad. Entre ellos, el 6A6SA se ha asociado a un
mayor indice intima-media carotideo y a una mayor tasa de reestenosis post-
angioplastia(134). Asi mismo, el haplotipo 5A5 se ha asociado con un area de
calcificacion mayor, incluso tras ajustar por factores de riesgo coronario, a
(135)'

pesar de que este estudio no tuvo en cuenta la extensidn de las lesiones

Proteinas Gla de matriz (MGP): El papel protector de las MGPs frente a la

calcificacién arterial ha sido referido con anterioridad. En estudios animales con
ratén se ha visto que la delecidon del gen MGP causa extensos cuadros de
condrogénesis ectdpica, asi como calcificaciones arteriales letales™®. Se han
identificado varios polimorfismos de las proteinas Gla implicados. Asi, en 2014

Tufidn-Le Poultel y cols.")

estudiaron la relacion de 3 polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP), MGP138T>C, -7G>A, y Thr83Ala MGP, con la pérdida de
masa Osea y la progresion de la calcificaciéon adrtica en una poblacién de 296
individuos que participaban en el European Vertebral Osteoporosis Study vy
concluyeron que algunas variantes genéticas de MGP podian predecir el riesgo
de ambas patologias, aunque sdlo en la poblacién masculina. Crosier y cols.13®
hallaron una asociacién significativa entre la calcificacion arterial coronaria y

ciertos polimorfismos de la MGP, solo en hombres.

Osteoprotegerina  (OPG): Se ha observado que ratones modificados

genéticamente con expresion disminuida de OPG, desarrollan osteoporosis y

63



|(139)

calcificacién arteria , sugiriendo que los mecanismos de calcificacién dsea y

arterial puedan estar relacionados. Por otro lado, otros estudios han
relacionado niveles elevados de OPG circulante con mayor presencia vy

(140)

severidad de enfermedad arterial periférica™™’, y con mayor riesgo de

(141 Esta paradoja podria

mortalidad en aquellos pacientes con coronariopatia
explicarse si el aumento en suero de OPG representara un mecanismo

compensatorio (ineficaz) para aplacar los mecanismos inmunes que conducen

(142) (143)

la calcificacion arterial'™"*'. Hay que destacar un estudio reciente'™™, en el que
se estudian 3 polimorfismos de OPG (163C, 245G y 209A) y su relacidon con
fracturas vertebrales y calcificacion adrtica. Tras un ajuste multivariable
concluyeron que el genotipo 209AA mostré una fuerte asociacion con una
mayor incidencia de fracturas de alto grado al mismo tiempo que con una
menor incidencia de calcificaciéon arterial, reforzando las hipétesis de lo OPG

como nexo de unién entre ambos procesos.

Receptor de Quemocina 2 (CCR2): La MCP-1 es una citoquina que recluta

monocitos y se encuentra en macréfagos, CMLs y células endoteliales. Esta
implicada en el proceso inflamatorio de la placa AE, y su accidon esta mediada
por el receptor transmembrana CCR2. El polimorfismo de este receptor
conocido como variante lle64 se asocia a una disminucion de su actividad y se
ha referido su posible efecto protector frente a calcificacidn coronaria
determinada mediante TC?),

Fetuing-A: La fetuina-A (también llamada a2-Heremans-Schmid glycoprotein
-AHSG-) es un importante inhibidor de la calcificacion sistémica, y se ha descrito

su relacion con la insuficiencia renal crénica (IRC). Los alelos AHSG1 y AHSG2 se
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han vinculado a diferentes niveles de fetuina-A en suero. Un estudio en
voluntarios sanos japoneses, establecié una asociacién entre los diferentes
alelos de AHSG y una disminucién de fetuina-A junto a un aumento de los
niveles de P libre**. Algunos polimorfismos en la AHSG se han asociado con
niveles aumentados en suero de fetuina-A relacionandolo con diferentes
factores que afectarian a la calcificacidon arterial, como la diabetes tipo I, la

(145)

obesidad y la dislipemia'™™’. En otro estudio se objetivd la asociacion de 4

polimorfismos diferentes de la AHSG a la intensidad con la que se producia la

calcificacién de la placa coronaria en pacientes afectos de diabetes tipo 111246).

147 en un trabajo realizado con pacientes afectos de IRC

Stenvinkel y cols.
terminal encontraron que aquellos que presentaban el polimorfismo T256S de
la AHSG tenian niveles mas bajos de fetuina-A en comparacién con los
pacientes sin esta variante; la inflamacién, ademas, tuvo un efecto inhibitorio
sobre los niveles de fetuina-A en pacientes portadores del T256S. Por tanto, se
ha hipotetitizado que aquellos pacientes con IRC terminal y una propension
genética a tener niveles mas bajos de fetuina-A, podrian tener un mayor riesgo
de muerte prematura cardiovascular si, ademas, estan sometidos a procesos de
inflamacidn crénica.

Klotho (KL): Es una B-glucoronidasa con una amplia variedad de efectos entre
los que se incluyen la regulacién de la sensibilidad insulinica o de la produccidn
endotelial de éxido nitrico (ON). Los niveles circulantes de KL disminuyen con el
envejecimiento y con la insuficiencia renal. En ratones, defectos en la expresion

del gen kI dan como resultado un sindrome similar al envejecimiento humano,

incluyendo arteriosclerosis, osteoporosis, infertilidad, enfisema y calcificacion

65



D8 Una

ectodpica, asociado con un incremento en la produccidn de vitamina
restriccion dietética de la vit D inhibia el desarrollo de la enfermedad arterial y
el envejecimiento prematuro de estos ratones. Estudios en humanos han
identificado variantes funcionales de kl relacionadas con enfermedad
coronaria, niveles de HDL, niveles de presién arterial sistdlica, riesgo de
accidente cerebrovascular y densidad d6sea, pero no se encontré relaciéon con la

calcificacion arterial.

Receptor estrogénico: Los estrogenos y la osteoporosis han ido ligados

(149)

histéricamente con la calcificacion en la arteriosclerosis'™™'. A pesar de ser

desconocidas las vias estrogénicas potencialmente implicadas en la

1 . , .
(150) estudiaron en 300 cadaveres la relacién entre

calcificaciéon, Lehtimaki y cols.
las variaciones del gen ESR1 y las caracteristicas de las arterias coronarias.
Observaron que la estria grasa, la fibrosis y los depdsitos de calcio en la placa
coronaria se relacionaban con los diferentes genotipos del ESR1 (receptores
estrogénicos 1), observando que, en funcién del genotipo, los pacientes
mayores de 53 afios tenian un riesgo de hasta 10,6 veces de presentar
trombosis coronaria. Asi mismo, el genotipo del ESR1, y tras un ajuste adicional
para la diabetes y la HTA, persistié cdmo predictor independiente de lesiones

coronarias complicadas y trombosis (p=0,007).

Epdxido hidrolasa: esta enzima regula los niveles de acido epoxieicosaédrico, el

cual tiene multiples funciones a nivel vascular (proliferacion de CMLs,
antiinflamatorio, vasodilatador y regulador de funcidn plaquetar entre otros).
Se han identificado 7 polimorfismos del gen que codifica a esta proteina. Cinco

de ellos son silentes, pero el resultado de los otros dos es el cambio de una
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arginina por glutamina en la proteina, quedando disminuida su actividad
enzimatica. Se ha visto que, en sujetos de raza negra, la presencia de al menos
una copia de estos polimorfismos se asociaba con un riesgo dos veces superior
de calcificacién coronaria cuantificada mediante TC!*".

Endonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1: Se ha observado que
mutaciones en su gen que disminuyen su actividad causan calcificacion arterial
“idiopatica” infantil. Esta alteracion genética se caracteriza por calcificacién de
la media, mineralizacion de las fibras eldsticas y mioproliferacién intimal,
(152{

causando estenosis arterial

Factor transcripcional intermediario 1c (TIF1c¢r) y receptor detector del calcio

(CASR): estudios en animales con mutaciones activadoras del CASR se han visto
calcificaciones de arterias de mediano tamafio y arteriolas, asi como un
incremento a nivel renal de la expresidn del receptor de la vitamina D. Por otro
lado, defectos en la expresion genética del factor de transcripcion
intermediario 1o (TIF1a) desarrollan una distribucion similar en la calcificacion
arterial. Asi la via TIFla, y CASR y VDR renal formarian el eje de regulacion
“123{

fisioldgica en la supresion de la calcificacion arteria

Fibrilina 1(FBN1): parece ser esencial para la homeostasis de las fibras elasticas

y para la adhesion de las células implicadas en la remodelacién de la matriz
extracelular arterial. Esto se apoya en estudios realizados en ratones con
defectos en la expresion genética de la Fbnl que presentan una serie de
anormalidades predecibles: degeneracién de las fibras elasticas, deposicion
excesiva de las proteinas de la matriz extracelular, elastolisis, hiperplasia

intimal y calcificacidn. Las CMLs vasculares de ratones deficientes en fibrilina-1
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muestran un repertorio sintético anormal de las proteinas de la matriz
extracelular. Asi tendremos una mayor degradacion de la elastina, que a la vez
se relaciona con el inicio de la calcificacion de ésta; este proceso estd mediado
por MMPs concretamente la MMP-2y la MMP-9*3) Mutaciones de la Fibrilina-
1 dan lugar a las manifestaciones pleiotrdpicas del sindrome de Marfan en los
seres humanos, que se asocia con la hiperlaxitud articular, formacion de
aneurisma de la aorta y la calcificacién, y al sobrecrecimiento de los huesos
Iargos(154). No se han referido otras asociaciones de polimorfismos de FBN1 con
otros fenotipos de calcificacion arterial en humanos.

MicroRNA: Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNA no codificantes, que
regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional a través de la represion
de la traducciéon del RNA mensajero (RNAm). Recientemente, se ha visto que
una gran variedad de funciones de las CMLV involucradas en las distintas
etapas de la progresion de la AE -diferenciacién, migracion, proliferacion,
sintesis de la matriz extracelular, apoptosis-, podrian ser reguladas por miRNAs.
El miRNA-221 y miRNA-222 podrian actuar de manera sinérgica como
promotores de la calcificacién vascular a través de los cambios en la expresién
de Enpp1l vy Pit-1, sugiriendo que modulan la calcificaciéon de las CMLV a través
de las modificaciones en los niveles de fdsforo y fosfatos inorgénicos(lss). El
miRNA-205 se ha relacionado con la regulacidén negativa de la B-glicerofosfato
(B-GP), inductor de la diferenciacion osteogénica de las células musculares lisas
de aorta humana, mediado a través de la expresion del Runx2 y la Smad1®*®).
Por su parte, Cui y cols., observaron como la disminucién del miRNA-204

V157)

contribuia a una induccidén del B-GP con calcificacién de las CML . Los
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estudios anteriormente citados sugieren firmemente un sustrato genético en
los procesos de aterogénesis y calcificacién arterial. Sin embargo, cuestiones
referentes a los mecanismos genéticos y moleculares de dicha asociacién,
frecuencia de los distintos polimorfismos en la poblacién normal y su impacto

fenotipico requeriran nuevos estudios.
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Tabla 1.1

Proteinas del metabolismo 6seo implicadas en la calcificacion arterial y su gen correspondiente

Proteina codificada Gen Loci
Fosfatasa Alcalina ALPL 1p36.1-p34
Proteina Gla 6sea (osteocalcina) BGP 1925-931
Sialoproteina Il BSP 4921-925
Receptor de calcitonina CALCR 7921.3
Anhidrasa carbénica Il CA2 8922
Catepsina K CTSK 1921
Cordina CHRD 3927
Factor de unién al core a1 Cbfa1 6p21
Factor de unién al core 3 CBFp 16g922.1
klotho KL 13912
Proteina Gla de matriz MGP 12p13.1-p12.3
Noggin NOG 17922
Osteonectina ON 5931.3-q32
Osteopontina OPN 4q921-925
Fosfatasa acida resistente al tartrato ACP5 19p13.3
Osterix 0OSX 12912
Proteina morfogénica de hueso 2 BMP-2 20p12
Proteina morfogénica de hueso 4 BMP-4 14922-g23
Receptor de Proteina morfogénica de hueso IA BMPR-IA 10g922.3
Receptor de Proteina morfogénica de hueso IB BMPR-IB 4q22-924
Receptor de Proteina morfogénica de hueso Il BMPR-II 2933-q34
Factor estimulante de colonias 1 CSF1 (M-CSF) 1p21-p13
Receptor de factor estimulante de colonias 1 CSF1R (C-FMS) 5p33.2-33.3
Osteoprotegerina OPG(TNFRSF11B) 8924
Receptor activador de factor nuclear kB RANK 189221
Ligando del receptor activador de factor nuclear B RANKL 13914
Factor de necrosis tumoral a TNF 6p21.3
Receptor del factor de necrosis tumoral o TNFR1 12p13.2
Receptor de TNF o asociado a factor 6 TRAF6 11p11.2
Interferon-p INFB 9p21
Péptido relacionado a hormona paratifoidea PTHrP 12p12.1-p11.2
Factor transformante de crecimiento p TGFB1 19p13.1
Hormona paratiroidea PTH 11p15.3-15.1
Leptina LEP 7931.3
Receptor de leptina LEPR 1p31
Receptor 5 de lipoproteina de baja densidad LRP5 11913.4
Metaloproteinasa de matriz 3 MMP3 11922.3
Enzima convertidota de angiotensina 1 ACE1 17923
Enzima convertidota de angiotensina 2 ACE2 Xp22
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1.5. DETERMINACION DEL GRADO DE CALCIFICACION ARTERIAL

1.5.1 METODOS DE IMAGEN

Para caracterizar las placas AE y objetivar las calcificaciones se han utilizado
diferentes métodos de imagen, que han ido implementando sus posibilidades
diagnésticas de la mano con los avances tecnoldgicos.
1.5.1.1 Radiologia convencional

La radiografia simple se ha utilizado en estudios poblacionales para tratar de
asociar la presencia de calcificaciones con la incidencia de patologia cardiovascular.
Iribarren y cols. analizaron en mas de 100.000 sujetos sometidos a radiografia simple,
la asociacion de la presencia de calcificaciones en el arco aédrtico, con la frecuencia de
ingresos o mortalidad por patologia coronaria, siendo el seguimiento medio de 28
afos. A pesar de que la asociacion fue significativa tras ajustar por otros factores de
riesgo (RR=1,27, IC 95%: 1,11-1,45), la principal limitacion de este estudio fue la escasa
especificidad y sensibilidad de la radiografia simple para evaluar las calcificaciones. Si
bien el elevado nimero de pacientes sugiere la posibilidad de que las calcificaciones
vasculares puedan tener un valor en el pronéstico(lsg).

En el territorio carotideo, se ha comprobado que, en las radiografias realizadas por
problemas dentales (ortopantomografias), pueden apreciarse calcificaciones que se
corresponden con el bulbo carotideo (alrededor de la 32 vértebra cervical) y se ha
relacionado con patologia AE carotidea y el desarrollo de ictus!™?).

Asi, la radiologia convencional, no es un método de imagen valido para evaluar de

manera adecuada las calcificaciones arteriales por multiples motivos: no es un método

cuantitativo, no es reproducible y no permite evaluar la progresion de las lesiones.
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1.5.1.2 Ecografia
Las placas AE han sido caracterizadas mediante ecografia en relacién a:
e La estenosis intraluminal que producen.
e Su composicidn histoldgica clasificandolas en ecolucentes (predominio de lipidos en

su composicidén) o ecogénicas (mayor contenido fibroso y calcio)(lﬁo’ 161),

e Complicaciones en la placa: presencia de imagenes sugestivas de hemorragia
intraplaca(m).

Por otra parte, diversos estudios de autopsias en pacientes con enfermedad
coronaria sugieren que las placas ricas en lipidos son las que tienden a romperse y
provocar clinica con mayor frecuencia (placas vulnerables)(163'165), por lo que se ha
tratado de asociar la ecogenicidad de la placa con la incidencia de accidentes
cardiovasculares.

En el Cardiovascular Health Study se evalud una cohorte de 5886 personas de mas

de 65 afios, en las que se caracterizé la ecogenicidad de la placa carotidea mediante

ecografia. Tras un seguimiento de mas de 3 afios, se encontrd un riesgo relativo (RR)

(166) (167)

de AVC de 2,78 para las placas ecolucentes También Mathiesen y cols.
estudiaron la asociacién entre ecogenicidad de la placa y sintomatologia en 223
sujetos con ECI (estenosis de cardtida interna), encontrando un RR de 4,6 para las
estenosis por placas ecolucentes tras ajustar por otros factores de riesgo, siendo esta
diferencia significativa independientemente del grado de estenosis.

Otras caracteristicas ultrasonograficas relacionadas con los fendmenos evolutivos
de la placa, particularmente aquellas como neovascularizacidn, ulceraciones y roturas,

(161)

se han asociado con el desarrollo o riesgo de sintomas isquémicos cerebrales'™". Por

otro lado, no todas las placas rotas tienen rasgos histoldgicos de vulnerabilidad (el 20%
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no tienen ninguno), y no todas las placas vulnerables por criterios histoldgicos
evolucionan hacia la rotura™®®.

Estos y otros estudios basados en el examen ecografico de la placa AE han
proporcionado informacion relevante sobre su composicion, pero tienen la importante
limitacién de no ser objetivos, ya que basan sus resultados en datos cualitativos sin
poder aportar una cuantificacion de los componentes en la placa. Otro aspecto que
afecta a la reproductibilidad de la técnica, ademas de lo anteriormente citado, seria la

(169) Ademas,

subjetividad aportada por ser una técnica operador dependiente
técnicamente, la calcificacion produce un artefacto en la exploracion por la sombra
acustica posterior que genera y lo convierte en uno de sus principales inconvenientes.
Todas estas limitaciones hacen que la ecografia todavia no sea el método ideal para
caracterizar la placa carotidea de una manera reproducible a pesar de su sencillez y su
cardacter no invasivo.

Mas recientemente, la ecografia intravascular (IVUS) ha permitido la insonacién
directa de la placa AE sin interposicion de estructuras tisulares salvo la sangre
circulante. Estudios in vitro han demostrado su validez para identificar el calcio
vascular intramural®®” 170 171,

Fujii y cols.*”? evaluaron 101 placas de AE coronarias en las que se detecto rotura
mediante IVUS y 101 placas control con evidencia de integridad. Se evalué el arco de
calcio en las imagenes de seccion transversal obtenidas cada 0,5 mm del segmento de
mayor estenosis, teniendo en cuenta el nimero y la longitud de los depdsitos de
calcio. No hubo diferencias entre los dos grupos en cuanto al niumero de depdsitos de

calcio en la superficie. Sin embargo, la longitud del arco de calcificacion en la superficie

fue mayor en las placas control (95,8° vs 56,2° p<0,001). En cambio, el nimero de
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depdsitos de calcio en la base de la lesidn fue significativamente mayor en las placas
sintomaticas (OR: 1,8 vs 0,3; p<0,001).

@73) utilizaron el IVUS para evaluar la relacién entre la calcificacion de

Wang y cols.
las lesiones arteriosclerosas coronarias, su presentacion clinica y la severidad de la
estenosis en una serie de 201 pacientes. Sus resultados mostraron que las lesiones
responsables de la clinica de angina estable, infarto agudo de miocardio o angina
inestable, tenian una carga de calcificacion que iba progresivamente disminuyendo.

1 .. . g ..
(17%) observaron una mayor extension de la calcificacion

También, Beckman vy cols.
en aquellos pacientes con lesiones asintomaticas, sugiriendo de nuevo el posible papel
protector de la calcificacion frente al desarrollo de accidentes isquémicos.

Sin embargo, el caracter invasivo de esta exploracién y el calibre de las sondas
(entre 3,2F y 4F) han limitado su utilizacion en el estudio de la ECI.

El desarrollo mas reciente en la caracterizacion de la placa ha llegado con la
utilizacion de la ecografia con contraste (EcoC). En esta técnica, se utilizaba,
inicialmente, un agente intravenoso de microburbujas de aire estabilizadas por una
matriz azucarada cdmo la galactosa. Estos, no difunden en tejidos circundantes, siendo
toda la sefial obtenida intravascular. Los contrastes de segunda generaciéon ya no
tienen aire dentro de las particulas sino un gas hidrofébico. Actualmente el mas
utilizado contiene microburbujas de hexafluoruro de azufre estabilizadas por una finay
flexible capa de fosfolipidos, de un didmetro medio de 2,5 um (entre 1 y 10 um). Estos
agentes, como hemos comentado, no difunden al espacio extravascular, lo que
permite una evaluacion precisa de la luz del vaso y de la neovascularizacion intraplaca,

proceso presente en las placas hemorragicas o con rotura. Asi, la EcoC puede ser util

para identificar la ulceracién de la placa a través de la neovascularizacion de la placa
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carotidea’”,

A pesar de estas ventajas, es una técnica altamente operador
dependiente y propensa a una gran variabilidad interobservador. Ademas, existirian
contraindicaciones relacionadas con el medio de contraste (ej. alergia, angina

inestable, shunts derecha-izquierda)™’®.

1.5.1.3 Resonancia Magnética (RM)

Dadas las limitaciones de la ecografia, y la necesidad de un método mds objetivo
para determinar la composicion de la placa, han surgido numerosos estudios para
evaluar la capacidad de la RM en este campo.

Desde un punto de vista técnico, existen multiples protocolos para la obtencion de
imagenes que nos permitan discernir las diferentes partes de la placa carotidea. El Fast
spin echo (FSE), es la técnica mas usada, permitiendo obtener imagenes en secuencias
T1, T2, time of flight (TOF), supresién de sangre (black blood) y secuencia ponderada
en densidad de protones (PDW)(m).

La combinacion de estas secuencias es Util a la hora de evaluar tejidos blandos ricos
en agua y lipidos (hemorragia intraplaca o el core necrético lipidico), pero resulta
menos eficaz en la visualizacién de estructuras pobres en estas moléculas. Las
calcificaciones (captadas como hipodensas -ausencia de sefial-) son detectadas
mediante RM con una gran sensibilidad y especificidad(178) aungue son dificiles de
diferenciar de los tejidos adyacentes o de la luz arterial. La implementacién de la RM,
mediante la utilizacidon de contrastes (Gadolinio, USPIO — ultrasmall paramagnetic iron
oxide-) en el estudio de la placa, ha permitido mejorar la cuantificacién de fendmenos

(179)

inflamatorios y de neovascularizacion'""”’, pero no resultan utiles en la diferenciacién

del calcio, por su nula vascularizacion.
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Limitaciones tales como la pulsatilidad arterial, y las escasas dimensiones de la
region de interés, requieren la utilizacion de equipos de RM con elevada intensidad de
campo magnético y prolongados tiempos de exploracién. Estos inconvenientes, junto
con la falta de protocolos estandarizados, hacen que, aunque algunos estudios
propongan la RM para caracterizar la placa de manera cualitativa, en general, no se
considere util para la valoracidn cuantitativa del contenido de calcio.

(77) estudiaron mediante RM 40 pacientes sometidos a

No obstante, Saam vy cols.
endarterectomia, y compararon las imagenes obtenidas con el examen histoldgico de
las muestras quirurgicas. El analisis de los resultados demostré que el porcentaje de
calcificaciéon de la placa era infraestimado con RM respecto a los datos histoldgicos (5%
por RM vs 9,4%); a pesar de que no se encontraron diferencias entre ambos métodos
al comparar el area calcificada (2,7mm2 vs. 3,5mm?; p=0,1). Ademas, en este estudio,
la RM demostré una sensibilidad de 84% vy especificidad de 91% para caracterizar los
componentes de la placa >2mm?, pero ambas disminuian para estructuras de menor

(78 encontraron una sensibilidad similar y una especificidad

tamafio. Puppini y cols.
mayor (94%) en su andlisis ex vivo de 19 piezas de endarterectomia.

En el futuro, los estudios de imagen de la arteria cardtida mediante RM deberian
beneficiarse del uso de protocolos histolégicos y de imagen predefinidos y validados
para hacer mas fiable la interpretacion clinica. Ademas, la aplicacion de laRM de 3,0 T
e incluso 7,0 T, permitira avances en la identificacion in vivo de las placas

1
vulnerables'*?,
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1.5.1.4 Tomografia computarizada (TC)
La angiografia con tomografia computarizada (AngioTC) ha demostrado su

181 . .
|282), Recientemente, se ha analizado su

precision en la estimacion del grado de EC
potencial utilidad en el analisis de la composicidon de la placa AE™®) destacando su
capacidad para identificar con precisién la presencia de Ca en la pared arterial*®),

Su medicién es posible con dos tecnologias similares en su fundamento, pero con

diferencias de procedimiento sustanciales.

e TC con multidetector (MDCT): Se basa en la emisidon de rayos X de forma
rotacional alrededor del paciente. La adquisicion de las imagenes, con una
resolucion espacial submilimétrica (determinada por el grosor de los
detectores), puede realizarse de forma secuencial (mediante cortes
transversales sucesivos y solapados) o espiral (adquisicion volumétrica
continua). La alta resolucion de la MDCT permite identificar ulceraciones de la

(183) La MDTC es un método no invasivo, rapido (tiempo en

placa de hasta 1mm
sala de aproximadamente cinco minutos y para tecnologias de > 64 coronas, el
tiempo de adquisicion es de uno a cinco segundos), en donde las imagenes son
generadas sin la interferencia o sobreposicién de estructuras adyacentes.
Ademas, los voxel son practicamente isotropicos, lo cual permite una
evaluacion multiplanar sin distorsiéon de las imagenes. La resolucién temporal,
principalmente determinada por el tiempo de rotacidén y los algoritmos de
reconstruccién, también ha mejorado. El tiempo de rotacién ha disminuido de
los 750 mseg en los tomdgrafos de 1D hasta los 280 mseg en los de 320

(185)

detectores . En resumen, la mayor velocidad de giro del tubo de rayos X, el

menor tamafio de los detectores y el incremento en su niumero, permiten una
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sustancial mejoria de la resolucion temporal, resolucion espacial y reduccién de

los tiempos de adquisicion respectivamente.

e (T de doble fuente (DSCT): Utiliza 2 fuentes de rayos X, con dos energias de
emision distintas. Asi se consiguen diferentes densidades en el mismo tejido.
Esto permite una mejor diferenciacidon tisular aplicando técnicas avanzadas de
postproceso de la imagen. La DSCT tiene una alta resolucion espacial vy
temporal, que, al combinarse con algoritmos de eliminacién désea, ofrecen una
mejor visualizacién vascular. Entre las ventajas de la DSCT respecto a la MDCT
estandar se incluye la capacidad de diferenciar la placa calcificada del contraste
yodado, permitiendo asi, una evaluacidon precisa del volumen de la placa
calcificada y una facil sustraccion 6sealt’®).

La eficacia del TC en la identificacion de calcificaciones coronarias ha sido
comparada con la de la ecografia convencional™®®, [vus\*&”) y angiografl'a(lss’. Los
resultados de estos estudios sugieren que la AngioTC es, probablemente, el método
mas preciso y reproducible para la deteccion no invasiva del calcio mural.

(189) evaluaron las piezas de endarterectomia de 92 pacientes con ECI

Denzel y cols.
>70% mediante TC, cuantificando el indice de calcificacidon segun el método descrito
por Agatston y mediante la medicién radioldgica directa de los cortes histoldgicos. La
comparacion de los resultados demostré la concordancia entre el indice de calcio y el
grado histoldgico de calcificacion mediante Rx, asi como entre el indice de calcificacion
y la masa equivalente en mg de hidroxiapatita (r=0,969, p<0,001).

Las imagenes obtenidas mediante TC caracterizan los tejidos en funcion de su

coeficiente de atenuacion radiolégica, o niumero TC. Este coeficiente se mide en

Unidades Hounsfield (UH), en honor a su descubridor Godfrey N. Hounsfield, premio
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Nobel de Medicina en 1979 por el desarrollo de la tomografia computarizada. Los
valores de estas unidades van desde -1000 (aire, zonas hipodensas) hasta +1000
(hueso compacto, contraste, cuerpos extrafios, imagenes hiperdensas), asignando el
valor 0 HU al agua. El tejido calcificado se traduce en imdgenes hiperintensas,
habitualmente por encima de 130 UH. No obstante, su medicidon exacta requiere la
calibraciéon previa de cada TC mediante phantoms, o simuladores tisulares que
consisten en tubos con concentraciones conocidas de hidroxiapatita (Caio[OH]>[PO4le
densidad=3,153 gr/cm?) que se utilizan para determinar sus correspondientes valores
de atenuacidn, estableciendo su relacion a través de una ecuacion de regresion lineal.
Esta ecuacion de calibrado se utiliza en cada protocolo de TC para normalizar los
célculos de la masa de calcio derivados de las muestras arteriales evaluadas'® **°. Para
la cuantificacion del contenido de Ca con AngioTC se han propuesto diversos indices:

indice de Agatston (AS): Calculado a partir del coeficiente de atenuacién maxima

(TCmax, medido en unidades Hounsfield, UH) de la regién de interés (ROI) delimitada a
partir del umbral de deteccién de calcio (habitualmente 130 UH) y su area: AS =X(w x
A) (donde A es el drea de la ROl y w es el coeficiente de atenuacion compensado segun
su TC™; (w=1 si 130 UH<TC™™* <200UH; w=2 si 200 UH< TC™ <300UH;w=3 si 300
UH<TC™*<400UH y 4>400)*Y,

indice de Agatston modificado (ASm): Se calcula mediante el producto del volumen

de la lesidn por la atenuacién media de ésta (TC™%°): ASm = TC™%° x V (donde V es el
volumen de la calcificacidn, calculado multiplicando el nimero de voxels que superan
el umbral establecido por el volumen de cada voxel).

Masa de Ca: Se utiliza un phantom con densidades conocidas de hidroxiapatita para

determinar su nivel de atenuacion en UH segun el protocolo de TC aplicado. Asi,
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podemos establecer un modelo de regresidon lineal que permite extrapolar

medio

directamente del TC su correspondiente densidad de hidroxiapatita. Conociendo el

volumen total de la calcificacion, es posible determinar su contenido de Ca en valor

(192),

absoluto!™?: masa Ca = d x TC™%°

x V, donde d es el factor de correccidn que relaciona

medio

la densidad de Ca mineral del phantom y su TC (densidad promedio en UH) y V es

el volumen de la calcificacion.

1 . . ,
(193) an su estudio sobre 60 piezas de endarterectomia compararon

Hoffmann y cols.
los diferentes indices de calcificacion (AS, ASm, volumen de calcio, masa Ca) con la
cuantificacion histoldgica (masa de hidroxiapatita residual tras incineracion de la pieza
histoldgica). La masa de calcio (hidroxiapatita) y el ASm son los indices mas precisos,
los mas reproducibles y los que varian menos en funcidn de la amplitud del corte de la
TC.

Su utilidad para evaluar la relaciéon entre el grado de calcificacion arterial y la

prevalencia o incidencia de accidentes isquémicos coronarios o neuroldgicos ha sido

analizada en diversos estudios (Ver apartados 1.6.1y 1.6.2).

1.5.1.5 Imagen Molecular

El principal método de imagen molecular utilizada para evaluar la placa carotidea
es la tomografia por emisidon de positrones (PET). Es una técnica de medicina nuclear,
gue utiliza elementos radiactivos que emiten positrones para obtener imagenes bi y
tridimensionales de la distribucién de moléculas radiactivas dentro del cuerpo
humano. La tomografia por emisién de positrones estd basada en la obtencién de
imagenes generadas a partir de la deteccion de los fotones liberados por los

radionuclidos (p.e. *®F-fluorodesoxiglucosa [FDG]). Al inyectar el radiofarmaco, éste se
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distribuye por todo el organismo, y se concentra donde el metabolismo celular esta
aumentado. En la exploracién PET-TC, se realiza primero una TC de baja dosis para
corregir atenuaciones y realizar una correcta localizacion anatémica. Después se
realiza el scanner PET de emisién y finalmente se realiza una AngioTC diagndstica.
Posteriormente se realiza una fusién del PET y la AngioTC, localizando de forma precisa
la actividad metabdlica en estructuras anatémicas concretas.

La FDG se metaboliza parcialmente por glucolisis dentro de la placa de ateroma y
es un excelente marcador de inflamacion e hipoxia, por lo que se ha propuesto como
marcador de actividad intraplaca(194).

Las imagenes obtenidas se reconstruyen en planos coronal, transversal y sagital.
En la caracterizacion de la placa mediante PET-TC, hay que tener en cuenta ciertos
aspectos diferenciales con respecto a otro tipo de estudios con esta técnica. Asi, en los
estudios oncoldgicos, las imagenes generalmente se obtienen a la hora de la inyeccidn
de la FGD. Sin embargo, esta imagen temprana, puede tener una baja resolucién en los
estudios de la actividad inflamatoria de la placa; en fases mas tardias, al disminuir la

(195) realizaron

actividad sanguinea, mejora la resolucién del contraste. Blomberg y cols.
un estudio prospectivo sobre 40 pacientes, en el que cuantificaron la inflamacién de la
placa ateromatosa en el territorio carotideo y en la aorta toracica mediante PET-TC.
Objetivaron que la obtencidn de las imagenes a los 180 minutos daba como resultado
una cuantificacion mejorada de la placa aterosclerdtica, comparada con las imagenes
obtenidas a los 90 minutos.

Ademas del FDG, se han aplicado otros marcadores moleculares para formacion de

imagenes de placa. El *®F-fluoruro de sodio (*3F-FNa) es un trazador que se distribuye

en las micro calcificaciones activas de la placa AE. Estos depdsitos microscopicos de Ca
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(196)

se han relacionado con la progresion, ruptura e inflamacion de la placa™™. Joshi y

197) " observaron que el F-FNa PET-CT fue mas fiable que 18FDG en la

cols.
identificacion de las placas coronarias vulnerables. Estos autores encontraron, en
muestras de arteria carétida, que la captacion de '®F- FNa se produjo en zonas de
ruptura de la placa, y se relaciond con calcificacidon activa, infiltracion macrofagica y
necrosis.

La caracterizacion de la placa carotidea mediante PET-TC, es reproducible y como
sugieren algunos estudios presenta una excelente relacidon inter e intraobservador
(valores de correlacién interclase >0,90)(198).

Desde un punto de vista clinico, el PET-TC, puede ser utilizado como marcador de
vulnerabilidad de la placa, para identificar a los pacientes con mayor riesgo de

(199)

presentar eventos neuroldgicos, al margen del grado de estenosis'~’, pero no resulta

util para cuantificar el contenido de Ca.

1.5.2 DETERMINACIONES TISULARES

Los métodos diagnodsticos de imagen requieren la comparacién con un patrén de
referencia para determinar su precision.

Aunque pueden utilizarse simuladores ex vivo con dicho fin, lo mas habitual y
eficaz, consiste en enfrentar sus resultados con el andlisis histologico de muestras
tisulares, que permite la visualizacidn directa de la calcificacidn y la cuantificacion de la
masa de calcio. En general, los métodos bioldgicos utilizados para identificar vy

cuantificar el contenido de Ca en la placa AE son los siguientes:
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1.5.2.1 Histomorfometria

Los métodos histoldgicos convencionales, son ampliamente utilizados para analizar
la estructura de los tejidos. Sin embargo, el examen de muestras tisulares calcificadas
afiade algunas dificultades y requiere ciertas precauciones en su procesamiento.

Las piezas obtenidas de la endarterectomia pueden ser fijadas y tefiidas con varios
compuestos para ser observadas por microscopia Optica, la cual permite identificar los
diferentes componentes de la placa. No obstante, la seccion transversal de tejidos
calcificados incluidos en parafina puede ser dificil, y la congelacién de la muestra
puede hacerlo todavia mas dificil, requiriendo al menos su tratamiento previo con
acido nitrico o acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Este procesamiento causa
decalcificacién parcial de la muestra y pueden reducir la inmunoreactividad de las
proteinas ligadoras de calcio. Actualmente se utiliza la fijacion de la pieza en formalina
al 10% o formaldehido, seguida de inmersién en un bloque de parafina, que permite
realizar cortes de grosor adecuado (suelen ser de 4 a 10 um). La incrustacién de tejido
en plastico ayuda a prevenir la pérdida de calcificaciéon durante la seccidn,
manteniendo la tincién y la reactividad de los anticuerpos.

Para evaluar la composicion de la pieza se utilizan diferentes tinciones
(hematoxilina y eosina [H&E], tricrdmico de Masson, van Gieson), pero la identificacidon
del calcio requiere de una tincion especifica, la tincidn argéntica mediante la técnica de
von Kossa. En esta técnica, los cortes de la muestra son tratados con una solucion de
nitrato de plata (Fig. 1.8).

La visualizacion de estas muestras tras la tincidon, permite calcular el area o
porcentaje de calcificacién y otros componentes de la placa mediante técnicas de

. , . 2
planimetria convencional®®.
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Figura 1.8 (a). Seccion histopatoldgica de placa calcificada asintomatica. (b). Cuantificacion del calcio en
cada seccion (tincion H&E; magnificacion original x40). L: lumen; Ca: calcificacion; FC: capsula fibrosa.
Tomado de Shaalan y cols. J Vasc Surg. 2004,

1.5.2.2 Cdlculo de la masa de calcio

La masa de calcio puede estimarse a partir del peso de las cenizas residuales tras la
incineracion de la muestra correspondiente. La incineracién se lleva a cabo en una
mufla programable para el ascenso progresivo o fraccionado de la temperatura (7002 C
durante 48-72 horas).

El componente orgdnico se volatiliza por combustion durante la incineracion.
Estudios previos demuestran que la masa de las cenizas residuales tras incineracién de
muestras de placa carotidea correspondian en un 99% a hidroxiapatita®?. A partir de
la masa, y conociendo la densidad de la hidroxiapatita (3,153g/cm3), es posible calcular
el volumen de la calcificacidn correspondiente.

Este método puede validarse sometiendo cantidades conocidas de fosfato -
tricalcico (Caz0sP;) a las mismas condiciones de incineracién obteniendo un factor de

correccion para la normalizacién de las mediciones™.
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1.5.2.3 Espectrofotometria

La espectrofotometria infrarroja (FTIR, Fourier Transform Infrared) es un método
analitico para identificar sustancias organicas, y permite caracterizar las vibraciones
moleculares midiendo la absorcion de radiacidon infrarroja. Debido a que cada
componente de la muestra tiene unas caracteristicas bioquimicas diferentes,
obtendremos como respuesta a la irradiacién con luz laser infrarroja (80 a 100 mW,
A~847nm), diferentes espectros de emisidon para cada componente. El analisis de estos
espectros nos permitird un andlisis cualitativo de la placa que se corresponde
adecuadamente con el examen histolégico de la misma'?®?.

El ATR (Attenuated Total Reflectance) es la técnica que estudia estos espectros de
emision y diferencia los componentes para caracterizar la placa. Estudios previos han
demostrado la capacidad de esta técnica para caracterizar la placa de AE, identificando

correctamente el componente lipidico, fibroso vy las calcificaciones®®

y su correlacién
con el estudio histolégico de la muestra. La espectrofotometria tiene como ventaja,
sobre las determinaciones histoldgicas, la poca preparacidon que requiere la muestra,
ya que no precisa descalcificacién del tejido para su posterior procesamiento y corte.
Esto hace que sea un instrumento Util para la cuantificacion del contenido de calcio.
Por otro lado, a pesar de que la espectrofotometria ha demostrado ser un método
valido para la cuantificacion de los componentes de la placa ex vivo, no resulta tan util

en la cualificacion de los tejidos, por lo que se ha especulado la posibilidad de

combinar este método con otro minimamente invasivo como seria la RM.
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1.5.2.4 Espectroscopia por RM con 3p

31p (*'P MRS), es una técnica basada en el fenémeno

La espectroscopia por RM con
de resonancia magnética nuclear, y que permite valorar la composicion quimica de los
tejidos en funcién de sus espectros RM caracteristicos. Se basa en la propiedad que
presentan ciertos nucleos atdmicos para absorber selectivamente la energia de
radiofrecuencia cuando se someten a un campo magnético. Este exceso energético es
liberado por los nucleos durante la fase de relajacion nuclear. Asi, el contenido mineral
del hueso se puede cuantificar usando *P MRS porque el P del fosfato de la
hidroxiapatita es distinguible del P de los metabolitos fosforilados disueltos en el

(200)

citosol y de los fosfolipidos de las membranas®®. Por consiguiente, el *'P MRS puede

ser utilizado para la cuantificacidon rapida de la hidroxiapatita en las placas AE. La

. . ~ 1
intensidad de la sefial del 3

P del fosfato integrado en la placa puede calibrarse
utilizando como compuestos de referencia la hidroxiapatita sintética o hueso
pulverizado. Esta técnica tiene como inconveniente el que es necesaria una

eliminacién de los lipidos de la placa, dejando el tejido en un estado no nativo. La >'P

MRS esta generalmente restringida a muestras ex vivo con volumen inferior a <1 cm®.

1.5.2.5 Micro TC (uTC)

Otra técnica utilizada para la cuantificacion de Ca ex vivo es la uTC. Se trata de un
sistema de microscopia de barrido basado en los principios basicos de la tomografia
axial computarizada: reconstruccion de imdagenes a partir de la determinacién de la
distribucidn de los coeficientes de absorcidn de Rx de cortes tisulares sin necesidad de
alterar el tejido. Esta técnica nos permite calcular volimenes, analizar la densidad y

porosidad de un material, y realizar su representacién tridimensional. La resolucién

86



Introduccion

espacial por este método es de 20um. La calibracion de la pTC se realiza mediante el
escaneado de cantidades conocidas de hidroxiapatita hidratada en una placa de
microvaloracién de 96 pocillos, esto permite la construccion de una curva de
calibraciéon estandar que puede usarse para el calculo de muestras desconocidas. En el
estudio de la calcificacidon de la pared arterial, la uTC, permite la visualizacién y la
localizacion de la hidroxiapatitia en muestras histoldgicas de pared arterial con dos
distribuciones morfoldgicas caracteristicas: ndodulos de calcificacion localizados
principalmente en el nucleo necrético de la placa AE o superficie luminal y placas de
calcificacién de la capa medial, extendiéndose a menudo alrededor de un segmento

. . . (2
sustancial de su circunferencia'®®®.

1.5.2.5 Microscopia electrénica de barrido

Las técnicas de microscopia electrdnica de barrido (MEB) son capaces de producir
imagenes de alta resolucién de la superficie de una muestra utilizando las
interacciones electron-materia. Las imagenes que se obtienen en el MEB corresponden
a electrones secundarios o electrones retrodispersados emitidos tras la interaccién con
la muestra de un haz incidente de entre 5y 30 KeV.

El haz de electrones se desplaza sobre la muestra realizando un barrido en las
direcciones X e Y de tal modo que la posicién en la que se encuentra el haz en cada
momento coincide con la aparicion de brillo, proporcionalmente a la sefial emitida, en
un determinado punto de la pantalla.

La sefal de electrones secundarios se forma en una delgada capa superficial, del
orden de 50 a 100 A. Son electrones de baja energia, menos de 50 eV, que pueden ser

desviados facilmente de su trayectoria emergente inicial y permiten obtener
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informacién de zonas que no estan a la vista del detector. Esta particularidad otorga a
esta sefial la posibilidad de aportar informaciéon “en relieve” (Fig. 1.9).

La emision de electrones retrodispersados depende fuertemente del nimero
atémico de la muestra. Esto implica que dos partes de la muestra que tengan distinta
composicion se revelan con intensidad distinta, aunque no exista ninguna diferencia de
topografia entre ellas.

Los rayos X que se generan en una muestra sometida a bombardeo electrénico
permiten identificar los elementos presentes y establecer su concentracion

La preparacion de las muestras requiere que estas sean conductoras, para ello se
pulverizan las muestras con oro, carbono o aluminio.

Estos métodos, han sido adaptados al estudio de las arterias calcificadas ex vivo,
permitiendo la visualizacidon de paticular de la muestra de dimensiones del orden de
nanémetros (10° m) y con ello una caracterizacién precisa del tejido, pudiendo
diferenciar, por ejemplo, la placa calcificada del hueso, pues a pesar de las similitudes
obvias, tanto en la quimica como en la cristalografia, existen claras diferencias entre el
tejido vascular calcificado y el hueso: por un lado, el crecimiento altamente orientado
en el hueso revela un caracter mesocristalino (cristales uniformes de tamafio
intermedio), en oposicién al caracter anisotropico (cristalografia abigarrada e irregular)
de la placa calcificadas y por otro lado, el tamafio molecular constitutivo de las placas

.pe . . , sy 2
calcificadas vasculares es muy inferior (rango nandmétrico) al del hueso®®.
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Figura 1.9 Micrografia por MEB de placa calcificada de tejido adrtico. Vision general (a). Pared interior

cubierta por placa fina (b). Mayor magnificacion de la placa calcificada (c). Conglomerado de particulas

esféricas densas de diferentes tamafios en la pared interna de la arteria (d). Curtze y cols. Sci Rep.
(205)

2016,

1.6 IMPLICACION CLiNICA DE LA CALCIFICACION ARTERIAL

La calcificacidon arterial es importante por su influencia en la sintomatologia de la
patologia AE. Su relacidn con la clinica ha sido estudiada en diferentes territorios

vasculares, encontrando datos contradictorios en algunos casos.

1.6.1 CALCIFICACION CORONARIA

No estd claro si la calcificacion coronaria predice la inestabilidad de la placa o es

simplemente un marcador de la carga de la placa. Los estudios con IVUS han revelado
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qgue las placas muy calcificadas son mas resistentes a la progresién del volumen de

(296) por otro lado, se ha

ateroma, comparado con aquellas placas menos calcificadas
visto que la presencia de calcificacidn irregular comparada con su ausencia, se asocia
con una mayor progresion del volumen de la placa de ateroma en pacientes con

. 2
enfermedad coronaria estable'?®”).

Estudios biomecanicos, realizados sobre placas
coronarias obtenidas de autopsias humanas, demostraron que la calcificacion no
aumentaba el estrés en la capa fibrosa de las placas coronarias, al contrario que los
depdsitos de lipidos, que aumentaban dramaticamente las tensiones en la superficie
de la placa. Por otra parte, estudios de imagen mediante AngioTC en pacientes con
sindromes coronarios agudos, asi como las observaciones en autopsias de fallecidos
por muerte coronaria subita, han demostrado menos calcificacién en placas rotas o

(208, 209)

vulnerables, en comparacién con las placas estables . Todos estos hallazgos

apoyan la idea de que el calcio confiere estabilidad mecanica a la placa. Sin embargo,
la ubicacion de la calcificacién, parece ser primordial. Vengrenyuk y cols.?*® en un
estudio realizado mediante técnicas de imagen de alta resolucion in vitro (UTC y
microscopia confocal con tincién especifica para el Ca) sobre placas procedentes de
autopsias, describieron como las microcalcificaciones (tipicamente de 10um de
diametro) localizadas en el interior de la capa fibrosa de la placa, facilitarian su rotura
por un aumento del estrés local. Sin embargo, en un estudio posterior, Kelly-Arnold y

cols.!?1Y

, demostraron como microcalcificaciones >5 um de didmetro podian predecir
la rotura de la placa AE, mientras que las que presentaban un didmetro <5um,
aparentemente eran menos dafinas.

La posibilidad de medir de forma no invasiva con AngioTC los depdsitos de calcio de

la pared arterial, ha favorecido la inclusién de este parametro en las ecuaciones de
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prediccién de riesgo coronario. El desarrollo de un software basado en este
planteamiento ha experimentado cierto auge durante los ultimos anos, dada la

. . T cre ., , .. 212
importancia de un indice de calcificacién con valor pronostlco( ),

21 . . . /.
(213) "an su serie de 5635 pacientes asintomdaticos encontraron, tras

Kondos y cols.
un periodo de seguimiento de 37 meses, que aquellos pacientes que tenian lesiones
calcificadas avanzadas (cuartil superior) presentaban un riesgo dos veces superior de
padecer accidentes isquémicos coronarios. En efecto, un incremento paraddjico del
riesgo coronario proporcional a la intensidad de la calcificacion se apoya en éste y
otros estudios que sugieren un riesgo 4,2 veces superior en aquellos pacientes con un
AS entre 100 y 400", Estos resultados estdn aparentemente en desacuerdo con el
efecto protector de la calcificacion encontrado en otros estudios, citados con
anterioridad, basados en el examen histolégico de muestras de placa AE mediante
técnicas de imagen de pacientes sintomaticos y asintomaticos (ver apartado 1.5.1).

Esta discrepancia podria explicarse, al menos en parte, por el hecho de que la
calcificacién coronaria es un predictor de riesgo genérico de eventos agudos, pero no
es util para identificar lesiones vulnerables.

La edad de presentacion del evento coronario puede tener la clave en el papel
predictivo de la calcificacion, pues parece existir una relacién inversa entre la
calcificacién, la estabilidad de la placa y la edad. Otsuka y cols.*®® describieron como
los pacientes que presentaban en la cuarta década de la vida placas con lesiones de
rotura o placas vulnerables, éstas mostraban mayor calcificacion que los que

presentaban placas estables. Los autores no observaron diferencias en la calcificacidon

de las placas en la franja de los 50-60 afios. Por el contrario, se observé una
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calcificacién significativamente mayor en la década de los 70, tanto en las placas
estables como en las inestables.

Por otra parte, el indice de calcificacion coronaria podria aportar un aumento del
valor predictivo sobre los modelos multivariantes tradicionales como los derivados de
la ecuacion de Framingham, ampliamente utilizada en la estimacion de riesgo para
eventos coronarios adversos. La desventaja de este método es que se trata de una
herramienta de cribado basada en estudios poblacionales, mientras que el indice de
calcificacion mediante AngioTC proporciona, a priori, un enfoque mas especifico del

paciente. Hadamitzky vy cols.?*

, en un estudio longitudinal durante 18 meses,
compararon, en 1256 pacientes, la puntuacién de riesgo de Framingham con el valor
de riesgo coronario mediante AngioTC. En los pacientes con afectacidon coronaria por
estudio de imagen, la puntuacion de riesgo de Framigham subestimd el niumero de
eventos coronarios de manera significativa. Por el contrario, en aquellos pacientes en
los que no se detectd en la imagen coronariopatia, se observaron menos eventos
coronarios de los sefialados por la escala de riesgo. Asi, la calcificaciéon coronaria,

podria complementar las escalas de riesgo, identificando aquellos pacientes con mayor

riesgo de presentar eventos coronarios.

1.6.2 CALCIFICACION CAROTIDEA Y PATOLOGIA VASCULAR CEREBRAL

La significaciéon clinica de la calcificacién carotidea no esta tan clara como en las

arterias coronarias. Algunos estudios sugieren que el grado de calcificacién se asocia a

(216)

un incremento del riesgo de padecer eventos neuroldgicos , mientras que otros

. e . . 21
confieren a la calcificacion de la placa un papel estabilizador®*”).
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El papel protector de la presencia de calcio en la placa AE carotidea frente al
desarrollo de sintomatologia tromboembdlica se basa en los hallazgos de estudios
histopatoldgicos que demuestran un menor contenido de calcio en las piezas de
endarterectomia de pacientes sintomaticos*®). Este hecho se ha visto posteriormente
reforzado por el analisis subjetivo del grado de calcificacion carotidea con eco-Doppler
en series de pacientes sintomaticos y asintomaticos, que han mostrado como las
placas ecogénicas (calcificadas) se asocian con un menor riesgo de AVC
independientemente del grado de estenosis >,

La limitacion mas importante de estos estudios es la heterogeneidad de
clasificacion de las placas, la mayoria de veces basada en aspectos cualitativos. La
introduccion de la TC como método objetivo de cuantificacion del grado de
calcificacién, ha permitido la comparacién de las placas y el seguimiento de su
evolucién in vivo.

21 . / . .
(216) analizaron las placas carotideas de 31 pacientes con estenosis

Nandalur y cols.
>60% mediante TC, y las clasificaron en no calcificadas, con calcificacién intermedia y
con calcificacién severa segun la densidad media en HU de las regiones de interés de
los diferentes cortes realizados a 1,25mm. Al comparar esta clasificacion con la
sintomatologia de manera retrospectiva, se encontrd que en las placas calcificadas era
21 veces mas probable la sintomatologia (p=0,003). En un andlisis posterior del mismo
grupo en el que se evaluaba la calcificacion de las placas en pacientes sintomaticos y
asintomaticos se describié como aquellas placas con un volumen de calcio superior al
45% del volumen total de la placa, mostraban una fuerte tendencia hacia la

estabilidad, definida por la falta de sintomas asociados'**?. Shaalan y cols.”) utilizaron

también TC con cortes de 1,25mm de espesor con los que calcularon el area de
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calcificacién de cada corte, el area total de calcificacién (suma del area calcificada de
cada corte) y ratio de calcificacion (area calcificada/area total), en 48 piezas de
endarterectomia, encontrando que el porcentaje de area calcificada era el doble en las
placas asintomaticas en comparacién con las sintomaticas (48% vs 24% de
calcificacién, p<0,05). Los hallazgos de este estudio a nivel histoldgico mostraron
también que el infiltrado inflamatorio (carga de macréfagos) fue significativamente
mayor en las placas sintomaticas (52% vs 23%, p<0,03), encontrando una fuerte
relacion inversa entre grado de calcificacién y de infiltrado inflamatorio (r=-0,87,
p<0,001).

221 . e . s, . , .
( ), en una revision sistematica, que incluyd 24 estudios, valoraron la

Kwee vy cols.
asociaciéon entre la calcificaciéon carotidea y la sintomatologia neurolégica. Al analizar
los estudios en conjunto, se obtuvo una OR de -0,425 (IC 95%, -0,608 a -0,241) para la
asociacién volumen de calcificacidn carotidea y sintomatologia y una OR de -0,997 (IC
95%, -1,793 a -0,200) para el porcentaje de calcificacion y sintomatologia, lo que
sugiere que esta determinacién, el porcentaje de calcificaciéon, podria ser un
parametro relevante para la estabilidad de la placa. Entre las limitaciones de este
trabajo, tal como destacan los autores, esta la gran heterogeneidad en los métodos de
deteccién del Ca de la placa carotidea (AngioRM, AngioTC, eco-Doppler), y la ausencia
de unos criterios unificados para definir los eventos neuroldgicos asociados a la placa
carotidea.

Desde otra perspectiva, la determinacién del contenido de calcio y su distribucién
en las lesiones carotideas, podria entenderse como un estado de “blindaje” o

proteccion de la placa frente a episodios tromboembdlicos, lo que explicaria, al menos

parcialmente, la menor prevalencia de sintomatologia neuroldgica en las lesiones cuya
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calcificacion se localiza en la superficie o en los talones de la placa. Asi, Miralles y
cols.” en un estudio prospectivo de casos y controles, en el que evaluaron 26
pacientes, 19 neuroldgicamente sintomaticos (casos) y 13 asintomaticos (controles),
todos con estenosis carotidea >60%, observaron que los pacientes asintomaticos
presentaban con mas frecuencia la distribucion del Ca en la superficie de la placa,
respecto a los sintomaticos (9/12 vs 3/15 respectivamente, p=0,006). Por otro lado,
aquellas placas no calcificadas o con una localizacion posterior de la calcificacidon
presentaban 12 veces mas riesgo de presentar sintomas (OR:12, 95% IC: 1,5- 91,1,
p=0,021). La idea de la localizacion de la calcificacion como factor critico en la
estabilidad de la placa ha sido apuntada también por otros autores®?,

Es obvio que la histologia es el patron oro para obtener la composicion de la placa,
pero no debemos olvidar que la geometria del vaso y su repercusion sobre la
hemodinamica determinara la evolucién y progresion de la propia placa. Es por ello
gue, recientemente, se ha incorporado el andlisis de parametros biomecanicos al
estudio de imagen de la placa in-vivo®** 22,

Sin embargo, el significado de los depdsitos de calcio es todavia incierto, pudiendo
ser interpretado como registro de procesos inflamatorios previos, como sugiere la co-
localizacion de los depésitos iniciales de calcio con macrdfagos y linfocitos T en el

22 .pe .,
(226) pe hecho, la calcificacion es el

infiltrado inflamatorio de las placas inestables
resultado de la degeneracion y la necrosis tisular de muchas enfermedades
inflamatorias crénicas. La precipitacion de calcio en la pared arterial, responde al

desarrollo de células tipo osteoclasto y osteoblasto cuya diferenciacion se debe a la

accién de diversas citoquinas inflamatorias, por lo que cabria pensar que la inflamacién
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es un paso previo a la calcificacion, siendo las placas inflamatorias no calcificadas mas
. . .o (227)

susceptibles al riesgo de rotura y embolizacién™ ",

Se requieren nuevos estudios que se centren en los determinantes del papel de la

calcificaciéon dentro de la placa carotidea y las relaciones entre la carga de Ca vy el

riesgo de desarrollar sintomatologia neuroldgica de origen tromboembdlico.

1.6.3 CALCIFICACION VASCULAR Y OSTEOPOROSIS

La calcificacidon de la capa media arterial es un fendmeno largamente conocido que
se ha asociado al depdsito pasivo de iones de calcio y fosfato, cuando su producto de
solubilidad supera el umbral de saturacion en los fluidos organicos. Este efecto se
observa en determinadas condiciones patoldgicas como la diabetes, insuficiencia renal
cronica, hiperparatiroidismo o hipervitaminosis D.

Por el contrario, la calcificacién intimal es un proceso activo, intimamente ligado a
los mecanismos de aterogénesis, pero cuyo origen concreto sigue rodeado de un halo
de misterio. Se ha relacionado con fendmenos de metaplasia dsea, alteracidn sistémica
o local del metabolismp Ca/P, o como secuela de procesos inflamatorios previos.

Por otra parte, la osteoporosis o pérdida de masa Osea, se observa en un
porcentaje importante de la poblacién, especialmente en mujeres a partir de la
menopausia. Se estima que, de los 50 afios hasta los 60 anos, la mujer, por su
menopausia pierde desde un 10% hasta un 50% de su masa dsea.

La enfermedad cardiovascular y la osteoporosis (OP)se han considerado
tradicionalmente relacionadas de forma intrinseca con el envejecimiento,

subestimandose su posible asociacion. Ambos procesos comparten factores de riesgo
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comunes, como la dislipemia, la hipertensién, la diabetes, el tabaquismo, el consumo
de alcohol, la inactividad fisica y la menopausia, aparte del envejecimiento. Esto puede
hacernos pensar que el metabolismo 6seo y la calcificacién vascular (CV) tengan
mecanismos fisiopatoldgicos o incluso una etiologia comidn®®. La existencia de un
nexo comun entre ambos fendmenos ha sido sugerido por algunos autores. Existen
datos que sugieren que la pérdida ésea puede promover la calcificacion vascular y a su
vez, la baja densidad mineral ésea (DMO) se ha relacionado con el aumento de los
eventos cardiovasculares. La calcificacidn vascular es el acontecimiento central en la
relacion entre la pérdida désea y el riesgo cardiovascular, ya que se han observado
mecanismos moleculares de formacidn dsea en las placas calcificadas'®?®.

En el estudio Framingham, la mayor incidencia de coronariopatia se encontré entre
mujeres con una mayor pérdida de masa dsea cortical en metacarpo a lo largo de un

(229)

periodo de seguimiento de 30 afios“*”. Contrariamente, en otro anadlisis de los datos

aportados por este mismo estudio, sobre 2499 pacientes con calcificacion vascular,
no se observo, en el seguimiento a largo plazo, un incremento en el riesgo de fractura

de cadera en este grupo, desafiando la idea de que la calcificacion vascular pueda

(230)

tener un impacto directo en la pérdida ésea””'. Otros estudios, han relacionado la

calcificaciéon aodrtica con la descalcificacion medida en cuerpos vertebrales con

(231,232

radiologia convencional y, mds recientemente con T ). Asi mismo, se ha sugerido

una relacion inversa entre la intensidad de calcificacion coronaria (calcium secore) y la

(233)

medicién densitométrica de calcio dseo”””'. Sin embargo, la relacién causal entre la

calcificacién vascular y la osteoporosis no ha sido demostrada de forma concluyente.

(234)

Roman-Garcia y cols. proponen una explicacién a partir del hallazgo de una

sobreexpresién de las Secreted Frizzled Related Proteins (SFRPs), proteinas inhibidoras
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de la via Wnt, en las areas con calcificacion vascular severa, probablemente en el
intento de reducir la mineralizacién en la pared vascular. Sin embargo, como las SFRPs
son proteinas circulantes, podrian actuar, no sélo localmente en los vasos, sino
también sistémicamente, deteriorando la mineralizacidon a nivel 6seo y conduciendo a

una reduccion de la masa dsea.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

2.1.1 HIPOTESIS CONCEPTUAL

Un mayor contenido de calcio de la placa arteriosclerosa contribuye a su
estabilidad y le confiere una menor tendencia a la progresion, actuando como factor

protector frente al desarrollo de fendmenos tromboembdlicos.

2.1.2 HIPOTESIS OPERATIVA

2.1.2.1 La reconstruccion volumétrica de la placa carotidea mediante AngioTC
permite la estimacion del contenido de Ca y la variacién en el volumen de la
placa AE.

2.1.2.2 Los pacientes con un menor contenido de calcio en la placa AE
corotidea presentan una mayor progresion de ésta y, eventualmente, una
mayor incidencia de fendmenos tromboembdlicos.

2.1.2.3 Los pacientes con mayor progresion en la calcificacién de la placa
carotidea presentan mayor tendencia a la osteoporosis.

2.1.2.4 Este fendmeno podria explicarse por mecanismos genéticos vy

bioquimicos comunes.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

2.2.1.1 Disefiar un método de medicién de la ateromatosis carotidea y
contenido célcico basado en reconstrucciones volumétricas mediante AngioTC.
2.2.1.1 Analizar, mediante AngioTC, el grado de calcificacién arterial y su
relacién con:

A. La progresién de la ateromatosis carotidea

B. Proteccién frente al desarrollo de episodios tromboembodlicos.

2.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.2.2.1 Evaluar la relacién entre calcificacion arterial carotidea y osteoporosis,
asi como su posible conexidn a través de los factores humorales implicados en
la regulacién del metabolismo Ca-P.

2.2.2.2 Evaluar las relaciones entre los polimorfismos genéticos del gen de la

OPG (tnfsf11b) y la progresion de la calcificacion en la placa de ateroma.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 ESTUDIO PILOTO.

Cuantificacion y caracterizacion del calcio carotideo con AngioTC en
pacientes neurolégicamente sintomaticos y asintomaticos.

Antes de continuar con la descripcion del estudio actual, es preciso describir
brevemente el trabajo preliminar publicado por nuestro grupo sobre “cuantificacion y
caracterizacion del calcio carotideo con AngioTC” en pacientes neurolégicamente

Ven el gue, con un planteamiento metodoldgico similar

sintomaticos y asintométicos®
al que describiremos mas adelante, se establecen las bases del desarrollo del presente
trabajo.

Con un disefio de casos y controles, se incluyeron 32 pacientes consecutivos con
estenosis >60% detectada mediante eco-Doppler. Diecinueve pacientes (casos) eran
sintomaticos (AVC: 12; AIT: 2; sintomas oculares: 5) y 13 asintomaticos (controles).

Todos los pacientes fueron sometidos a AngioTC y reconstruccion 3D de las
imagenes obtenidas (2 cm proximal y 1 cm distal a la bifurcacién carotidea), que se
utilizaron posteriormente para el analisis volumétrico.

Se determind el contenido de Ca mediante el Agatston Score modificado (ASm)
(volumen de calcificacion (mm?) x densidad media de Ca (UH)).

La cuantificacion de la masa de Ca se determind a partir de las muestras de
endarterectomia carotidea y su incineracién posterior en 11 pacientes. El contenido de
Ca se estimo a partir del peso de los restos (96% hidroxiapatita).

Los resultados de este estudio aparecen desglosados y discutidos en los apartados

siguientes.

101



3.2 ESTUDIO ACTUAL

Cuantificacion del calcio mineral en la ateromatosis carotidea mediante
AngioTC: perfil evolutivo y relacion con la progresion del grado de
estenosis volumétrica

3.2.1 DISENO

Se trata de un estudio de cohorte prospectiva y medidas repetidas. En funcién de la
estimacion del tamafo de la muestra para el objetivo principal y los criterios de
inclusion y exclusién considerados (ver apartados correspondientes), se incluyeron
inicialmente 54 pacientes diagnosticados de ECl moderada (reduccién del 50 al 70% de
la luz arterial en eco-Doppler basal), neurolégicamente asintomaticos y procedentes
del Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Universitari i Politécnic La Fe
de Valencia.

El disefio del estudio abarco la AngioTC y la densitometria dsea, basal y a los 12
meses, estudio bioquimico (incluyendo metabolismo Ca-P), y estudio genético
(incluyendo el polimorfismo del gen candidato), segun el protocolo, estructurado por
objetivos, que aparece reflejado en la Fig. 3.1:

1. (objetivo 2.2.1.1). Medicidon volumétrica de la bifurcacién carotidea. Concepto
alternativo a la gradacion de estenosis. (n=45).

2. (objetivo 2.2.1.2.A) Determinacion del calcio intraplaca y su relacion con la
progresion de la ateromatosis carotidea. (n=45).

3. (objetivo 2.2.2.1). Calcificacion arterial y descalcificaciéon ésea. Relaciones entre

ambos procesos. (n=32).
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4. (objetivo 2.2.2.2). Polimorfismo genético y progresion de la calcificacion en la
placa (n=48).
Este planteamiento se ajusta a los objetivos planteados en la seccion anterior y se

seguird en adelante en la presentacién y discusidn de los resultados.
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Ecodoppler
RECLUTAMIENTO
ECI 50-70%
BASAL
DNA Metabolismo Densitometria
Estudio genético Ca-P Osea (basal)
SEGUIMIENTO AngioTC: Densitometria
12 meses + 2 cuantificacion Osea (POST)
Vol placa+ Ca (POST)
1

w

Figura 3.1 Protocolo de estudio estructurado por objetivos (ver descripcion en el texto). 1: Medicidn
volumétrica de la bifurcacién carotidea. Concepto alternativo a la gradacién de estenosis. 2:
Determinacidn del calcio intraplaca y su relacion con la progresidn de la ateromatosis carotidea. 3: Papel
protector frente al desarrollo de sintomatologia neurolédgica tromboembdlica (estudio piloto). 4:
Calcificacidn arterial y descalcificacion ésea. Relaciones entre ambos procesos. 5: Polimorfismo genético y
progresion de la calcificacion en la placa.
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3.2.2 PACIENTES

3.2.2.1 Poblacion muestral (admbito)

Pacientes remitidos a la Consulta Externa del Servicio de Angiologia y Cirugia
Vascular del Hospital Universitari i Politécnic La Fe por patologia aneurismatica de la
aorta abdominal o por isquemia de las extremidades y sometidos a cribaje de estenosis

carotidea.

3.2.2.2 Poblacion de estudio
Pacientes consecutivos diagnosticados de ECI moderada -estenosis comprendida
entre el 50% y el 70% de la luz arterial-, neuroldgicamente asintomaticos y que

cumplieran los criterios de inclusién.

3.2.2.3 Criterios de inclusion
1. Edad mayor de 18 y menor de 80 afios, que es la definida por nuestro grupo
como limite para la indicacion de endarterectomia carotidea de forma protocolizada.
2. Ateromatosis carotidea en paciente asintomdtico que cumplan la condicién:
3. ECI 50%-70% bilateral o unilateral

4. ECl < 70% contralateral

3.2.2.4 Criterios de exclusion
1. Cirugia carotidea previa
2. Sintomatologia neuroldgica vértebro-basilar o inespecifica.
3. IRC, definida como valor de la creatinina plasmatica >1,5 mg/dl puesto que

podria representar una limitacion para la administracion de contraste intravascular.
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4. ECl >70%. Estos registros se utilizaron como control interno para valorar la
precision de la AngioTC en la determinacion de la masa de Ca en estudio piloto.
5. Ateromatosis carotidea en paciente sintomdtico de < 6 meses de evolucién que
cumplan la condicion:
-ECI 50-70% bilateral o unilateral
-ECI < 70% contralateral y alguno de los siguientes hallazgos:
-Embolismo de art. central de la retina o sus ramas verificadas por
exploraciéon de fondo de ojo.
-AVC con infarto cerebral ipsilateral documentado en TC cerebral:
-Sintomatologia neurolégica inferior a 24 horas motora y/o sensorial

contralateral y ausencia de lesiones en parénquima cerebral en TC cerebral.

3.2.3 CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Basandonos en un estudio piloto previo realizado por nuestro grupo sobre 32
pacientes diagnosticados de ECI>60% en el que se valord el contenido de calcio
mediante AngioTC, se establecid un riesgo alfa de 0,05, una potencia del 80% y una
desviacién estandar comun de 98,55 UHxmm?>. Asumiendo estos pardmetros y una
pérdida durante el seguimiento del 10% de pacientes, se estimd que serian necesarios
56 pacientes para identificar una diferencia en el volumen de Ca y/o placa AE del 10%.
Por otro lado, para analizar la correlacion entre la variacién del volumen de la pared

arterial y la variacién del contenido de Ca, asumiendo una pérdida del 10% de los casos
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durante el seguimiento, la correlacién deberia ser inferior a 0,4 para no hallarla

estadisticamente significativa con la potencia y nivel de significacién considerados.

3.2.4 VARIABLES Y DETERMINACIONES

3.2.4.1 Variables Dependientes

3.2.4.1.1 Estimacion de la variacién del volumen de la pared arterial. (Protocolos
Eco-Doppler y AngioTC).

Cohorte (Progresion de placa AE): Variacion de volumen de la pared arterial
(medicion a través de la diferencia de columna de contraste) entre la primera y la
segunda exploracién de AngioTC realizada con un intervalo de 12+2 meses en todos los
pacientes. Se procesd como variable continua dependiente en un modelo de regresién
lineal multiple (ver protocolo de AngioTC en apartado siguiente).

La seleccidn inicial de pacientes con ECl >50% se realiz6 mediante eco-Doppler en
el Laboratorio de Hemodinamica Vascular (LHV) del Servicio de Angiologia y Cirugia
Vascular. Los examenes se llevaron a cabo con un ecégrafo Phillips HDX11 (Phillips
Healthcare, Andocer, Mass) y sonda lineal segun protocolo carotideo estandar. Se
utilizé un valor umbral de velocidad sistdlica maxima >120 cm/s para clasificar la ECI
>50% y un valor de velocidad sistélica maxima >200 cm/s para identificar la ECI >70%.

Para la estimacién de los parametros morfolégicos de estenosis volumétrica y
caracterizacion del Ca intraplaca, todos los pacientes fueron sometidos a una AngioTC
del sector carotideo mediante un protocolo estandarizado en el que se realizd una
adquisicion helicoidal de imagenes desde cayado adrtico hasta la base de crédneo. Las

exploraciones tomograficas se realizaron utilizando un equipo Siemens Somaton
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Sensation 64 Multidetector (Siemens AG, Forchheim, Germany), con el siguiente
protocolo de adquisicidn: se obtuvieron secciones de 3 mm de espesor solapadas con
un pitch de 1,5:1, utilizando un campo de 12 cm para generar imagenes segmentadas
axiales de 1 mm de espesor. La tomogrografia se realizé en direccidon caudocraneal. Se
inyectaron 70 ml de iomeprol (400 mg/ml de yodo) en vena anterocubital a una
velocidad de infusién de 3.5 ml/s, y después 40 ml de suero salino, utilizando un
inyector automatico Stellan D CT inyector (Medrad, Pittsburgh, EE.UU.) de cabeza dual.
El momento de adquisicion dptimo se determind mediante la técnica de bolus test,
situando el ROI en el arco adrtico con un umbral de disparo de 100UH.

Las imdagenes fueron obtenidas en el plano axial y transferidas en formato DICOM
al PACS del hospital para realizar el post-proceso en una estaciéon de trabajo
Advantage Windows 4.2 (GE Healthcare, Milwaukee, Wis) y la realizacién de
reconstrucciones multiplanares sagitales y coronales. Mediante protocolos de andlisis
de volumen se realizd la reconstruccion “semitransparente” 3D de la bifurcacién
carotidea. Se estimé el grado de ateromatosis carotidea a partir del volumen de
contraste obtenido en la bifurcacién carotidea (2 cm por debajo y 1 cm por encima por
encima del punto en que se separan la ACl y la arteria cardtida externa en el corte
transversal -VBif-) (Fig. 3.1). Para estandarizar dicha medicién y evitar el sesgo por
variaciones en la densidad de contraste, se determind el cociente entre Vbif y un
segmento de cardtida primitiva (VCP) de 1 cm libre de placa.

Este procedimiento nos permitié el estudio de las variables relacionadas con el
calculo del volumen de la placa en el segmento estudiado.

La variacion de volumen de la pared arterial se determind a partir de la variacién

del producto del volumen de la columna de contraste y su densidad radioldgica en UH
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(densitometria volumétrica) entre el estudio basal y el control tal como muestra la

Fig. 3.2.

3.2.4.2 Variables independientes

3.2.4.2.1 Estimacion del contenido y la distribucion del calcio mineral. (Protocolo de
AngioTC).
Al igual que el protocolo de medicién volumétrica de la estenosis, se estimd el
contenido de Ca a partir de las imagenes obtenidas en la bifurcacion carotidea, 2 cm
por debajo y 1 cm por encima por encima del punto en que se separan la ACl y la
arteria cardtida externa en el corte transversal (Fig. 3.1). Se determind a partir del
producto del volumen total de las calcificaciones en la reconstruccion 3D del sector
explorado y su densidad radioldgica promedio en UH, obteniendo asi el denominado
Agatston score modificado(ASm) (Fig. 3.3)(191). Se evitd incluir las calcificaciones de la
pared en contacto directo con la columna de contraste mediante su filtrado manual,
estableciendo un umbral de densidad radiolégica a partir de 450 UH. En todos los
pacientes se realizdé un AngioTC basal y otro a los 12+2 meses para determinar la

evolucion de la calcificacién y su relaciéon con la evolucidn de la placa AE.
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Vol Ca =
3D (Volume Rendering) Vol Bif = 552 mm®xU.H. 60,2 mm’xU.H.

Vol Bif — Vol Ca
Estenosis volumétrica = =3,3
Vol CP

1cm

Vol CP =149,8 mm® x U.H.

Figura 3.1 Medicion volumétrica de la bifurcacidon carotidea con AngioTC 3D (Volume Rendering).
Vol Bif = volumen bifurcacion (mmstH); Vol Ca= volumen calcificacion (mm3xUH); VP= volumen
carétida primitiva proximal (mm>xUH).

PRE POST PROGRESION

Vol=1350 mm® Vol=1285 mm® AVol=65mm?®

Figura 3.2 Progresion AE carotidea. Estimacion a partir de la variacion en el volumen de la columna de
contraste en la bifurcacion carotidea, estudio basal y a los 12 meses.
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volumen densidad/TC (UH)
_CTmean: 773 HU

CTmin = 480 HU

\L‘ I

V W ‘

I
,l W \

]
T

AS=V x TCMde

Densidad radiolégica (UH)

Figura 3.3 Determinacién del Agatston score modificado (ASm) a partir del volumen de Ca aislado de la
placa en la AngioTC mediante la reconstruccion 3D.

3.2.4.2.2 Estimacion de la variacion de la densidad mineral 6sea (DMO). (Protocolo
densitometria 6sea).

Se utilizé un protocolo estandar de absorciometria por rayos X de doble energia
(DXA o densitometria dsea). Para ello se utilizd el modelo General Electric Lunar
Prodigy (GE Medical Systems, Milwaukee, WI, USA). Este equipo permite la medicidn
directa de las imdagenes y proporciona una cifra de la cantidad mineral ésea por
superficie.

Se realizaron determinaciones de la densidad promedio mineral del hueso (DPH),
qgue es el cociente entre el contenido mineral del hueso y el ancho de la linea
escaneada, y se expresa en g/cm’. El DPH se calculé en la columna lumbar vy la cabeza
femoral en el momento de la inclusion en el estudio. Los resultados se expresaron en 2

medidas: el T-score que compara la DPH del paciente con el de una persona sana de 30
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afios del mismo sexo y etnia y el Z-score que indica el numero de desviaciones
estandar de un paciente con DPH diferente del promedio por edad, sexo y etnia.
Resultados negativos indicarian una menor densidad dsea y positivos una mayor

densidad. Todos los pacientes fueron sometidos al mismo protocolo a los 12+2 meses.

3.2.4.2.3 Analisis genético

El DNA de los pacientes se extrajo a partir de muestras de sangre periférica
empleando protocolos estandarizados. A partir de 20 ng de DNA se estudid la
incidencia de 7 SNPs del gen OPG mediante un ensayo con sondas TagMan® siguiendo
las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Ca, USA). Las muestras se
analizaron por duplicado en placas de 96 pocillos, la reaccion se llevé a cabo en un
termociclador LightCycler 480® (Roche, USA) y la lectura se realiz6 mediante el
software de genotipado en punto final (Endpoint Genotyping Software). Los
polimorfismos estudiados fueron T245G, T950C, A163G, T149C y G209A (nomenclatura
NCBI: rs3134069, rs2073617, rs3102735, rs3134071, rs3134070, respectivamente)
localizados en el promotor, A6890C (rs7844539) localizado en el intron 4 y G1181C
(rs2073618) localizado en el exdn 1. Previamente, para el estudio de genotipado, hubo
que establecer un grupo control. Este consistié en 92 muestras de DNA procedente de
voluntarios sanos, proporcionadas por el Biobanco del Hospital Universitari i Politécnic
La Fe. Estas muestras se emplearon para determinar el rango de los polimorfismos en
la poblacién general espafiola y para corroborar que no existian diferencias con la
poblacidén caucdsica descrita en las bases de datos disponibles en la red (European

HapMap o PDR90 general).
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3.2.4.2.4 Lesiones isquémicas en parénguima cerebral

Se realizd a todos los pacientes al menos un examen TC de parénquima cerebral.
Las exploraciones se realizaron utilizando un equipo de TC Siemens Somaton Sensation
64 Multidetector (Siemens AG, Forchheim, Germany). El estudio de craneo se planifico
desde el agujero magno el hasta vertex craneal, alineado sobre la linea orbitomeatal
perpendicular a la mesa, con un grosor de corte de 3 mm y un incremento de 1.5 mm.
Se obtuvieron imagenes axiales en ventana 6sea y de parénquima cerebral.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas por 2 radiélogos de forma independiente

ope , . , . s .z 2
y clasificadas segun las siete categorias establecidas en la Clasificacion de Stevens®®

(Tabla 3.1).

Tabla 3.1
Clasificacion de Stevens para las lesiones isquémicas en la TC de parénquima cerebral

1 Lesiones subcorticales hipodensas de pequefio tamario y bien circunscritas. Por lo general
de poco mds de 1 cm de tamaiio, adyacente a la corteza cerebral, pero sin afectarla; en
territorio de arteria cerebral anterior y media

2 Grandes infartos corticales ocupando por lo general >50% del territorio de la arteria
cerebral anterior y media

3 Infartos corticales pequefios que ocupan por lo general <50% del territorio de la arteria
cerebral anterior y media

4 Una o mas lesiones en los ganglios basales o Talamo. Infartos de los ganglios basales por
lo general de alrededor de 1 cm

5 Infartos en surcos que involucra a cortical y subcortical, que corresponden a zonas
periféricas del territorio de la arteria cerebral media

6 Afectacion difusa de la sustancia blanca; cambios mal delimitados en la sustancia blanca
a menudo bilaterales

7 Estado lacunar. Multiples lesiones hipodensas que afectan a los ganglios basales y al
tdlamo bilateralmente

Las categorias de 1 a 5 son consideradas como “embdlicas” mientras que las categorias de 5a 7 se
consideran como “no embdlicas”.
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3.2.4.3 Vaariables modificadoras o de confusion

3.2.4.3.1 Variables universales

Se registré edad y sexo de todos los pacientes.

3.2.4.3.2 Medidas antropométricas

Se cuantificd el peso (Kg), la talla (cm) para posteriormente calcular el indice de
masa corporal (IMC). También se midid el perimetro de la cintura (cm) para valorar el
componente de obesidad abdominal, que se establecié en >102 cm para hombres y

>88 cm para mujeres; también se cuantifico el perimetro de la cadera (cm).

3.2.4.3.3 Factores de riesgo cardiovascular clasicos

Se recogid de la historia del paciente la presencia de hipertensién arterial (HTA),
diabetes mellitus, e hiperlipidemia. Tanto en el cuestionario de inclusion como en el de
control a los 12 meses, se realizé una medicién de la presidn arterial sistdlica (PAS) y la
presion arterial diastélica (PAD) en mmHg. Se registrd el hdbito tabaquico como:
fumador activo, no fumador o exfumador. La presencia de cardiopatia isquémica e
isqguemia vascular cerebral se evaluaron segun los criterios del item correspondiente
del cuestionario WHO-MONICA®®), gue hacen referencia a las diferentes fuentes a
partir de las cuales se obtiene el diagndstico (informes médicos de atencidén primaria,
atencién especializada, ingresos hospitalarios y exploraciones complementarias entre
otros). La isquemia cronica de los miembros inferiores fue valorada mediante el indice
tobillo/brazo (ITB) o cociente entre presidon sistélica en la extremidad inferior y la

presion sistdlica humeral. Consideramos patoldgico un ITB<0,9?*").
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3.2.4.3.4 Parametros bioquimicos

Se realizaron a partir de muestras de suero o sangre periférica empleando
protocolos estandarizados de extraccidn. Segun dicho protocolo, se extrajeron tres
tubos de sangre:

1. Sangre total con EDTA (acido etilendiaminotetraacético) como anticoagulante. Se
utilizd para el estudio de la serie hematoldgica. Este tubo se congeld posteriormente a
-20°C, para los estudios genéticos posteriores.

2. Sangre total con citrato como anticoagulante. Se utilizo para la determinacion de
proteinas de la coagulacion.

3. Suero sin anticoagulante. Se utilizo para la determinacion de proteinas y enzimas
séricas. Una vez hechas las pruebas incluidas en el protocolo, el suero se separd y se
congeld a -20° C. Este suero se utilizd posteriormente para la determinacion de OPG y
OPN.

Se determinaron los niveles plasmaticos de creatinina (mg/dl), colesterol (total,
LDL, HDL) (mg/dl), triglicéridos (mg/dl), fibrinégeno (mg/l), leucocitos (n2/ml), proteina
C reactiva ultrasensible (mg/l), homocisteina (ug/ml) y Lipoproteina a (Lp(a)) (mg/dl).
Para la valoracion especifica del metabolismo Calcio-Fdsforo (Ca-P) se determiné la
cantidad de Ca (en plasma y orina de 24 horas) (mg/dl), P (plasma y orina de 24 horas)
(mg/dl), vitamina D (ng/ml), PTH (pg/ml), OPG (pmol/L) y OPN (ng/ml), estas dos
ultimas en suero.

La creatinina, el colesterol, Ca y P se determinaron mediante técnicas
colorimétricas. La PCR y Lp(a) mediante inmunoturbidimetria. La Vitamina D y la PTH
se determind mediante técnicas de electroquimioluminiscencia. La homocisteina se

calculé por ensayo enzimatico. Los calculos del fibrindgeno correspondieron al célculo
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del fibrinégeno derivado, calculado a través del tiempo de protrombina
(coagulometria).

La concentracién de la proteina OPG se cuantificd en el suero de los pacientes
mediante ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), con el kit comercial Human
Osteoprotegerin ELISA (Biovendor, Republica Checa), siguiendo las condiciones
descritas por los fabricantes en el protocolo suministrado con el kit. Se trata de un kit
de ELISA directo en el cual tanto las diluciones estandar como los controles de calidad
(ambos suministrados con el kit) y las muestras de suero de los pacientes, se incubaron
durante 60 minutos con un anticuerpo monoclonal anti-OPG humano. Posteriormente,
y tras lavar la placa, se realizé una nueva incubacion de 60 minutos con un anticuerpo
policlonal marcado con biotina. Nuevamente, se lavé la placa y se incubd 30 minutos
con un conjugado estreptavidina-HRP (horseradish peroxidase). Tras un ultimo lavado,
se afiadid una solucidn sustrato (TMB [3,3’,5,5 -Tetramethylbenzidine]) produciéndose
una reaccion colorimétrica que se detuvo a los 10 minutos mediante la adicidon de una
solucién acida. La absorbancia del producto se determind con un espectrofotémetro
de placas a una longitud de onda de 450 nm y una longitud de onda de referencia de
630 nm. Se realizé una curva con los valores de absorbancia de las diluciones estandar
conocidas y los valores de absorbancia de las muestras se interpolaron en dicha curva
para obtener la concentracion de OPG presente en las muestras de estudio.

La determinacion de OPN se realizé mediante ELISA empleando el kit RayBio®
Human Osteopontin ELISA (RayBiotech, Inc., GA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente, se trata de un kit de ELISA directo en el cual tanto las
diluciones estdandar como los controles de calidad (ambos suministrados con el

sistema) y las muestras de suero de los pacientes, se incubaron durante 2,5 horas con
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un anticuerpo monoclonal anti-OPN humano. Posteriormente, y tras lavar la placa, se
realizd una nueva incubacién de 60 minutos con un anticuerpo policlonal marcado con
biotina. Nuevamente, se lavd la placa y se incubdé 45 minutos con un conjugado
estreptavidina-HRP. Tras un ultimo lavado, se afiadié una solucidon sustrato (TMB)
produciéndose una reaccién colorimétrica que se detuvo a los 30 minutos mediante la
adicion de una solucién acida. La absorbancia del producto se determind con un
espectrofotémetro de placas a una longitud de onda de 450 nm y una longitud de
onda de referencia de 630 nm. Se realizé una curva con los valores de absorbancia de
las diluciones estandar conocidas y los valores de absorbancia de las muestras se
interpolaron en dicha curva para obtener la concentracion de OPN presente en las

muestras de estudio.

3.2.4.3.5 Tratamientos intercurrentes

Se registraron los farmacos de consumo habitual por parte de los pacientes al inicio
del estudio, incluyendo principio activo y posologia. Asi mismo, todos los pacientes
fueron sometidos a tratamiento de prevencidon secundaria protocolizado por los
Servicios de Neurologia y Angiologia y Cirugia Vascular:

e Tratamiento antiagregante con acido-acetil-salicilico (AAS), 100 mg/dia via oral,
en pacientes asintomaticos; 300 mg/dia de AAS oral en pacientes previamente
sintomaticos o clopidogrel 75 mg/dia oral, en aquellos pacientes con alergia o
intolerancia al AAS.

* Estatinas con el objetivo de realizar prevencion primaria en pacientes
asintomaticos, con niveles de LDL-colesterol iguales o superiores a 160 mg/dl o

secundaria (LDL-colesterol por encima de 100-130 mg/dl, dependiendo de la
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presencia de patologia coronaria asociada), segun recomendaciones de la guia

Adult Treatment Panel (ATP III)(238).

3.2.5 CONTROL DE SESGOS

En el estudio preliminar referenciado al inicio del capitulo se analizé la precision de
la AngioTC para el cdlculo de la masa de Ca. Se realizé6 a partir de pacientes con
estenosis >70% considerados para endarterectomia carotidea. Las piezas quirurgicas
fueron incineradas y la masa de sus cenizas residuales (98% hidroxiapatita)
enfrentadas, en un modelo de regresidn lineal simple, a las mediciones realizadas
mediante AngioTC para valorar su precision.

Asi mismo, se evalué la precision del eco-Doppler en la identificacion de estenosis
>50% a partir de estudios, comparando sus resultados con los de |a AngioTC(Bg’.

Por otra parte, los investigadores que procesaron cada una de las pruebas estaban
“cegados”, respecto a los resultados de las restantes, y las muestras bioldgicas se
identificaron mediante un cddigo de registro interno. Se aplicaron técnicas de analisis

multivariante para identificar y controlar posibles variables de confusién o

modificadoras de efecto.

3.2.6 RECOGIDA DE DATOS

La recogida de datos se realizd en el momento de la inclusién en la cohorte y a los

12 meses salvo por salida voluntaria del estudio o pérdida de seguimiento. Las
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determinaciones a realizar en todos los pacientes en cada uno de los intervalos

aparecen reflejadas en la Tabla 3.2:

Tabla 3.2
Cronograma de las acciones a realizar durante el estudio

Acciones Mes 0 Mes 12

Cuestionario v v
Medidas antropométricas v v
Analitica v v
Muestra de sangre (suero+ADN) v
AngioTC v v
Desnsitometria 6sea v v
ECG v

Presion arterial v

indice de masa corporal v
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3.2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron recogidos en un libro de Excel versién 21.3.6 (Microsoft Corp,
Redmond, WA, USA) disenado para tal efecto.

Para el analisis estadistico se utilizd el paquete informatico SPSS, versién 13.0 (SPSS
INC, Chicago, IL, USA).

Se realizd un andlisis estadistico descriptivo: media y desviacion estandar (DE) de
las variables cuantitativas; comparacion de proporciones (Chi-cuadrado) para variables
dicotdmicas y prueba T para la comparacién entre medias.

Se utilizo el andlisis del coeficiente de correlacion para cuantificar un posible error de
medicién. La concordancia intra e interobservador se determind mediante el
coeficiente de correlacion entre las observaciones intraclase y a partir del promedio de
2 mediciones por 2 exploradores independientes (interclase). Se utilizd la
representacion grafica de Bland Altman para mostrar los resultados. Esta consiste en
representar, en un diagrama de dispersién la media de las dos mediciones como la
mejor estimacion del verdadero valor, frente a la diferencia absoluta entre los dos
valores. El grafico incluye, ademas, una linea horizontal en la diferencia media y dos
lineas (limites de concordancia), a una distancia de dos desviaciones estandar por
arriba y por debajo de la primera; de esta manera podemos expresar graficamente el
grado de acuerdo entre las mediciones.

Para valorar la precision de la AngioTC (medicion volumétrica de la bifurcacién
carotidea) en la valoracion del grado de ECI con respecto a la AngioTC (2D MIP) y eco-
Doppler se realizaron estudios de sensibilidad, especificidad, indice kappa y curvas

operador receptor (COR) para estimar los puntos de corte O6ptimo. La
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progresidn/regresion de la placa carotidea se analiz6 mediante la comparacién de
medias (prueba T) para medidas repetidas e independientes entre pacientes con y sin
aumento del contenido de Ca y para las medidas repetidas entre las determinaciones
basales y al final del periodo de seguimiento.

Se cred una matriz de correlaciones para identificar variables relacionadas. Se
realizd un analisis de regresion lineal multiple considerando la variacion en el volumen
de pared arterial (promedio de ambas bifurcaciones carotideas) a los 12+2 meses
como variable dependiente. Variables independientes: contenido de Ca, basal y su
variacion (promedio de ambas bifurcaciones carotideas) a los 12+2 meses, y otras
variables explicativas y de confusién.

Asimismo, se analizd la correlacién entre contenido de Ca en la pared arterial y
parametros del estudio de metabolismo Ca/P y densitometria ésea. En el andlisis de
regresion lineal simple y multiple, se considerd la variacion en el contenido del Ca en la
pared arterial a los 12 meses (2 meses), como variable dependiente. Las variables
independientes consideradas fueron la densidad de calcio éseo basal (densitometria) y
su variacién a los 12 meses (+2 meses), cruda y tras el ajuste por otras variables clinicas
y del metabolismo Ca/P.

Las frecuencias genotipicas de casos y controles se analizaron mediante xz o test
de Fisher. La comparacién entre las medidas de OPG segun el genotipo de los
pacientes se realizd mediante el test de Pearson. El estudio de los parametros
continuos se realizé aplicando el test de correlacion de Pearson.

En todas las pruebas mencionadas, se considerd significativa una p<0,05 en

contrastes bilaterales.
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3.2.8 CONSIDERACIONES ETICAS. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este estudio respeta los principios fundamentales establecidos en la Declaracién de
Helsinki, el Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y la
biomedicina y la Declaracién Universal de la UNESCO sobre el genoma humano y los
derechos humanos; cumpliendo los requisitos establecidos en la legislacién espafiola
en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccidén de datos de caracter personal
y la bioética.

La obtencidon de datos y muestras bioldgicas se realizd mediante entrevista con
participacién voluntaria de las personas y su procesamiento fue ejecutado por
profesionales sanitarios sujetos a secreto profesional, previa firma de un
consentimiento informado escrito (Anexos 8.1y 8.2).

El protocolo fue autorizado por el comité de Etica en Investigacion Clinica (CEIC) del
Hospital Universitari i Politecnic La Fe (Anexo 8.3), y por la Comisién de Investigacién
Clinica del H.U. La Fe (Anexo 8.4).

Los controles para el genotipado procedentes de voluntarios sanos, son cesiones
del Biobanco del Hospital Universitari i Politecnic La Fe (Biobanco La Fe)
PT13/001/0026, cumpliendo con la normativa establecida para ello.

Las bases de datos se sometieron a un proceso de anonimizacién, con sustituciéon
de los datos identificativos por un codigo numérico, que fue el empleado en el

tratamiento de los datos en todas sus fases posteriores.
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Resultados

4. RESULTADOS

Siguiendo las pautas introducidas en el apartado anterior, los resultados del
estudio se presentan segun el esquema siguiente:

4.1 ESTUDIO PILOTO. (Cuantificacion y caracterizacion del calcio carotideo con AngioTC
en pacientes neurolégicamente sintomaticos y asintomaticos).

4.2 ESTUDIO ACTUAL (Cuantificaciéon del calcio mineral en la ateromatosis carotidea
mediante AngioTC: perfil evolutivo y relacidn con la progresion del grado de estenosis
volumétrica).

4.2.1 (objetivo 2.2.1.1). Medicién volumétrica de la bifurcacién carotidea. Concepto
alternativo a la gradacion de estenosis.

4.2.2 (objetivo 2.2.1.2). A. Determinacién del calcio intraplaca y su relacion con la
progresion de la ateromatosis carotidea. B. Papel protector de la calcificacidn
carotidea frente al desarrollo de sintomatologia tromboembdlica.

4.2.3 (objetivo 2.2.2.1). Calcificacidon arterial y descalcificaciéon ésea. Relaciones
entre ambos procesos.

4.2.4 (objetivo 2.2.2.2). Relacion entre los polimorfismos genéticos del gen de la

OPG (tnfsf11b) y la progresion de la calcificacion en la placa de ateroma.
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4.1 ESTUDIO PILOTO

Cuantificacion y caracterizacion del calcio carotideo con AngioTC en
pacientes neurolégicamente sintomaticos y asintomaticos

Antes de desarrollar los resultados del estudio actual segun los apartados
expuestos, es necesario exponer los del estudio piloto realizado con anterioridad por
nuestro grupo® y que, como ya se comentd en el capitulo anterior, permite sustentar
metodolégicamente este trabajo.

En este estudio de casos (pacientes sintomaticos, n=19) y controles (asintomaticos,
n=13), la estimacion del contenido de Ca mediante AngioTC a partir de ASm demostré
una buena correlacidn con la medicidn directa de la masa y el volumen de Ca (Fig. 4.1)
tras la incineracién de placas carotideas procedentes de endarterectomia (r=0,911 vy
0,993, respectivamente, p<0,005). Estos datos indican que la AngioTC predijo en el
83% y 98,7% (R?) la variabilidad observada en la medicién directa de la masa y el
volumen de Ca, respectivamente.

Estos resultados y las mediciones basadas en las AngioTC correspondientes, se
utilizaron para disefiar una ecuacion de regresion lineal con el fin de normalizar los

resultados de la tomografia.
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Figura 4.1 Graficos de regresién comparando los resultados de masa de calcio (A) y volumen de Ca
(B), medidos a partir de las cenizas de las muestras quirudrgicas de endarterectomia carotidea (eje X)
y valores obtenidos a partir de la AngioTC (eje Y). Tomado de Miralles y cols. Eur J Vasc Endovasc
Surg. 2006.

La determinacién del contenido de calcio con esta metodologia mostré la presencia
de mayor cantidad de Ca en las placas de los pacientes asintomaticos con respecto a

los pacientes sintomaticos (ASm: 122,6 +138,0 vs 42,8 59,1 HUxmm?, p=0,04) (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 Determinacion del contenido de Ca en pacientes sintomaticos y asintomdticos. Tomado
de Miralles y cols. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2006.
*Media + DE (p=0,04).

Por otro lado, la distribucion del calcio en la placa de los pacientes asintomaticos
con frecuencia se encontraba en la superficie de la placa respecto a la distribucion en

los pacientes sintomaticos (9/12 vs 3/15, p=0,006) (Fig. 4.3).
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.

A. Pacientes sintomadticos

B. Pacientes asintomdticos
Figura 4.3 Distribucién de calcificaciones intraplaca en pacientes. El Ca mineral se localiza

preferentemente en la base de la lesidn en los sintomaticos (A) y en los angulos o superficie luminal en
los asintomaticos (B). Tomado de Miralles y cols. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2006.
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4.2 ESTUDIO ACTUAL

Cuantificacion del calcio mineral en la ateromatosis carotidea mediante
AngioTC: perfil evolutivo y relacion con la progresion del grado de
estenosis volumétrica

54 participantes fueron incluidos inicialmente en el estudio en funcidon de los
criterios establecidos. Dos pacientes fueron perdidos del seguimiento a los 12 meses.
Se produjeron 5 fallecimientos en dicho periodo: 2 por infarto agudo de miocardio, 1
por accidente vascular cerebral y 2 por causa no filiada. Dos pacientes fueron retirados
del estudio por requerir endarterectomia carotidea por sintomatologia neuroldgica,
antes del afio de seguimiento. Por tanto, 45 pacientes finalizaron el seguimiento y
fueron objeto del andlisis final de resultados correspondientes a los objetivos
primarios.

El nimero de muestras analizadas para algunos los objetivos secundarios, fue mas

reducido por los motivos que se exponen en los apartados correspondientes.

4.2.1 MEDICION VOLUMETRICA DE LA BIFURCACION CAROTIDEA. CONCEPTO

ALTERNATIVO A LA GRADACION DE LA ESTENOSIS

Cuarenta y cinco pacientes (90 bifurcaciones carotideas) fueron incluidos
inicialmente en el estudio y valorados con eco-Doppler y AngioTC en situacién basal y
tras 12+2 meses de seguimiento. Los datos de ambas exploraciones no pudieron ser
contrastados en 7 bifurcaciones carotideas (6 por interferencia de calcio en las
proyecciones MIP 2D y otra por oclusidén). Por tanto, se analizaron 83 bifurcaciones

carotideas.
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Resultados

La estimacién a partir de imagenes 2D MIP (AngioTC) confirmé los hallazgos del
eco-Doppler en 23/30 ECI <50% vy 48/53 ECI >50% (Sens=0,91; Esp=0,77% kappa=0,68).

La medicidn volumétrica de la bifurcacidn carotidea mostré una concordancia intra
e interobservador con un CCl de 0,96 (IC95%: 0,904-0,985) (Fig 4.4 A) y 0,94 (1C95%:
0,822-0,977) (Fig. 4.4 B), respectivamente. La inspeccién del grafico de Bland-Altman
(Fig. 4.4 C), demostré una dispersion localizada en el rango +1,96 DE de la media de las
diferencias entre las mediciones de los 2 exploradores (eje X) frente a su promedio (eje

Y).
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Figura 4.4 Concordancia intraobservador (A) e interobservador (B) coeficiente de correlacién (r) y de
correlacion intraclase (CCl [IC 95%]) Grafico de Bland-Altman Media de la diferencia entre las
mediciones de ambos exploradores (linea continua) y +1,96 DE (lineas discontinuas) (C).

El VBif/VCP del grupo de ECI <50% fue de 5,2+1,8 frente a 3,8+1,3 en el de ECI
>50% (p=0,001). El punto de corte éptimo de la relacién VBif/VCP se identifico a partir
de la curva COR en 4,1 (Sens=0,75; Esp=0,75, kappa=0,49) (Fig. 4.5).

A los 12 meses, se observé una reduccion del volumen promedio de la bifurcacién

carotidea respecto al valor basal (475,45 [155,6] mm>xUH vs 501,3 [171,9] mm>xUH

p=0,04). Se observo progresion de la ateromatosis carotidea en 32 bifurcaciones (14
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ECl <50% y 18 ECI >50%), con una reduccién del volumen de la bifurcacién de 137,8
(71,4) mm>xUH, p<0,001 y regresién en 27 (18 con ECI<50% y 9 con ECI>50%), con un
aumento del volumen de la bifurcacion de 106,4 (57,9) mm>xUH, p<0,001. Veinticuatro
mediciones permanecieron estables respecto al valor inicial segin los criterios
considerados. En la Fig. 4.6 se aprecia la distribuciéon de valores del cociente entre

volumen VBif y VCP, segun el grado de estenosis por AngioTC (2D MIP).

Curva COR
1,0+
0,84
k-]
o
T 0,6
2
("
c
]
(7)) 0.4+
—» Corte 6ptimo 4,1
0,24 Sens 0,75
Especif. 0,75
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Curva 0,75
0,0 1 T T T T —
00 0.2 04 06 08 10

1 - Especificidad

Figura 4.5 Curva operador—-receptor (COR) para identificar el punto de corte 6ptimo (4,1)
gue define equivalencia para ECI>50% (AngioTC MIP 2D) con precision maxima.
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Figura 4.6 Distribucién de valores del cociente entre volumen de bifurcacién (VBif) y un segmento
proximal de 1 cm de arteria carétida primitiva (VP), segun el grado de estenosis por AngioTC (2D
MIP).
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4.2.2 DETERMINACION DEL CALCIO INTRAPLACA Y SU RELACION CON LA PROGRESION

DE LA ATEROMATOSIS CAROTIDEA

Tal y como se ha comentado al inicio de la seccidon, de los 54 pacientes incluidos
inicialmente, 9 fueron excluidos durante el seguimiento: 2 pacientes por pérdida, 5 por
fallecimiento y 2 por requerir endarterectomia carotidea. Por tanto 45 pacientes
finalizaron el seguimiento y fueron objeto del anilisis final de resultados.

Todos los pacientes presentaban ECI=50-70% en el examen con eco-Doppler basal
(unilateral en 25 pacientes, 55,6 % y bilateral en 20, 44,4%) y todos eran
neuroldgicamente asintomaticos.

No obstante, el examen TC de parénquima cerebral reveld en 8 pacientes lesiones
<1cm localizadas en la regidén subcortical, tdlamo y los ganglios de la base, siendo
consideradas como lesiones lacunares. Nueve pacientes presentaban lesiones difusas
en zonas limitrofes o areas vasculares mal definidas y fueron clasificadas como
defectos de perfusion. En 9 casos se identificaron lesiones de gran tamafio compatibles
con procesos isquémicos de origen embdlico; cuatro de ellos (8,9%) presentaban una
ECl ipsilateral del 50-70%.

A los 12 meses, se observé una reduccion del volumen promedio de la bifurcacién
carotidea respecto al valor basal (475,45 (155,6) mm>xUH vs. 501,3 (171,9) mm>3xHU
p=0,04). Se observd progresién de la AE carotidea en 29 bifurcaciones (12 ECl <50% vy
17 ECI >50%), con una reduccién del volumen de la bifurcacién de 137,8 (71,4)
mm>3xHU, p<0,001 y regresién/remodelacién en 22 (16 con ECI <50% y 6 con ECI
>50%), con un aumento del volumen de la bifurcacién 106,4 (57,9) mm>xHU, p<0,001.

Permanecieron estables 27 mediciones respecto al valor inicial segun los criterios
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establecidos (Fig. 4.7 A). Los criterios de progresién se consideraron a partir de un
incremento del volumen de la pared arterial (disminucién volumen de la bifurcacién
carotidea) >10%, respecto a basal; la regresion se consideré cuando obtuvimos una
disminucién del volumen de la pared arterial (aumento del volumen de la bifurcacién
carotidea) >10%, respecto al valor basal. No pudieron valorarse las imagenes en 7
bifurcaciones: en 3 pacientes (6 carétidas) por artefactos durante la adquisicion en uno
de los dos exdamenes de AngioTCy en 1 carétida hubo una oclusion.

Las determinaciones del contenido de Ca intraplaca a partir de su estimacién
mediante ASm (volumen total x densidad radiolégica promedio [UH]) revelé un
aumento estadisticamente significativo del Ca intraplaca (56,8 [52,3] vs. 64,58 [57,8]
mm>xHU, p=0,002) (Fig. 4.7 B).

Los datos demograficos, factores de riesgo vascular, comorbilidad cardiovascular y
tratamientos concomitantes aparecen reflejados en la Tabla 4.1. Tan sélo la
hipertension arterial y la diabetes presentaban prevalencias significativamente
superiores entre los pacientes en los que se detectd progresion de la estenosis
volumétrica en el promedio de ambas bifurcaciones carotideas. Los valores promedio y
desviacion estandar de los parametros antropométricos, bioquimicos y del
metabolismo Ca-P distribuidos en funcién del incremento de la estenosis volumétrica y
de la progresion del contenido de Ca en la placa aparecen recogidos en la Tabla 4.2. No
se registraron diferencias en la comparacién de medias (prueba T) entre los distintos
parametros en relaciéon con la progresion de estenosis volumétrica ni contenido de

calcio en el promedio de ambas bifurcaciones carotideas (Tabla 4.2).
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A. Vol bifurcacion B. Caintraplaca
(mm>3xHU) - (mm’xHU) 200 4
900 4 - - 260 4
*p=0.04 **p=0.002
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Figura 4.7 Variacion en el volumen de la pared arterial en bifurcacion carotidea (estimada a partir del
volumen de la columna de contraste) (A). Contenido de Calcio (ASm) entre |la determinacion basal y a los
12 meses(B).
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Tabla 4.1

Datos demogréficos, factores de riesgo vascular, comorbilidad cardiovascular y tratamientos
concomitantes, distribuidos en funcidn del incremento de la estenosis volumétrica y de la progresién del
contenido de Ca en la placa.

AVolumen bifurcacion carotidea AContenido Ca intra-placa

Parametros n (%) Progresion* P Progresion** P
n (%) n (%)
Sexo (Varén) 37(92,5) 18 (48,6) 0,548 26 (70,3) 0,896
Tabaquismo 10(25) 4(40,0) 0,714 7 (70) 0,970
DMNID 14(35) 10(71,4) 0,048 10(71,4) 0,885
DMID 3(7,5) 2 (66,7) 0,896 2 (66,7) 0,896
Dislipemia 25 (62,5) 13 (52,0) 0,744 19(76) 0,477
HTA 35 (87,5) 20(57,1) 0,047 26(74,3) 0,149
Cardiopatia isquémica 16(40) 9(56,3) 0,748 13(81,3) 0,297
Isquemia extremidades inferiores (ITB<0,9) 34(85) 18(52,9) 0,661 24(70,6) 0,847
Antiagregantes 38(95) 18(47,4) 0,487 27(71,1) 0,515
Estatinas 28(70) 20(71,4) 0,763 20(71,4) 0,763
Dicumarinicos 3(7,9) 2(66,7) 0,946 2(66,7) 0,946

*Incremento volumen pared arterial (disminucion volumen bifurcacién carotidea)>10%, respecto a
basal.
** Incremento contenido de Ca>10%, respecto a basal.
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Tabla 4.2

Media y desviacion estandar de datos antropométricos, bioquimicos y metabolismo del Ca-P

distribuidos en funcién del incremento de la estenosis volumétrica y de la progresion del contenido de

Caen la placa.

AVolumen bifurcacion carotidea

AContenido Ca intra-placa

Parametros Estabil/Regres Progresion* P Estabil/Regres Progresion** P
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad 65,4(10) 66,9 (8,7) 0,615 66,1(8) 66,2(9,9) 0,977
IMC 26,7(4,8) 27(2,9) 0,837 26,7(4,8) 27(2,9) 0,977
ITB menor 0,65(0,27) 0,59(0,22) 0,212 0,55(0,26) 0,65(0,24) 0,212
Creatinina (mmol/l) 0,98 (0,26) 1,21(0,52) 0,077 0,96(0,19) 1,15(0,47) 0,195
Colesterol Total (mmol/l) 121,37 (55,15) 186,26(37,14) 0,096 202,58(52,12) 197,81(47,33) 0,781
LDL colesterol (mmol/I) 120,00 (56,60) 102,41(30,97) 0,297 97,37(36,97) 114,10(44,85) 0,360
HDL colesterol (mmol/l) 46,58(10,79) 51,35(11,22) 0,262 47,00(13,86) 50,45(9,85) 0,449
Triglicéridos (mmol/l) 159,26 (129,41) 171,89(129,54) 0,765 223,08(205,05) 139,04(58,15) 0,059
Proteina C-reactiva (mg/dl)  7,23(8,73) 34,00(122,20) 0,374 52,64(151,27) 5,30(5,84) 0,137
Fibrindgeno (mg/l) 378,44(70,96) 371,35(80,92) 0,784 377,09(91,25) 374,04(68,35) 0,913
Plaquetas (10%/pl) 209,65(69,50) 222,35(41,87) 0,515 217,54(69,10) 214,61(54,22) 0,911
Homocisteina (pg/ml) 15,88 (3,17) 15,96 (4,59) 0,958 15,55(3,30) 16,07(4,17) 0,727
Lp(a) (mg/dl) 40,62 (37,59) 43,84 (56,52) 0,842 44,90(38,37) 41,05(51,47) 0,826
Calcio (plasma)(mmol/I) 10,60 (3,30) 9,84 (0,40) 0,325 9,96(0,54) 10,34(2,82) 0,643
Calcio (orina)(mmol/1) 9,21 (7,07) 8,44 (7,92) 0,756 8,53(3,97) 8,96(8,62) 0,870
Fésforo (plasma)(mmol/1) 3,29 (0,47) 3,38 (0,36) 0,488 3,25(0,35) 3,25(0,35) 0,939
Fésforo (orina)(mmol/l) 56,83 (46,10) 39,66(23,37) 0,156 38,73(18,39) 52,63(42,7) 0,289
Vit. D (ng/ml) 38,37 (15,93) 28,30(14,83) 0,079 34,36(15,28) 32,23(16,48) 0,742
PTH (pg/ml) 66,54 (39,72) 73,20 (52,69) 0,674 68,52(42,65) 70,35(48,20) 0,915
OPG (pmol/L) 7,10 (2,37) 6,64 (1,80) 0,520 6,91(2,06) 6,81(2,09) 0,898
OPN (ng/ml) 14,15 (6,69) 15,30 (7,23) 0,623 14,28(6,68) 15,04(7,17) 0,757

*Incremento volumen pared arterial (disminucion volumen bifurcacién carotidea)>10%, respecto a

basal.

** Incremento contenido de Ca>10%, respecto a basal.
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Sin embargo, el andlisis bivariante si demostrd una correlacién estadisticamente
significativa e inversa entre el contenido basal de Ca y progresion de estenosis
volumétrica de la bifurcacion (r=-0,481; p<0,001). En otras palabras, un menor
contenido de Ca se asocié con una mayor tendencia a la progresion de la EA carotidea,

estimada a través de la reduccion en el volumen de la bifurcacion (Fig. 4.8).

Progresién de Placa
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500

400
300
200
100

0

100
200 - e

Ca Intra-Placa
' ' (mm®xUH)

-300 4
-400 4
-500 -

Figura 4.8 Regresion lineal simple entre la progresion de la placa AE (variacion de la columna de
contraste en la bifurcacion carotidea a los 12 meses) y el contenido de Ca intraplaca en el estudio
basal.

No se encontro relacién, ya fuera en el analisis bivariante o multivariante, entre la
presencia de lesiones isquémicas o lacunares en el parénquima cerebral ipsilateral en
aquellas ECI> 50% y su tendencia a la progresion.

Asi mismo nuestro estudio mostré una correlacién positiva entre la progresion del

contenido de Ca en la placa de ateroma y la Vit D (r=0,406, p=0,029).
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Resultados

El andlisis de regresiéon multiple permitié ajustar un modelo de regresion lineal
entre la reduccion del volumen de la bifurcacion (progresion de AE carotidea) y el

contenido basal de Ca intraplaca, ajustado por el IMC:

Avolumen bifurcacion= 357,6 — (1,012 x Ca basal) — (10,5 x IMC)

Dicha ecuacién permitié predecir el 24,4% (R?) de la variabilidad observada en la
progresion de la AE carotidea.

El papel protector de la calcificacion carotidea frente al desarrollo de
sintomatologia tromboembdlica (objetivo 2.2.1.2 B) no pudo ser evaluado en el
presente estudio por las razones expuestas y analizadas en la discusidon. No obstante,
dicha relacion fue analizada en el estudio preliminar (estudio de casos y controles, es
decir, pacientes sintomaticos y asintomaticos) y sus resultados aparecen reflejados al

inicio de este apartado.
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4.2.3 CALCIFICACION ARTERIAL Y DESCALCIFICACION OSEA. RELACION ENTRE AMBOS

PROCESOS

Se incluyeron 32 pacientes (30 hombres y 2 mujeres) en funcién de los criterios
establecidos. El hecho de haber introducido la densitometria en el analisis a posteriori,
modificando del protocolo inicial una vez iniciado el estudio, provocé una pérdida de
13 pacientes del grupo de analisis.

Todos los pacientes presentaban ECI=50-70% en el examen con eco-Doppler, 21
(65,62%) unilateral y 11 (34.38%) bilateral. En 2 pacientes las imagenes obtenidas en
una de las 2 exploraciones de AngioTC presentaban artefactos que impidieron una
correcta medicién del contenido de Ca. En otro paciente con estenosis bilateral del 50-
70% por eco-Doppler, una de las bifurcaciones presentaba oclusion en el examen
mediante TC. Por tanto 30 pacientes (59 cardtidas) quedaron disponibles para el
analisis final.

Los datos demograficos, factores de riesgo, comorbilidad cardiovascular vy
tratamientos concomitantes aparecen reflejados en la Tabla 4.3, distribuidos en
funcién de la deteccién o no de progresion en el contenido de Ca carotideo. No se
registraron diferencias significativas respecto a los pacientes sin progresién de sus
calcificaciones. Los valores promedio y DE de los pardmetros antropométricos,
bioquimicos y del metabolismo Ca-P distribuidos en funcién de las variaciones del
contenido de Ca de la bifurcacién carotidea y de las variaciones de la densidad dsea del
aparecen recogidos en las Tablas 4.4 y 4.5 respectivamente. No se registraron
diferencias significativas respecto a los pacientes sin progresiéon del nivel de

calcificacién arterial. Sin embargo, el analisis de los parametros correspondientes a los
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pacientes que presentaron un aumento de la descalcificaciéon 6sea, reveld valores
significativamente inferiores en el Z score de las densitometrias basales tanto a nivel
del fémur como de columna lumbar. Asi mismo, se observé una tendencia a la
regresion del contenido de Ca en la bifurcacion carotidea con un promedio de -5,6%,
en comparacién a un aumento del 26% en aquellos que presentaban mediciones

estables o con aumento de la densidad dsea al final del periodo (p=0,035) (Tabla 4.5).

Tabla 4.3
Datos demograficos, factores de riesgo vascular, comorbilidad cardiovascular y tratamientos
concomitantes distribuidos en funcidn de la progresién del contenido de Ca de la bifurcacion carotidea.

Parametro n Progresion P
(%) n (%)
Sexo (hombres) 28(93,33) 15(53,57) 0,483
Tabaquismo 18(60) 9(50) 0,645
Diabetes 11(36,67) 11(63,64) 0,520
Dislipemia 20(66,67) 11(50) 0,700
Hipertensidn arterial 27(90) 14(51,85) 0,543
Cardiopatia isquémica 12(40) 8(66,67) 0,264
Isquemia extremidades (ITB<0,9) 25(83,33) 13(52) 0,624
Antiagregantes 29(96,67) 15(51,72) 0,309
Estatinas 23(76,67) 12(52,17) 0,666
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Tabla4.4

Valores promedio y desviacion estandar (DE) de los parametros antropométricos, bioquimicos y del

metabolismo Ca-P y de su relacidn con la variacion en el contenido de calcio de la bifurcacién carotidea.

Parametros Estabil/Regres* Progresion** P
n=15 n=15
Promedio (DE) Promedio (DE)
Edad 67,87(8,08) 67,27(7,96) 0,839
IMC 26,82(4,43) 27,39(2,46) 0,667
Perimetro de cintura 98,50(12,16) 105,40(10,14) 0,108
ITB menor 0,76(0,28) 0,73(0,22) 0,765
Creatinina (mmol/I) 0,97(0,24) 1,10(0,31) 0,227
Colesterol Total (mmol/l) 191,00(58,55) 174,14(35,92) 0,372
LDL colesterol (mmol/l) 87,89(35,08) 89,40(34,04) 0,925
HDL colesterol (mmol/I) 48,56(11,42) 55,80(8,55) 0,133
Triglicéridos (mmol/I) 141,15(43,75) 125,93(57,52) 0,449
Proteina C-reactiva (mg/dl) 7,42(8,50) 4,85(6,27) 0,396
Fibrindgeno (mg/1) 378,18(87,75) 370,61(62,02) 0,807
Homocisteina (ug/ml) 15,76(4,12) 15,76(3,44) 0,998
Lp(a) (mg/dl) 48,67(39,91) 42,94(59,44) 0,780
Calcio (plasma)(mmol/l) 9,93(0,49) 10,81(3,83) 0,417
Calcio (orina)(mmol/I) 169,36(116,69) 124,92(92,29) 0,274
Fésforo (plasma)(mmol/l) 3,36(0,41) 3,25(0,28) 0,416
Fosforo (orina)(mmol/I) 575,95(238,47) 710,31(331,03) 0,235
Vit. D (ng/ml) 35,22(13,14) 31,32(16,69) 0,563
PTH (pg/ml) 77,08(60,18) 67,31(43,24) 0,639
OPG (pmol/L) 6,99(2,11) 6,91(2,31) 0,936
OPN (ng/ml) 13,32(4,30) 15,40(6,67) 0,361
Z score fémur 0,053(0,88) 0,18(0,96) 0,709
Z score columna 0,13(1,37) -0,19(1,92) 0,604
A Densidad 6sea -0,129(0,022) -0,0043(0,014) 0,222

*Incremento del contenido de calcio en bifurcacion carotidea <10%.
**Incremento del contenido de calcio en bifurcacion carotidea 210%.
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Tabla 4.5
Valores promedio y desviacion estandar (DE) de los parametros antropométricos, bioquimicos y del
metabolismo Ca-P y de su relacidn con la variacion en la densidad dsea.

Parametros Calcificacion* Descalcificacion** P
n=17 n=13
Promedio (DE) Promedio (DE)
Edad 67,29(8,82) 67,92(6,81) 0,833
IMC 27,17(4,42) 27,01(2,03) 0,902
Perimetro de cintura (cm) 101,23(12,72) 103,25(9,94) 0,651
ITB menor 0,75(0,24) 0,75(0,27) 0,993
Creatinina (mmol/I) 1,07(0,26) 0,99(0,32) 0,533
Colesterol Total (mmol/I) 187,53(52,68) 173,30(39,63) 0,468
LDL colesterol (mmol/l) 91,43(35,53) 81,00(29,48) 0,566
HDL colesterol (mmol/I) 54,29(9,41) 47,00(12,28) 0,187
Triglicéridos (mmol/I) 134,52(51,88) 131,10(52,07) 0,870
Proteina C-reactiva (mg/dl) 5,56(6,49) 7,00(9,11) 0,650
Fibrindgeno (mg/1) 131,1(52,07) 367,00(71,46) 0,553
Homocisteina (ug/ml) 16,16(3,62) 14,92(3,89) 0,443
Lp(a) (mg/dl) 53,25(59,63) 31,09(22,01) 0,296
Calcio (plasma)(mmol/l) 10,71(3,46) 9,84(0,45) 0,439
Calcio (orina)(mmol/l) 125,18(104,84) 181,09(102,38) 0,176
Fésforo (plasma)(mmol/l) 3,33(0,34) 3,25(0,38) 0,549
Fosforo (orina)(mmol/I) 689,88(272,4) 569,02(311,08) 0,295
Vit. D (ng/ml) 34,38(15,96) 30,18(12,48) 0,572
PTH (pg/ml) 80,43(55,32) 59,03(44,47) 0,313
OPG (pmol/L) 6,61(2,13) 7,26(2,16) 0,456
OPN (ng/ml) 15,13(7,07) 15,12(6,54) 0,999
Z score fémur 0,43(0,75) -0,29(0,95) 0,028
Z score columna 0,56(1,52) -0,79(1,53) 0,023
A Calcio carotideo 0,26(0,36) -0,06(0,32) 0,035

*Estabilidad o aumento de la densidad 6sea respecto a la densitometria basal.
** Disminucion de la densidad dsea respecto a la densitometria basal.

Las determinaciones del contenido de Ca intra-placa a partir de su estimacién
mediante ASm (volumen total x densidad radiolégica promedio [UH]) revelé un
aumento del Ca intraplaca respecto a los valores basales (79,2 [55] vs 64,68 [49,2]

mm>xUH, p=0,12) (Fig. 4.9 A).
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En base a los parametros de referencia considerados, 10 (31.25%) pacientes
presentaban osteopenia en la densitometria dsea basal y 2 (6.25%) criterios de
osteoporosis.

El analisis densitométrico a nivel de columna y fémur, demostrd, a los 12+2 meses,
una disminucidn significativa de la densidad dsea respecto a la determinacién basal en
el promedio de ambas localizaciones (2,06 [0,23] vs 2,08 [0,22] g/cmz; p=0,013) (Fig.

4.9 B).

A. Contenido de Ca B. Densidad de Ca 6seo
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Figura 4.9 Variacion cuantitativa, basal y al final del periodo de seguimiento, del contenido de Ca
intraplaca en AngioTC (A) y de la densidad de calcio dseo en densitometria (B).
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En el analisis univariable, se indentificd una correlacién significativa entre el
incremento relativo del contenido de Ca (incremento absoluto dividido por el valor
basal) y la variacion en la densidad dsea entre las determinacion basal y la del final del
seguimiento (r=0,574, p=0,003). En otras palabras, una mayor tendencia a la
osteoporosis se asocidé con una menor tendencia a la progresién del calcio intraplaca

(Fig. 4.10).

ACa r=0,574 p=0,003
(mgl o)
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Figura 4.10 Regresion lineal simple entre la variacién de la densidad de Ca dseo (promedio
densitométrico en fémur y columna) en determinacién basal y a los 12+/-2 meses y la variacién en el
contenido de Ca intraplaca (bifurcacion carotidea en AngioTC basal y al final del periodo de
seguimiento).

Otras relaciones de interés fueron la asociacion entre los niveles plasmaticos de Vit
D y la densitometria basal (r=-0,459, p=0,036), asi como entre los niveles plasmaticos
de HDL-colesterol y la disminucidn relativa, respecto a los valores basales, de la
densidad ésea (r=-0,579, p=0,009). Sdlo la concentracién de P en orina presentd una

correlacién positiva moderada con el aumento de Ca intra-placa (r= 0,488, p=0,015).
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Ninguna otra variable, entre los parametros del metabolismo Ca-P, mostré relacion
con la calcificacion arterial.

Ademas, se hallé una correlacién positiva entre la progresion del contenido de Ca
en la placa de ateroma y los niveles plasmaticos de vit D (r=0,4; p=0,025) y
densitometria dsea basal (score Z en fémur) (r=0,378; p=0,047).

Otras relaciones de interés fueron la asociacion entre la densitometria dsea basal
(promedio de densidad dsea absoluta en fémur y columna) y los niveles plasmaticos de
triglicéridos (r=0,37; p=0,016) y proteina C reactiva (r=0,403; p=0,011).

No se observd relacion entre la concentracién de OPG y OPN en suero y el
contenido de Ca inicial ni con la progresién de la calcificacion de la placa (Tabla 4.4).

Tampoco se aprecio relacion entre la concentracién de OPG y OPN en suero y el
contenido de Ca 6seo inicial (densitometria basal) ni con la progresién de la
descalcificacion dsea (Tabla 4.5). Si encontramos una correlacién positiva entre OPG y
parametros del metabolismo 6seo como PTH (r=0,453; p=0,009) y homocisteina
(r=0,478; p=0,006).

El analisis de regresion multiple permitid ajustar un modelo lineal con relacién
directa entre la variacion en el contenido de Ca intraplaca (ACa intraplaca, AngioTC) y
en la densidad 6sea (ACa 6seo, densitometria), ajustado por la concentracion de P en

orina, a través de la siguiente ecuacion:

ACa intraplaca = 0,65 + 11,4 ACa dseo + 0,004 P orina

El analisis de residuales mostrd un ajuste adecuado del modelo. Dicha ecuacion de

regresion permitié explicar el 62% (R?) de la variabilidad observada.
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4.2.4 ANALISIS GENETICO (POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA OPG) Y PROGRESION DE LA

CALCIFICACION EN LA PLACA DE ATEROMA

Inicialmente se compararon las distribuciones de los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) del gen de la OPN en nuestro grupo control (sujetos sanos) frente a
las publicadas en las bases de datos para la poblacién general caucasica (p>0,05, datos
no mostrados), sin encontrarse diferencias entre ambos grupos. Por otro lado, se
compard la distribucién genotipica de cada SNP, obtenida para los 92 voluntarios sanos
y para los 48 pacientes con calcificacion de la placa de ateroma (Tabla 4.6). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) y los distintos
polimorfismos se muestran distribuidos de igual modo en pacientes y en controles
(rs3134071, rs3134070 y rs3134069: p=0,494; rs7844539: p=0,484; rs3102735:
p=0,351; rs2073618: p=0,911 y rs2073617: p=0,643).

Los valores obtenidos para la concentracion de OPG en el suero oscilaron entre
3,57 y 11,3 pmol/L encontrandose su mediana en 6,16 pmol/L. A pesar de la variacion
en los valores, no encontramos relacion estadisticamente significativa entre la
distribucién de ninguno de los 7 polimorfismos estudiados y la concentracion de OPG

en suero (p>0,05) (Tabla 4.7).
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Tabla 4.6

M
)

Distribucién genotipica de los SNPs del gen que codifica la OPG en voluntarios sanos (n=92) "y en los
pacientes del estudio (n=48) @
Polimorfismo Nombre _ ) _
nomenclatura - Sujetos de estudio Genotipo P
NCBI alternativo
cC CT TT
Rs2073617 T950C Voluntarios sanos'” % (N) 26,1 (24) 46,7 (43) 27,2 (25) 0.643
Pacientes® % (N) 22,9 (11) 43,7(21) 333(16)
cC CG GG
Rs2073618 G1181C Voluntarios sanos % (N) 29,3 (27) 46,7 (43) 23,9 (22) 0.911
Pacientes % (N) 31,3(15) 43,7 (21) 25,0(12)
cC CT TT
Rs3102735 A163G Voluntarios sanos % (N) 1,1 (1) 9,8 (9) 89,1(82) 0.351
Pacientes % (N) 0 (0) 146 (7) 854 (41)
GG GT TT
Rs7844539 A6890C Voluntarios sanos % (N) 1,1 (1) 8,7 (8) 90,2 (83) 0.484
Pacientes % (N) 0(0) 12,5(6) 87,5(42)
AA AC cC
Rs3134069 T245G Voluntarios sanos % (N) 89,1 (82) 9,8 (9) 1,1 (1) 0.494
Pacientes % (N) 95,8 (46) 8,2 (2) 00
cC CT TT
Rs3134070 G209A Voluntarios sanos % (N) 89,1 (82) 9,8 (9) 1,1 (1) 0.494
Pacientes % (N) 95,8 (46) 8,2 (2) 0@
AA AG GG
Rs3134071 T149C Voluntarios sanos % (N) 89,1 (82) 9,8 (9) 1,1 (1) 0.494
Pacientes % (N) 95,8 (46) 8,2 (2) 00
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Tabla 4.7
Distribucién genotipica de los polimorfismos estudiados en funcion de la concentracion de OPG en
suero.
SNP GENOTIPO N Pacientes con Pacientes con p
[OPG]>6,16 pmol/L™ | [0PG]<=6,16 pmolL/L
N(%) N(%)
T245G/G209A/T149C TT/GG/TT 44 22 (50) 22(50) 0,166
TG/GA/TC 2 2(100) 0 (0)
GG/AA/CC 0 0(0) 0(0)
A6890C cC 0 0(0) 0(0) 0,187
AC 5 4(80) 1(20)
AA 41 20(49) 21(51)
A163G GG 0 0(0) 0(0) 0,446
AG 6 4(67) 2(33)
AA 20 20(50) 20(50)
G1181C GG 15 6(40) 9(60) 0,248
CG 20 10(50) 10(50)
cC 11 8(73) 3(27)
T950C 1T 11 8(73) 3(27) 0,197
TC 19 10(53) 9(47)
cC 16 6(37) 10(63)

™ Mediana de los valores de concentracién de OPG obtenidos en suero
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5. DISCUSION

El aparente papel protector de la presencia de Ca en la placa de ateroma frente al
desarrollo de sintomatologia tromboembdlica proviene de estudios histopatoldgicos
gue demuestran un menor contenido de Ca en las muestras de placa carotidea de
pacientes sintomaticos'**®). Esta evidencia se ha visto posteriormente reforzada por el
analisis del grado de calcificacién carotidea con eco-Doppler, y mds recientemente,
mediante AngioTC, en series de pacientes sintomaticos y asintométicos®™ 2% 2%6),

En un metanalisis que incluia 24 estudios, en los que se valoraban diferentes
métodos para identificar y cuantificar la calcificacion de la placa carotidea, la
evaluacion global de los resultados demostrd una correlacién inversa (r=-0,425) entre
el contenido de Ca y la presencia de sintomatologia neuroldgica ipsilateral a la

estenosis???

, lo que nos haria pensar en un posible papel estabilizador del Ca en la
ateromatosis carotidea. En nuestro estudio, las placas con mayor contenido célcico
presentaban una menor tendencia a la progresion, medida a través de la estenosis
volumétrica, es decir, permanecieron mas estables. Sin embargo, por las caracteristicas
del estudio, no pudimos asociar esta estabilidad morfoldgica con la clinica, pues

recordemos que los pacientes eran asintomaticos y hubiera sido necesario un tamafio

muestral y tiempo de seguimiento mayores de la poblacién estudiada.
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5.1 ESTUDIO PILOTO

Cuantificacion y caracterizacion del calcio carotideo con AngioTC en
pacientes neurolégicamente sintomaticos y asintomaticos.

La relacién entre calcificacion y clinica neuroldgica se establecido en el estudio
piloto, anterior a este trabajo(s). En él, los pacientes asintomaticos tenian un contenido
de Ca en la placa carotidea significativamente mayor que los sintomaticos (ASm:
122,6+138,0 mm>xHU vs 42,8+59,1 mm>xHU, p<0,05) y las placas calcificadas, con una
localizacion de predominio en la superficie luminal, tuvieron 12 veces menos
probabilidad de ser sintomaticas. Por el contrario, un menor contenido de Ca en las
placas carotideas, asi como una distribucién en la base de la lesidn, se asociaba con
una mayor prevalencia de sintomas neurolégicos. Ninguna otra variable independiente
(datos demograficos, clinicos o de laboratorio) fue predictiva de los sintomas
neuroldgicos. Esto sugiere nuevamente el papel potencial del Ca como marcador del
riesgo de accidente cerebrovascular, quizd con un papel mas importante, incluso, que

los factores de riesgo clasicos para la prediccion de eventos cardiovasculares.
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5.2 ESTUDIO ACTUAL

Cuantificacion del calcio mineral en la ateromatosis carotidea mediante
AngioTC: perfil evolutivo y relacion con la progresion del grado de
estenosis volumétrica

5.2.1 MEDICION VOLUMETRICA DE LA BIFURCACION CAROTIDEA. CONCEPTO

ALTERNATIVO A LA GRADACION DE LA ESTENOSIS

El desarrollo de placas de ateroma que sobresalen en el interior de la luz arterial es
el principal efecto asociado con la enfermedad aterosclerética. La mayoria de los
métodos utilizados tradicionalmente para su cuantificacion se han basado en la
cuantificacion de la reduccion del diametro de la luz arterial, expresado como el
porcentaje de luz residual en comparacién con un valor tedricamente normal
(estenosis morfoldgica). Este sistema se ha utilizado de forma persistente en la
angiografia convencional y, recientemente, a partir de reconstrucciones 2D obtenidas
con AngioTC o AngioRM. La precisidn en la estimacién del grado de ECI, dependera de
la resolucion espacial del método diagnéstico elegido.

Ademas, la medicién biplanar requiere la seleccion de un segmento vascular
normal de referencia que no siempre es facilmente objetivable. La falta de unanimidad
al respecto ha motivado la aparicion de distintos sistemas de medicién de la ECI, entre
los que destacan los utilizados en los estudios epidemioldgicos NASCET vy ECST40)
sobre los que se basa la mayor parte del conocimiento actual sobre la historia natural
de la endarterectomia carotidea en pacientes sintomaticos. La principal diferencia
entre ambos métodos estriba en el denominador elegido para el célculo del porcentaje

de estenosis: el limite externo tedrico del bulbo carotideo (ECST) o la luz vascular

inmediatamente por encima de la estenosis (NASCET). En la practica, la estimacién del

153



grado de estenosis tiende a una sobreestimacion con el primer sistema respecto al del
NASCET?*,

Sin embargo, la medicién biplanar del grado de estenosis tiene ciertas limitaciones:
subestima la carga de placa en estenosis moderadas, no tiene en cuenta su
crecimiento excéntrico, y presenta una correlacion interobservador que oscila entre
0,61-0,9 para la angiografia, y de hasta 0,85 y 0,89 para la AngioTC y la RM

. 242-2
respectivamente'?42244),

(245)’ el

La introduccién de los avances en el post-proceso y andlisis de las imagenes
analisis densitométrico y el cdlculo automatizado del porcentaje de estenosis han
mejorado ligeramente la precisién diagndstica. No obstante, el propio fundamento del
sistema de medicidn: colapso bidimensional de las estructuras vasculares cilindricas,
impone grandes inconvenientes fisicos.

Alternativamente, es posible la estimacion directa del grado de estenosis a partir
de las turbulencias o aceleracion del flujo vascular por efecto de la estenosis (estenosis
hemodinamica). Esta es la base tedrica de la medicion mediante eco-Doppler. A pesar

de su buena resolucién espacial (0,15-0,6mm)(246)

, el principal inconveniente de este
método es su alta subjetividad operador dependiente, con una correlacién
interobservador que oscila entre 0,68 y 0,924} Ademas, sélo permite una gradacién
categorica de la estenosis. Clasicamente: 0-30%, 31-50%, 51-70% y 71-99%.

El grado de ECI ha sido, hasta ahora, el Unico criterio con suficiente consistencia
para estimar el riesgo de AVC, en pacientes asintomaticos o nuevos episodios en
pacientes previamente sintomaticos. Sin embargo, este riesgo solo es atribuible a ECI

>60-70% en alrededor de la mitad de los casos. Revisiones posteriores de los grandes

estudios epidemioldgicos anteriormente mencionados (ECST, NASCET)(248) han
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sugerido la indicacién profilactica de la endarterectomia carotidea en ECI >50% en
pacientes con bajo riesgo quirurgico. Sin embargo, el papel de estenosis moderadas
(ECI= 30-50% en pacientes sintomaticos, ECI=50-70% en los asintomaticos) sigue sin
estar aclarado.

Es probable que uno de los motivos de esta indefinicion sea que la medicién del
grado de ECI resulta en realidad insuficiente para evaluar el potencial emboligeno de la
ateromatosis carotidea. Tal vez, en un futuro préoximo, sea necesario reevaluar la
historia natural de la enfermedad carotidea con otros sistemas de medicién mas
centrados en la valoracién de la carga neta de placa de ateroma y sus caracteristicas
histoldgicas. Recientemente, los sistemas de software para la reconstruccién de
imagenes 3D a partir de cortes transversales de AngioTC y RM vy, especialmente, la
disminucién de intervalos y solapamientos entre los mismos ha permitido reducir su
espesor y mejorar su resolucion espacial (hasta 0,25 mm con la TC multidetector de
256 cortes)(m).

Por otra parte, la evolucién del software de post-proceso permite implementar
multiples mediciones geométricas tanto transversales, a partir de proyecciones MIP,
multiplanares (MPR) y curvadas (CPR) de la luz vascular, como volumétricas de la placa

de ateroma y la codificacién de sus componentes en funcién de rangos de densidad

radiolégica en UH. La aplicacion y precisiéon de estos sistemas de medicién se ha

(249) (250, 251)

ensayado en diversos sectores, incluyendo el coronario”* y el carotideo

En este estudio, la estimacion indirecta del volumen de placa en general, o carga de
placa, se basd en su "efecto de masa" o reduccion del volumen del molde de contraste
comprendido entre dos limites estandarizados (2 cm por debajo y 1 cm por encima de

la bifurcacion de la carétida)(zsz).
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Las ventajas tedricas aportadas por la medicién volumétrica de la bifurcacion
carotidea con AngioTC y RM se basan en la posibilidad de cuantificar indirectamente la
carga de placa. Ademas, permiten identificar su crecimiento excéntrico y su
caracterizacion con una elevada concordancia intra e interobservador?®® 24,

En este estudio, la determinacién volumétrica de la estenosis carotidea con
AngioTC mostré una buena correlaciéon intra e interobservador (CCI=0,962 y 0,937,
respectivamente). Por otra parte, la estimacién del grado de reduccion del diametro
arterial a partir de su impacto en el volumen total (V= mR’xh, siendo R= radio y h=
altura) permite detectar pequefas variaciones con mayor precision que su medicidén
directa. Considerando la bifurcacion carotidea como una estructura cilindrica
homogénea, una variacion en su didmetro del 10% se transforma en una variacion del

volumen del 19%. Asumiendo una variabilidad intraobservador <5%, es posible

apreciar dicha variacién con una precision relativa <2,75%(252) (Fig. 5.1).

— V= 1.500 mm3
precision

interobservador
< 5% (volumen)
ldiéme!lro 10%

|

1cm

volumen 19%

permite detectar
variaciones del
diametro del 10%
con una precision
de +/- 2,7%

2cm

s,

Figura 5.1 Estimacion del grado de reduccion del didmetro arterial a partir de su impacto en el volumen
total a partir de la modelizacion geométrica de la bifurcacion carotidea.
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La comparacién de los resultados obtenidos de la medicion volumétrica con
AngioTC, respecto a la determinacion del grado de estenosis maxima (AngioTC 2D MIP)
permitié estimar el punto de corte dptimo (cociente VBif/VCP=4,1) para identificar
ECI>50%. No obstante, la precision de la medicién volumétrica de la ateromatosis
carotidea con AngioTC, en comparacion a la estimacion a partir del grado de estenosis
maxima, fue solo moderada (Sens=0,75%, Esp=0,75). Un analisis detallado de los casos
reveld una elevada tasa de falsos positivos y negativos como consecuencia de los casos
con reducciéon o aumento homogéneo del volumen de la bifurcacion, pero sin
estenosis focal significativa desde el punto de vista hemodindmico. Estos resultados
deben contemplarse desde una perspectiva adecuada. Probablemente reflejan
distintos sistemas de medicién: estenosis maxima (eco-Doppler y AngioTC 2D MIP) y
disminucién global del volumen de la bifurcacién carotidea debido a la hiperplasia de
la intima y a la carga neta de placa sobre la superficie interior de la pared del vaso
(medicion volumétrica con AngioTC). Observaciones similares se han descrito por otros

259 valoraron las AngioTC de 57 bifurcaciones carotideas

autores. Rozie y cols.
obteniendo una correlacién moderada (r=0,66) entre el grado de estenosis y el
volumen total de la placa, haciendo hincapié una vez mas en que ambos conceptos no
estan necesariamente relacionados.

Por otra parte, el analisis de progresidon/regresion de la placa de ateroma se ha
visto limitado por la falta de un sistema de medicién suficientemente preciso y
reproducible. La medicidon ecografica del espesor intima-media (IMT) se ha utilizado
con profusion, e incorporado al software de la mayor parte de equipos de ecografia de

gama media y alta. Sin embargo, sus limitaciones son evidentes debido a las

dificultades para establecer referencias anatomicas estables lo que obliga en la
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practica a realizar multiples mediciones. A esto, se afiaden las limitaciones fisicas para
detectar pequefias variaciones del IMT en el limite de resolucién de la imagen
ecografica, necesitando realizar multiples determinaciones en diferentes proyecciones

2 , . . . , .
(255) " Mas recientemente, la introduccién de transductores volumeétricos

biplanares
automatizados con exploracién secuencial (3D y 3D en tiempo real [4D]) han permitido
su uso en estudios de progresidn/regresién, ya sea con o sin intervencion
farmacolégica(m’ 256),

El seguimiento de la evolucién de las lesiones con la AngioCT ofrece ventajas
tedricas en comparacion con volumetria con eco-Doppler: menor subjetividad y menos
interferencias causadas por artefactos de imagen, especialmente del -calcio
intraplaca(257).

En este estudio, el seguimiento a los 12 meses identific6 una progresidon
significativa en 32 ECI respecto al valor basal. En 24 casos la medicion permanecio
estable y en 27 se observd regresiéon. No obstante, estos resultados deben
contemplarse con precaucion ya que su efecto puede atribuirse a una remodelacion de
la bifurcacién mas que a una reduccién neta de la carga de placa. Ademas, 28 (64,4%)
pacientes se encontraban en tratamiento con estatinas, cuyo impacto sobre la
remodelacién de la pared arterial, derivado de sus efectos hipolipemiante vy
pleiotrépicos ha sido ampliamente analizado®®.

Las principales limitaciones de este estudio estan relacionadas con los
inconvenientes impuestos por el propio sistema de medicién: artefactos por contacto
con el calcio de pared o definicién del limite de la columna de contraste en funcién de

su densidad radioldgica. Aunque, el volumen de las calcificaciones se sustrajo de la

imagen final y las mediciones estandarizadas mediante su cociente con un segmento
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de CP libre de placa, son necesarios nuevos algoritmos que permitan mejorar la
precision de las mediciones y su ejecuciéon automatizada.

En conclusion, la medicion volumétrica de la ateromatosis carotidea supone un
nuevo concepto basado en la variacion del volumen de la bifurcacion carotidea por
efecto de la carga neta de placa, mds que en su efecto hemodinamico o estenosis
maxima. Su distinto fundamento justificaria una concordancia con el eco-Doppler tan
solo moderada, a pesar de la elevada concordancia intra e interobservador. Dada su
precision en la deteccion de variaciones pequeiias del didmetro arterial, este método
puede ser de especial utilidad en estudios de progresidén/regresiéon de la ateromatosis

carotidea.
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5.2.2 DETERMINACION DEL CALCIO INTRAPLACA Y SU RELACION CON LA PROGRESION

DE LA ATEROMATOSIS CAROTIDEA

La mayoria de las series que analizan mediante AngioTC el contenido de Ca en la
pared vascular emplean el Agtaston score (AS) o cualquiera de sus variantes.
Inicialmente fue descrito para medir el area de calcificacion en cortes transversales
obtenidos en la TC por haz de electrones, pero el AS nos permite no sdlo estimar el
contenido de Ca a partir del producto de esta zona, aislada después de aplicar un
umbral para la deteccidon del calcio (130 HU), sino también su densidad radioldgica

2 cpe .y .
(29 El volumen score es una modificacion del primero, basado en

promedio
reconstrucciones volumétricas filtradas con los mismos parametros de densidad
radiolégica. No obstante, algunos autores han advertido sobre la falta de linealidad y
una tendencia a sobreestimar las mediciones por el efecto de volumen parcial(zso). Este
artefacto consiste en un error en la medicion del volumen de las estructuras
radiolégicas como resultado de la asignacion de un voxel a pesar de su localizacién
parcial en los limites periféricos de la imagen. Por esta razon, y con el fin de lograr una
estimacion mas precisa, se recomienda el uso del mass score, que se obtendria
mediante la calibracién de la TC utilizando muestras con concentraciones conocidas de
hidroxiapatita(261).

En este estudio, hemos utilizado el ASm con imagenes 3D (volumen score) para
cuantificar el contenido de Ca. Sin embargo, con el fin de optimizar las mediciones, no
fijamos un umbral UH preestablecido, pues la seleccion de la placa se asociaba a una

heterogeneidad de atenuaciones que requeria un ajuste manual para delimitar con

mayor precision el contorno de la calcificacién en cada bifurcacién.
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La posibilidad de medir de forma no invasiva los depdsitos de calcio en la pared
arterial mediante AngioTC ha favorecido la inclusion de este parametro en las
ecuaciones de prediccion del riesgo coronario. El desarrollo de software basado en
este enfoque (p.e. Smartscore; GE Medical Systems) ha aumentado en los ultimos

(213) después de 37 meses de seguimiento a 5635 pacientes

afos. Kondos y cols.
asintomaticos, encontraron que los pacientes que mostraban estados de calcificacidon
mas avanzados (cuartil superior) presentaban un riesgo dos veces superior de sufrir
accidentes isquémicos coronarios. Los resultados recogidos en éste y en otros estudios
revelan un aumento paraddjico de riesgo coronario?®% 263) y de Avc#e proporcional a
la intensidad de la calcificacion, que parecen contradecir la hipdtesis del papel
protector desempefiado por el calcio intraplaca en la evolucién de las lesiones AE. Sin
embargo, este efecto podria explicarse, al menos en parte, por la propia base de la
estrategia en la que se fundamenta: estimacion global de la severidad de las lesiones,
en funcién de su relacién lineal con el contenido de Ca de la pared arterial'®%¥.

La evolucién temporal del proceso de calcificacion y su uso clinico apenas ha sido
analizado. La tasa de progresiéon anual de la calcificacion coronaria en individuos con
riesgo cardiovascular intermedio, en la escala de Framingham, basada en las
estimaciones obtenidas con el AS y el volumen score, oscilaria entre el 20% vy el
25%%),

Al contrario de lo que ocurre con la determinacion de Ca en las arterias coronarias,
reconocido marcador de riesgo cardiovascular, existen pocos estudios prospectivos

(266) publicaron

gue estudien la evolucion del Ca en la placa carotidea. Van Gils y cols.
recientemente el Unico estudio que existe hasta la fecha, en el que se valoraba la

progresion del Ca en la placa carotidea mediante AngioTC en una poblacion de 224
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pacientes, todos ellos sintomaticos desde el punto de vista neuroldgico, con un
seguimiento medio de 4,7 afios. Sesenta y siete placas no presentaban calcificacion al
inicio del estudio, y durante el seguimiento, 27 de ellas se calcificaron, asociandose
edad e HTA al proceso. De las 155 placas con calcificacién al inicio del estudio, 150
progresaron (rango 0,03 mm? hasta 37,4 mm?). El crecimiento anual medio fue de 2,2
mm?>. Cuatro placas presentaron regresién en el contenido de Ca. Sus resultados
destacan la asociacion entre FRCVs (edad, niveles de glucemia, HTA y tabaquismo) y el
crecimiento anual de la calcificacidn, pero es la carga previa de Ca de la placa, el
predictor mas importante para el crecimiento absoluto de la calcificacién. En los
pacientes que presentaron recurrencia de los sintomas neuroldgicos (n=37), no se
encontraron diferencias respecto al volumen de Ca o al crecimiento del mismo. Estos
autores encontraron, para el total de pacientes, un incremento anual medio de
volumen de calcio del 31%. Nuestro estudio, por el contrario, muestra una progresion
anual del 9% en el contenido de Ca en relacidn a las cifras basales.

Asi mismo, nuestros datos revelan una progresién neta de la estenosis volumétrica
del 9,5% si se compara con los valores basales. De hecho, 29 (37,2%) bifurcaciones
carotideas presentaron un incremento del volumen de la pared >10% respecto al valor
basal. Dicho proceso presentd una relacion lineal inversa respecto al grado de
calcificaciéon de la pared arterial al comienzo del estudio. Estos resultados sugieren
intensamente el efecto protector del Ca intraplaca frente a la progresién de la AE
carotidea y, por lo tanto, su estabilizacién frente al riesgo subsiguiente de generar
procesos tromboembdlicos como consecuencia de su degeneracion.

Entre las comorbilidades y factores de riesgo vascular analizados en este estudio,

sélo la hipertension y la diabetes mostraron una mayor prevalencia entre los pacientes
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en los que se detectd progresion AE en el promedio de ambas bifurcaciones
carotideas. Existen diferentes estudios en los que se estudia la calcificacion coronaria y
su relacion con los FRCVs. En estos estudios la edad y la HTA, aparecen como factores

(262, 267)

de riesgo responsables de la incidencia de calcificaciéon detectable . Kronmal y

cols.16?)

, en un estudio prospectivo sobre una poblaciéon multiétnica de 2807
individuos, observaron una progresion de la calcificacién coronaria de base asociada al
IMC, diabetes mellitus, HTA e historia familiar previa de infarto de miocardio y una vez
ajustado a la carga inicial de calcio.

Por otra parte, la existencia de 22 (28,0%) bifurcaciones carotideas en el que se
registrd una disminucién neta del volumen de la pared arterial debe contemplarse con
cautela. Aunque en parte podria atribuirse a un efecto de regresiéon de la placa AE,
dado el caracter volumétrico de las mediciones, seria mucho mas adecuado hablar de
remodelacién global de la bifurcacion carotidea. Es de destacar que 28 (64,4%)
pacientes estaban en tratamiento con estatinas, cuyo impacto sobre el proceso de
remodelacién arterial a través de los efectos pleiotrépicos de las estatinas se ha
observado en estudios previos(zsg).

Las principales limitaciones de esta parte del estudio estdn relacionadas con las
limitaciones intrinsecas al propio método de medicién:

1. Limite de resolucién del AngioTC condicionado por las dimensiones minimas del
voxel generado en la reconstruccion 3D (0,7x 0,8 mm x 1mm).

2. Efecto “volumen parcial”: error en la medicién del volumen de estructuras

radiolégicas como consecuencia de la asignacion de un voxel a pesar de su ocupacién

parcial en los limites periféricos de la imagen.
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3. Solapamiento de densidad entre contraste intravascular y calcificacién que
dificulta la deteccidon de calcificaciones de baja densidad. Se ha sugerido un umbral de
atenuacion de TC de 130 HU para discriminar el Ca de los tejidos circundantes. Sin
embargo, este limite puede resultar demasiado bajo en presencia de un agente de
contraste. Esta caracteristica ha sido analizada especificamente por diversos autores.
La caracterizaciéon de la placa aterosclerdtica con AngioTC reveld que el calcio se
reconoce con un valor de atenuacién por encima de 220 HU®%) mientras que el

(268)

contraste intraluminal requirio fijar el umbral entre 118 y 326 HU y el tejido fibroso

y los lipidos se identificaron a 30-150 HU y por debajo de 30 HU, respectivamente(269).
En el presente estudio se consideré que un umbral de discriminacion de 420 UH
diferenciaba las calcificaciones del contraste intravascular. Por contra, este alto limite
puede llevar a subestimar los voliumenes de calcificaciéon verdaderos.

4. La medicién volumétrica del contenido de Ca, y no de la masa de calcio,
asumiendo un modelo lineal de la relacién en las variaciones del contenido de Ca.

5. Por ultimo, debido al propio disefio del estudio, no fue posible relacionar los
cambios volumétricos de la placa y su contenido de Ca, con la progresion de la clinica
neuroldgica.

A pesar de estas limitaciones, sus resultados, especialmente el perfil temporal de la

evolucion de las lesiones, sugieren una relacién causa-efecto entre su progresién vy el

contenido de calcio intraplaca.
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5.2.3 CALCIFICACION ARTERIAL Y DESCALCIFICACION OSEA. RELACION ENTRE AMBOS

PROCESOS

El proceso de calcificacion arterial ha suscitado especial interés en los ultimos afnos.
Su paralelismo con los mecanismos de mineralizacidon ésea esquelética es evidente. Sin
embargo, su origen y relacidn permanecen inciertos.

Se ha sugerido que las areas de calcificacion intraplaca son una secuela o seial de
fendmenos inflamatorios previos. Los estudios histoldgicos demuestran la co-

2 ,
(270) Estas células

localizacion de macrofagos y linfocitos-T con los depdsitos de calcio
inflamatorias secretan citoquinas y factores de crecimiento y diferenciacion que, por
mecanismos aun no bien conocidos, estimulan la expresion de proteinas de matriz
asociadas al metabolismo dseo (osteocalcina, osteonectina, OPN, OPG, sialoproteina,
MGP, o BMP-2). De hecho, se ha comprobado, mediante técnicas de
inmunohistoquimica, un aumento de la expresion de mRNA de algunas de estas

@271 Ademds, son responsables de que las CMLs

proteinas en las regiones calcificadas
adopten un fenotipo osteogénico, transformandose en las que se han denominado
células calcificantes vasculares (CVCs), las cuales expresan también proteina S-100

272 , . , o pe .z
(272) y estdn localizadas en areas de calcificacion. Por otra parte,

ligadora de calcio
cualquier mecanismo que aumente la concentracion local de calcio y fésforo, tales
como la muerte celular o el propio fendmeno inflamatorio favoreceran su deposicién.
Estos iones encuentran en las vesiculas apoptoticas y en los ésteres de colesterol un
punto de nucleacidon donde crecer en forma de cristales de hidroxiapatita(m).

De los estudios observacionales realizados al respecto podemos deducir que la

calcificacién intimal es un proceso en el que estan implicados el reclutamiento celular,
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diferentes factores osteogénicos, los componentes de la matriz y la concentracion de
calcio y fésforo, llegando a producir la calcificacion del tejido por mecanismos que, sin
ser completamente comprendidos, presentan una clara similitud con los de
osteogénesis y remodelacién dsea.

Por otra parte, el analisis de los mecanismos que desencadenan y regulan el
proceso de calcificaciéon arterial ha estado limitado por la falta de sistemas de
medicién in vivo. Actualmente, la TC de doble fuente (DSCT) o con multidetector han
permitido la identificacién y cuantificacion del calcio mineral (hidroxiapatita, Ca) en la
placa de ateroma?*% 268),

Ensayos previos han demostrado la precision de la TC en la determinacién del
contenido de Ca en muestras de endarterectomia (EA) carotidea in vitro y su
comparacion con la masa residual tras su incineracion®® %%,

Los resultados de este estudio demostraron un incremento promedio del
contenido de calcio con respecto al valor basal del 13,5% (rango -6% hasta +125%). Es
de destacar que 23 (76,7%) pacientes se encontraban bajo tratamiento con estatinas.

La asociacidon entre calcificacion arterial y osteoporosis no es una observacién
reciente. En el seguimiento de una cohorte de 2059 participantes en el estudio
Framingham, las mujeres con mayor pérdida de calcio, valorada mediante radiografia
simple del carpo, presentaron una incidencia mayor de eventos coronarios en un
seguimiento de mas de 30 afios. Sin embargo, no se encontrd dicha asociacion entre
los hombres incluidos en el mismo estudio®®).

Trabajos posteriores, en los que se valordé la reabsorcién dsea en relacién a la

calcificaciéon arterial, basados en examenes con AngioTC, han demostrado resultados

.. 2 . .. .
similares®®®). Otros estudios se han centrado en la incidencia de fracturas vertebrales
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en relacion al depésito de calcio en la pared adrtica. Bajo este planteamiento, Shultz y

cols.l?4

encontraron, en un estudio retrospectivo sobre 2348 mujeres en las que se
examino dicha relacion con TC, una probabilidad 4,8 veces superior entre aquellas con
calcificacion vascular.

Los datos anteriormente mencionados avalan la hipdtesis de una conexidon entre
osteoporosis y calcificacion arterial. Las principales evidencias en contra de dicha
relacion son a partir de estudios observaciones -casi exclusivamente en cohortes de

275 2 . epe ., ;. ..
(275, 276) y donde la significacion estadistica de su asociacién se

mujeres menopausicas-
pierde en algunos de ellos, tras ajustar los resultados por la edad de los participante.

El presente estudio, centrado en hombres (tan solo se incluyeron 2 mujeres) y con
un rango de edad comprendido entre 53 y 81 anos (media[DE]: 67,6[7,9]), permite
analizar esta posible asociacion desde una perspectiva distinta, focalizada en la
evolucion temporal de la calcificacion arterial y la variacion en la densidad dsea de
pacientes con patologia arteriosclerética conocida.

Diversos estudios sugieren una posible relaciéon entre calcificacion vascular vy
osteoporosis como consecuencia de la dislipemia, de elevada prevalencia en estos

(233, 277) Este efecto se ha visto apoyado por la observacién in vitro de la

pacientes
capacidad de las LDL oxidadas para estimular la diferenciacion osteoblastica en la
pared arterial, asociado a su efecto paraddjico en el tejido éseo, donde estimularian la
diferenciacién osteocldstica e inhibirian la osteobastica?’®.

En el presente estudio, solo se encontrd una correlacion inversa entre los niveles
plasmaticos de colesterol HDL y la variacién relativa, respecto al valor basal, de la

densidad dsea (r=-0,579, p=0,009) que sugiere un papel protector frente a la

osteoporosis.
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Algunos autores han sugerido un mecanismo fisiopatolégico comun entre el
proceso de calcificacidn arterial y el metabolismo Ca/P. Doherty y cols.®® estudiaron la
masa de calcio, mediante TC, y su asociacion con los niveles séricos de vitamina D3, en
283 pacientes asintomaticos con factores de riesgo cardiovascular. Los resultados
obtenidos indicaron que los niveles de 1,25- dihidroxivitaminaDs se relacionaban de
manera independiente e inversa con la calcificacion coronaria obtenida mediante TC.
Ante estos resultados, en un trabajo posterior, los autores hipotetizaban sobre un
posible papel protector de la 1,25-dihidroxivitaminaDs frente a la calcificacién, al
promover el desarrollo de células de comportamiento osteoclastico en la pared
arterial®@. Sin embargo, esta observacion contrasta con la experiencia adquirida en los
modelos animales, donde los suplementos de vitamina D en la dieta favorecieron la

. . 2
calcificacién vascular'?”®.

El andlisis de los resultados del estudio Framingham
Offspring, que incluyd a mas de 1.700 participantes, sin signos de enfermedad
cardiovascular, con un seguimiento medio de 5,4 afios, mostrd un efecto bifasico, con
aumento del riesgo cardiovascular cuando los niveles de vit D en plasma eran <15 o
>30 ng/ml(28°).

El presente estudio, muestra niveles mas bajos de vit D en plasma en aquellos
pacientes con progresion de la AE carotidea, aunque esta diferencia fue
marginalmente significativa. Sin embargo, si se obtuvo una correlacién positiva entre el
aumento del contenido de Ca intraplaca y los niveles en plasma de vit D, aunque este
hallazgo no se acompand de variaciones en otros parametros del metabolismo Ca-P.

Estos resultados sugieren que los mecanismos que modulan los depésitos de calcio en

la placa AE, no tienen por qué diferir necesariamente de los que actuan sobre el hueso.
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Existen otros estudios que también relacionan la Vitamina D con la calcificacion
vascular®®?.

Los niveles plasmaticos de vit D presentaron una correlacién inversa con la
densidad dsea en la determinacion basal. Sin embargo, tan solo la concentracion de P
en orina se asocié con una tendencia a la progresion del contenido arterial de Ca.
Ningln otro parametro del metabolismo Ca/P fue identificado como significativo con
los niveles establecidos ni en el analisis univariable ni en el multivariable. El valor de
dicha asociacion debe contemplarse con precaucion, aunque dicha variable si fue
aceptada en el modelo multivariable final.

No obstante, los mecanismos subyacentes a las observaciones anteriormente
descritas permanecen inciertos, siendo necesarios nuevos estudios que expliquen la
potencial relacion entre la calcificacion arterial y la vitamina D o la PTH.

El distinto comportamiento de los mecanismos desencadenantes y reguladores de
la osteogénesis y la reabsorcion dsea en la pared vascular y hueso siguen siendo una
incégnita. Sustentada en los hallazgos epidemioldgicos anteriormente citados, la que
se ha dado en llamar la “paradoja del calcio” ha centrado el interés de numerosas
investigaciones.

En el presente estudio, al igual que en las series anteriormente mencionadas, se
registréd un incremento de la calcificacion arterial y una tendencia significativa a la
descalcificacion dsea al cabo de un afio de seguimiento.

Este efecto, que haria pensar en una relacién causal entre ambos procesos, no fue
confirmado en el andlisis de regresion. Sus resultados sugieren una tendencia al
aumento de la calcificacion arterial que permite adaptar un modelo de relacion lineal

con el depdsito de calcio éseo, ajustado por la concentracion de P en orina. En otras
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palabras, una mayor tendencia a la osteoporososis se asocid con una menor tendencia
a la progresion del calcio intraplaca. La variabilidad explicada por el modelo fue solo
moderada (R?=0,62) y no permite establecer una relacién causal. No obstante, los
resultados de este estudio no permiten descartar que los procesos de calcificacidon
arterial y ésea se rijan por similares mecanismos desencadenantes y de regulacion.

La OPN, por su parte, actua como inhibidor de la formacién dsea y la calcificacion.
Se ha demostrado que esta proteina ejerce un papel importante en la diferenciacion

s . . s 282 s o re .7z . .
fenotipica monouto/macrofago(s’, asi como en la calcificacion inducida por

fosfato?®),

Algunos estudios describen la OPN circulante como un marcador
independiente de severidad en aterosclerosis coronaria y se ha asociado también a un
aumento del riesgo de eventos cardiacos adversos®®. Es por ello que, en este trabajo,
se han determinado los niveles de OPN en el suero de los pacientes y se ha estudiado
su posible relaciéon con los FRCV y la progresion de placa, sin encontrar resultados
significativos que relacionen los niveles de OPN en suero y el contenido de Ca en la
placa carotidea, lo cual no excluye, que pueda ser un marcador de riesgo de AE. No
obstante, se trata de un estudio preliminar y seria necesario un trabajo mas amplio,
empleando un nimero mayor de muestras, para confirmar estos resultados.

Asi mismo, la OPG se ha relacionado con el metabolismo dseo y con la calcificacidn
vascular. Existen varias evidencias que refuerzan la hipdtesis de la sefializacion via
OPG/RANKL como nexo de unidon entre ambos procesos. Las cepas de ratones con
delecién del gen de la OPG desarrollan osteoporosis y calcificaciones vasculares®®),
Por otra parte, un exceso de mortalidad coronaria se ha relacionado con niveles

s . 2 . , .
plasmaticos elevados de OPG'*®. En la misma linea, otros estudios han evaluado los

niveles séricos de OPG en pacientes con enfermedad vascular establecida y factores de
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(287) 'En estos

riesgo cardiovascular como la hipertension arterial o la diabetes mellitus
estudios, los niveles séricos altos de OPG se encontraron en pacientes con enfermedad
arterial avanzada, lo que podria representar un mecanismo insuficiente de
contraregulacion para prevenir la progresion del dano vascular. Contrariamente, la
deficiencia de OPG se relacionaria con el proceso de calcificacion vascular, ratificado
con modelos animales que sugeririan un papel protector vascular de la OPG!%88 289)

En cuanto al estudio de la relacién entre los niveles séricos de OPG vy los
parametros del metabolismo éseo y lipidico, la correlacién positiva observada entre la
concentracion de OPG y la de homocisteina y PTH podria explicarse debido a
mecanismos compensatorios ya que se trata de proteinas que ejercen un efecto
antagonista sobre el metabolismo éseo. De hecho, estos resultados concuerdan con
los publicados por otros autores, que también relacionan positivamente OPG vy
homocisteina en pacientes con patologias vasculares®®.

Aunque no se haya observado ninguna correlacién entre la concentracién sérica de
OPG vy la evolucién del contenido de Ca en la placa de ateroma, esto no significa que se
pueda descartar la OPG como potencial biomarcador del riesgo de aterosclerosis en la
poblacién general. De hecho, existen publicaciones que evidencian el importante papel
de la OPG como biomarcador del riesgo cardiovascular®?.

La formacion neta de densidad ésea esta condicionada por el balance entre la
actividad osteoblastica y osteoclastica. Esta implica la interaccidn entre el receptor
activador del factor nuclear kB (RANK) con su ligando (RANKL) y la OPG como inhibidor

. Lo (2
de esta mteracaon( H

. En la pared vascular, el proceso de calcificacion parece estar
. . . 2
relacionado con el balance de los niveles de RANKL/OPG. Panizo vy cols.! 77),

contrastaron esta hipdtesis, utilizando un modelo de calcificacion in vitro. En su
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estudio, demostraron que la adicion de RANKL a CMLs en cultivo aceleraban la
mineralizacion, valorada a través del incremento de la actividad de la fosfatasa
alcalina, y la incorporacion de iones calcio, efectos que eran inhibidos tras la adicion de
OPG al medio. Ademas, esta accidn parecia mediada por la BMP 4 cuya sintesis
aumentaba con la expresion de la OPG.

La conexién entre la calcificacion vascular y la descalcificacion dsea, a nivel
molecular, no se ha analizado de forma especifica en este estudio. El posible papel de
la alteracion de la sefalizacion a través de la via OPG/RANKL, sugeridos por otros
autores, requerird de nuevas investigaciones bajo esta perspectiva.

El estudio de polimorfismos del gen codificador de la OPG, y la relacion con el valor
en suero de la proteina, se analizan en el apartado siguiente.

Las principales limitaciones de esta parte del estudio, al igual que en el apartado
anterior, se relacionan con las dificultades propias al método de medicidn: medicién
volumétrica del contenido de calcio, no de la masa de calcio, asi como la asuncion de
un modelo lineal de relacién en las variaciones del contenido de calcio, tanto intra-
arterial como ésea. Estudios previos sugieren que dicha relacidn, al igual que en la

, Y ., . . ., . . 22
mayoria de procesos bioldgicos seguiria una distribucién 5|gm0|dea( n,
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5.2.4 ANALISIS GENETICO (POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA OPG) Y PROGRESION DE LA

CALCIFICACION EN LA PLACA DE ATEROMA

Los polimorfismos del gen de la OPG estudiados en este trabajo, no hemos
encontrado evidencias que los relacionen con la presencia de placa de ateroma ya que
su distribucion en los pacientes de la muestra es comparable a su distribucion en la
poblacién sana. Estos resultados concuerdan con los publicados por algunos autores.

292 . 7 . . .
292) o encontraron relacién entre ninguno de estos 7 polimorfismos,

Asi, Soufi y cols.
estudiados de manera individual, y la presencia de coronariopatia, aunque
encontraron una ligera sobrerrepresentacion de la combinacién 950TC/1181GC y
950CC/1181CC en pacientes con afectacion coronaria con respecto a controles sin ella.

(293)

Del mismo modo, Rhee y cols. no encontraron asociacién entre la distribucion de

los SNP rs3102735, rs3134070, rs3134069 y rs2073617 vy la calcificacion adrtica en

2 .
(294) publicaron unos

mujeres coreanas. Sin embargo, recientemente Straface y cols.
resultados sorprendentes, en los que asociaban los polimorfismos rs2073617,
rs2073618 y rs3134069, de manera independiente, a la presencia de placa carotidea e,
incluso, fueron capaces de relacionarlos con su estabilidad.

Dado que la mayoria de los SNPs estudiados en este trabajo se encuentran en el
promotor del gen, tiene sentido pensar que estas modificaciones puntuales podrian
repercutir en una alteracion de los niveles de expresion de la proteina, mas que en su
funciéon propiamente dicha. Sin embargo, al analizar los niveles de proteina de los
pacientes, no se observd ninguna relacion significativa con la distribucion genotipica.

Aunque nuestros resultados estan limitados por el bajo nimero de casos incluidos

(293)

en el estudio, éstos coinciden con los publicados por otros autores gue tampoco

173



lograron establecer una asociacion entre la distribucion de los SNPs y la concentracién
de proteina sérica. Sin embargo, nuevamente, estos resultados difieren con los

2 . . . .
(294) guienes publicaron el primer trabajo en el que se

obtenidos por Straface y cols.
encontrd una asociacion entre rs2073617, rs2073618 y rs3134069 y los niveles de OPG
en suero. Desconocemos los motivos de las diferencias entre los resultados obtenidos
por los distintos grupos, tanto en lo referente a la asociacion de los polimorfismos con
patologias cardiovasculares como a su asociacién con los niveles de proteina. Podria
ser debido a las diferencias étnicas de los sujetos de estudio, a los criterios de inclusién
de los pacientes o al tamafio poblacional seleccionado. En cualquier caso, serian
necesarios mas estudios para elucidar el motivo de estas diferencias.

Asi pues, aunque los resultados derivados de este estudio no son concluyentes en
lo que respecta a la relacién de la OPG con el proceso de calcificacion de la placa de
ateroma, algunas de las relaciones observadas siguen reforzando la hipdtesis de que la
calcificacién vascular y el metabolismo éseo podrian ser procesos relacionados a nivel
molecular. Ademas, el hecho de que la concentracion de OPG sérica no sea un buen
indicador de la evolucién de la placa, no significa que no pueda ser un buen marcador
del riesgo de AE.

Finalmente, cdmo se ha apuntado anteriormente, se trata de un estudio preliminar

limitado por el nimero de casos analizados vy, por tanto, seria necesario corroborar los

resultados obtenidos con un tamano de muestra mayor.
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5.2.5 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

El primer punto a destacar entre sus fortalezas es el mismo propdsito del estudio,
ya que existen en la literatura pocas publicaciones acerca de la progresion del Ca
mineral in vivo, pero, aun menos, trabajos en los que se correlacione la calcificacién de
la placa carotidea con el metabolismo éseo desde una perspectiva global, mediante la
cuantificacion de los fendmenos de descalcificacion, el estudio de los factores
humorales asociados y la posible relacién de los polimorfismos genéticos en la
expresion de proteinas relacionadas con la calcificacion. El caracter prospectivo de este
estudio reforzaria el valor de los datos obtenidos.

La introduccién del concepto de medicion volumétrica, podria explicar aquellos
eventos neuroldgicos que no se pueden explicar bajo el concepto clasico de estenosis
hemodinamica, en pacientes con una reduccién de la luz arterial moderada (50-70%).
La medicién volumétrica o “carga de placa”, unido a la caracterizacion de la placa de
ateroma in vivo mediante métodos de imagen (AngioTC o AngioRM de alta resolucion),
podria tener un papel determinante en futuros protocolos para la indicacién
terapéutica de pacientes asintomaticos de riesgo.

Asi mismo, el estudio de la progresién de la calcificaciéon de la placa carotidea,
como se ha visto en este estudio, puede ser un determinante en la evolucién de la
misma. Asi, la carga de Ca y su distribucidon en la placa AE, podrian ser utilizados como
marcadores prondsticos en la asignaciéon de riesgo ateroembdlico en nuestros
pacientes.

Finalmente, uno de los objetivos de este estudio ha consistido en analizar la

relacion entre los fendmenos de calcificacién de la placa carotidea y la osteoporosis.
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Sin duda, para aclarar los complejos vinculos que los unen, son necesarios
conocimientos adicionales para comprender mejor los aspectos fisiopatoldgicos
comunes y la naturaleza de las relaciones entre los procesos de calcificacion arterial y
la pérdida Odsea. Este conocimiento serd fundamental para desarrollar nuevas
perspectivas de futuro hacia estrategias comunes de prevencién, evaluacién vy
tratamiento tanto de la osteoporosis como de la calcificacion vascular.

Este estudio posee unas limitaciones generales, relacionadas, por un lado, con la
técnica de determinacion del calcio y, por otro, con la poblacion de estudio. Respecto a
la primera, al no existir un protocolo automatizado para aislar la placa de Ca en las
imagenes de la TC, utilizamos un método semiautomdtico, con correcciones manuales
para la seleccidon de los segmentos a estudiar, por lo que esto podria representar un
sesgo de subjetividad, pero que no fue significativo a tenor de los resultados de
correlacién inter e intraobservador. Respecto a la poblacion de estudio, todos los
pacientes eran asintomaticos, y a pesar de tratarse de un estudio longitudinal, el
tiempo de seguimiento se limitd a un afo, y durante este periodo, los pacientes no
experimentaron cambios clinicos de naturaleza neuroldgica. Por este motivo, la
relacion entre la variacion del contenido de Ca en la placa y su relacién con la aparicidn
de eventos neurolégicos, uno de los objetivos planteados al inicio del estudio y
sugerida por los resultados del estudio piloto, no nos fue posible demostrarla bajo esta
perspectiva.

Por otro lado, en un estudio prospectivo como el planteado, es imposible
desvincular el efecto de los farmacos sobre la placa de ateroma y la progresion de la
calcificaciéon. Recordemos que, aungue menos del 30% de los pacientes estaban sin

tratamiento con estatinas, y tal como algunos autores apuntan, éstas pueden reducir
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la progresion de la pIaca(zgs). Asi, para poder separar completamente la influencia de
los FRCV en la evolucién de la placa y la influencia inversa de los farmacos de
prevencion secundaria, seria necesario un estudio clinico aleatorizado.

En cuanto a las limitaciones especificas para cada uno de los objetivos del estudio,
estas aparecen detalladas en los epigrafes anteriores (5.1 a 5.4).

Esta linea de investigaciéon continuard en el futuro con nuevos proyectos cuyo
desarrollo estara condicionado a la adecuacion de sus disefos y viabilidad econdmica.
El principal foco de atencidn de estos estudios estd dirigido hacia:

1. Desarrollo de algoritmos automatizados para la estimacion de la masa de Ca en

protocolos de AngioTC.

2. Busqueda de nuevos biomarcadores de calcificacion y progresion de placa AE.
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6. CONCLUSIONES

1. La medicion volumétrica de la ateromatosis carotidea supone un nuevo
concepto basado en la variacion del volumen de la bifurcacion carotidea por
efecto de la carga neta de placa. Por su precision en la detecciéon de cambios
minimos en el diametro arterial, y buena concordancia intra e interobservador,
este método puede ser de utilidad en estudios de progresion/regresion de la
placa de ateroma.

2. La identificacion y cuantificacion del calcio en la pared arterial mediante
AngioTC permite evaluar su distribucion y estimar su contenido con una
precision similar a la de su medicidon directa en muestras tisulares.

3. Los resultados de las investigaciones preliminares de este estudio sugieren que
los pacientes con estenosis moderada o severa (ECI>50%), y neurolégicamente
asintomaticos, presentan un mayor contenido de Ca que los sintomaticos con
grados similares de ECl. Ademas, su localizacion en la superficie de la placa AE
podria jugar un papel protector.

4. El perfil temporal de la evolucion de las lesiones carotideas, sugiere una
relacion causa-efecto entre su progresion y el contenido de calcio intraplaca.
Los resultados obtenidos, muestran una tendencia a la progresién de aquellas
placas con menor contenido de calcio.

5. Encontramos una tendencia independiente a la progresiva calcificacion arterial
y descalcificacion dsea. Sin embargo, los resultados sugieren una relacion

temporal directa en la evolucién del depdsito de calcio en ambas localizaciones,
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por lo que no es posible descartar que su modulacion se rija por mecanismos
similares.

Los resultados de este estudio no mostraron relacién entre el contenido de
calcio en la placa carotidea y los niveles en suero de osteopontina (OPN) vy
osteoprotegerina (OPG), aunque no es posible descartar su posible papel como
biomarcadores de riesgo de arteriosclerosis en la poblacion general.

No se observd una relacidn estadisticamente significativa entre la distribucion
de los SNPs analizados y los niveles de la OPG en los pacientes estudiados. Al
tratarse de un estudio preliminar limitado por el nimero de casos, seria

necesario corroborar los resultados obtenidos en una poblacién mas amplia.
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Anexos

8. ANEXOS

Anexo 8.1
Modelo de consentimiento informado (anverso)

INFORMACION AL PACIENTE

Titulo del estudio de investigacion

DETERMINACION DEL CONTENIDO Y DISTRIBUCION DEL CALCIO MINERAL EN LA
ATEROMATOSIS CAROTIDEA MEDIANTE ANGIO-TC: PERFIL EVOLUTIVO Y ESTIMACION
DEL RIESGO DE ACCIDENTE VASCULAR CEREBRAL

Antecedente y objetivos
La relacién entre la calcificacion de la placa de arteriosclerosis (AE) y el riesgo posterior de desarrollar
accidentes cardiovasculares ha sido sugerida en diversos estudios. Sin embargo, sus resultados, a
menudo contradictorios, se han visto limitados por la falta de un método adecuado para su deteccion y
cuantificaciéon. Solo recientemente, la angio-TC ha permitido la identificacion y caracterizacién precisa del
calcio en la placa de AE.
El objetivo principal de este estudio consiste en el desarrollo de un modelo para predecir el riesgo de
accidente vascular cerebral en funcién del contenido y distribucion del calcio en la placa de AE
carotidea.

Procedimientos
Si consiento participar en este estudio me realizaran las siguientes pruebas:
Me haran algunas preguntas relacionadas con mi historial médico y habitos de vida.
Un Angio-TC* (TAC de la regién cervical (cuello)). La exploracion dura unos 20 minutos y no es molesta ni
requiere ninguna medida complementaria salvo la inyeccién de un contraste yodado en una vena
superficial de la cara anterior del brazo.
En caso de cumplir con las condiciones del protocolo de estudio se repetiria la exploracion al cabo de 12
meses para analizar variaciones en las dimensiones de la placa de AE y su contenido de calcio.
Una densitometria ésea para valorar el grado de descalcificacion de mis huesos. Esta exploracion dura 5-
10 min., es absolutamente inocua y no requiere la administracién de contraste.
Me extraeran sangre del brazo una sola vez para hacer los analisis pertinentes. La toma de muestras de
sangre tiene dos finalidades: determinaciones de laboratorio y obtencion de DNA (material genético) para
estudiar sus caracteristicas en un futuro préximo. El material genético solo se utilizara para investigar
posibles marcadores relacionados con los procesos de calcificacion arterial y progresion de la
ateromatosis carotidea objeto de este proyecto.

Riesgos y Beneficio
En este estudio no existe intervencién. No se administraran farmacos distintos a la medicacion
habitual del paciente. Por tanto, no existen riesgos asociados ni beneficio directo por la participacion
en el estudio. Sin embargo, es posible que se obtenga informacion importante para la deteccion
precoz y/o tratamiento de mi enfermedad en el futuro.
La tomografia computerizada (TC) es un equipo que utiliza rayos X para la exploracién del paciente.
El tubo de rayos X gira alrededor del cuerpo del paciente, obteniéndose informacién desde distintos
angulos del cuerpo del paciente. La informacion se procesa en un ordenador y se obtienen imagenes
axiales (secciones) delos tejidos y 6rganos explorados.
La angiografia-TC es un examen en el que, mediante la inyecciéon de contraste intravenoso, se realiza
una exploracion con TC para valorar el flujo vascular en vasos arteriales en cualquier localizacién del
organismo. Se obtienen imagenes del sistema vascular de gran calidad, superior a los estudios con
RM o ecografia, y puede reemplazar en ocasiones a la arteriografia convencional.
La angiografia-TC puede utilizarse en el cribado de enfermedad arterial pues es segura, mas coémoda
y mejor tolerada por el paciente que la angiografia por catéter (la inyecciéon de contraste se hace en
una vena del antebrazo y no a través de un catéter en la arteria como en la segunda técnica). La
inyeccion de contraste intravenoso conlleva el riesgo de una reaccion alérgica que excepcionalmente
puede ser grave. Si usted es alérgico al contraste yodado puede realizarse la prueba tomando una
medicacion previa 24 horas antes.
El contraste yodado utilizado puede dafiar el rifion por lo que debe evitarse en pacientes con
enfermedad renal o diabetes severa. Es posible que se produzca rotura de la vena periférica utilizada
para la inyeccion del contraste, y este se acumule bajo la piel. Si nota dolor durante la inyeccién del
contraste en el punto de inyeccion, debe avisar inmediatamente al técnico. Las mujeres deben advertir
si estan o pueden estar embarazadas.
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Anexo 8.2
Modelo de consentimiento informado (reverso)

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio de investigacion

DETERMINACION DEL CONTENIDO Y DISTRIBUCION DEL CALCIO MINERAL EN LA
ATEROMATOSIS CAROTIDEA MEDIANTE ANGIO-TC: PERFIL EVOLUTIVO Y ESTIMACION DEL
RIESGO DE ACCIDENTE VASCULAR CEREBRAL

Investigador principal
Dr. Manuel Miralles Hernandez. Servicio de Cirugia Vascular del Hospital Universitario La Fe. Valencia

Confidencialidad

Le garantizamos que sus datos seran tratados con absoluta confidencialidad segun la Ley Organica
que regula la confidencialidad de los datos informatizados (Ley Organica 15/99 de 13 de diciembre
sobre protesccion de datos de caracter personal), y que seran utilizados exclusivamente con
finalidades de esta investigacion cientifica. Usted tiene derecho a pedirnos en cualquier momento que
eliminemos de los registros sus datos personales y a recibir los resultados de las exploraciones que
se le hacen. Si no quiere que se los enviemos o quiere que eliminemos los datos personales de los
registros, nos lo tendria que comunicar (puede hacerlo en cualquier momento a los teléfonos que le
indicamos mas abajo).

Preguntas

El Dr. , investigador colaborador en este estudio, ha discutido esta informacién
conmigo y se ha ofrecido a responder a mis preguntas. En caso necesario puedo contactar con un
miembro del equipo investigador en los siguientes teléfonos: 93 2483223 .

Derecho a rehusar o abandonar

Mi participacion en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar a tomar parte o
abandonar en cualquier momento sin afectar por ello mi atencion médica.

Consentimiento

Para llevar a término el proyecto que le hemos expuesto, las disposiciones legales vigentes (Ley del
Medicamento 25/1990 y real Decreto 223/2004) aconsejan que le pidamos su autorizacion.

El Sr/lLa Sra: ..o ha sido informado/a de las finalidades del presente
estudio, ha podido hacer las preguntas que considera oportunas y acepta que los investigadores del
estudio DETERMINACION DEL CONTENIDO Y DISTRIBUCION DEL CALCIO MINERAL EN LA
ATEROMATOSIS CAROTIDEA MEDIANTE ANGIO-TC: PERFIL EVOLUTIVO Y ESTIMACION DEL
RIESGO DE ACCIDENTE VASCULAR CEREBRAL conserven el material biolégico (suero) para
futuros estudios. EI material biolégico (suero) solo se utilizard para investigar posibles
marcadores relacionados con los procesos de calcificacion arterial y progresion de la
ateromatosis carotidea objeto de este proyecto.

Valenciaa, de de 200....

El interesado El investigador

El Sr/lLa Sra: ..o acepta que los investigadores del estudio
DETERMINACION DEL CONTENIDO Y DISTRIBUCION DEL CALCIO MINERAL EN LA
ATEROMATOSIS CAROTIDEA MEDIANTE ANGIO-TC: PERFIL EVOLUTIVO Y ESTIMACION DEL
RIESGO DE ACCIDENTE VASCULAR CEREBRAL conserven el material genético (DNA leucocitario)
para futuros estudios. EI material genético solo se utilizara para investigar posibles marcadores
relacionados con los procesos de calcificaciéon arterial y progresién de la ateromatosis
carotidea objeto de este proyecto.

El interesado El investigador
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Anexo 8.3
Documento de aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica del H.U. “La Fe”

26 S o022

DE SALUT

El comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario La Fé de Valencia,
reunido en su sesion de fecha 29 de agosto de 2008, acuerda APROBAR el proyecto de
investigacion titulado: Cuantificacion y caracterizacion del calcio mineral en la aieromatosis
carotidea mediante angio-TC: estimacion del riesgo de accidente vascular cerebral.
Investigador Principal Dr. M. Miralles de Angiologia y Cirugia Vasculaar.

Valencia a 29 de agosto de 2006

EL PRESIDENTE DEL COMITE ETICC DE INVESTIGACION CLINICA

Fdo Drﬁ.\M(\ntalay;aS_é CEdg:
AN ‘si;u" K e
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Anexo 8.4
Documento de aprobacion de la Comision de Investigacion Clinica del H.U. La Fe

AT )L

Comisién de Investigacion

AGENCIA =) S
VALENCIANA / LIBRE e
DE SALUT

HOSPITAL UNIVERSITARIO LA FE

D. JOSE VTE. CASTELL RIPOLL, Presidente de la Comisién de Investigacion
del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia,

INFORMA:  Que el Proyecto de Investigacion titulado: “Cuantificacion y caracterizacion del
calcio mineral en la ateromatosis carotidea mediante angio-TC: estimacion del
riesgo de accidente vascular cerebraf, que presenta el Investigador Dr.
Manuel Miralles Hernandez, del Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular
del Hospital La Fe, contiene elementos objetivos suficientes en cuanto a la
Hipdtesis, Planteamientos y Plan de Trabajo que, a juicio de esta Comision,
permiten pronunciarse positivamente en cuanto a su viabilidad.

ZIMVESTIGACION

i ~ o
siGn Parmanents

23/63/2005 !
?n"g/ﬁé cefecha (M-F-len6

214



Anexos

Anexo 8.5
Publicacién correspondiente a Estudio piloto.

Eur J Vasc Endovasc Surg 32, 561—567 (2006)

doi:10.1016/j.jvs.2006.02.019, available online at http:/ /www.sciencedirect.com on

--*" ScienceDirect

Quantification and Characterization of Carotid Calcium with
Multi-detector CT-angiography

M. Miralles," J. Merino,’ M. Busto,? X. Perich,? C. Barranco® and F. Vidal-Barraquer'

'Departments of Vascular Surgery, *Radiology, and *Pathology, Universidad Autonoma de Barcelona,
Hospital Universitario del Mar, Passeig Maritim 27-29, 08003 Barcelona, Spain

Objective. The aim of this study was to assess the accuracy of CT-angiography for identification and measurement of cal-
cification of carotid atherosclerotic plaques and to characterise the content and distribution pattern of mineral calcium
(hydroxyapatite, Ca) in carotid bifurcations and investigate its relationship with neurological symptoms.

Methods. Twenty-six patients with ICA stenosis >60% (13 symptomatic, 13 asymptomatic) were selected for study. Ca
was estimated from the weight of the ashed remnants of carotid endarterectomy (CEA) specimens in 11 patients. Calcium
content (calcification volume (mm?),CV), and average calcium density (Hounsfield units (HU),CD), were determined by
CT-angiography. The distribution pattern of calcium within the lesion (base (posterior), shoulder or luminal surface) was
assessed in all cases.

Results. CT-derived estimation of CV and Ca mass (modified Agatston Score, (nAS) = CV x CD) showed a good corre-
lation with its direct measurement in CEA specimens (r=0.911 and 0.993 respectively, p < 0,005). Asymptomatic
patients with ICA stenosis >60% showed statistically significant higher content of Ca than those who were symptomatic
(mAS: 122.6 + 138.0 HU mm® vs 42.8 + 59.1 HU mm?, p = 0.04). Calcification on the surface of the plaque was observed
more commonly in asymptomatic patients (9/12 vs 3/15, p = 0.006). Non-calcified or plaques with posterior calcification
were 12 times more likely to be symptomatic (OR: 12, 95%CI 1.5—91.1, p = 0.021).

Conclusions. CT-angiography permits the reliable quantification of calcification of carotid plaques. A lower content of
calcium in carotid plaques, as well as its distribution in the base of the lesion, was associated with a greater prevalence

of neurological symptoms. These parameters may be useful to identify those patients at higher risk of stroke.

Keywords: Carotid; Calcification; Risk factors; Stroke; Computed tomography.

Introduction

A relationship between calcification of the atheroscle-
rotic plaque and the subsequent risk of developing
cardiovascular events has been suggested in several
studies.”? However, the lack of a reliable method for
in vivo detecting and quantifying calcium in the arte-
rial wall has precluded evaluation of calcium content
in cross-sectional and follow-up studies. Calcification
of atherosclerotic plaques has been considered to be
a major drawback for imaging carotid artery, being re-
sponsible for the posterior shadowing in duplex scan-
ning and artifacts that preclude correct interpretation
of standard angiograms. Calcification is not resolved
on magnetic resonance imaging (MRI). Only recently,

*Corresponding author. Manuel Miralles, PhD, C/Cronista Carreres
13; pta 25, 46003 Valencia, Spain.
E-mail address: mirallesm@telefonica.net

1078-5884/000561 + 07 $35.00/0 © 2006 Published by Elsevier Ltd.

electron-beam computed tomography (EBCT) and
multi-detector computed tomography (MDCT)) have
permitted the accurate identification and measure-
ment of mineral calcium (hydroxyapatite, Ca) in ath-
erosclerotic plaques.

Several scoring systems have been suggested for
CT-based estimation of calcification from serial sections
(Agatston score), or based on 3D volumetric recon-
structions with multiple detectors or helical CT. The ac-
curacy of these scoring methods and their relationship
with the subsequent risk of developing coronary is-
chaemic events has been assessed.>* However, there
is less information about reliability and predictive
value of assessing the risk of stroke associated with ath-
erosclerotic lesions of the extracranial carotid artery.

The aim of this study of carotid arteries was: (i) To
assess the accuracy of CT-angiography to identify and
measure calcification of atherosclerotic plaques; (ii) To
characterise the content and distribution pattern of
calcification at the carotid bifurcation and investigate
its relationship with neurological symptoms.
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Anexo 8.6
Publicacién correspondiente al Objetivo 2.2.1.1

ELSEVIE CrossMark

Volumetric Assessment of the Carotid
Bifurcation: An Alternative Concept to
Stenosis Grading

Manuel Miralles,” Manel Arrébola,’ Sara Bruguer,” Aida Lago,” and Rail Lara,’ Valencia,
Spain

Background: To design a volumetric method for the assessment of carotid atheromatosis (CA)
based on computed tomography (CT) angiography and three-dimensional (3D) reconstructions;
to analyze the accuracy and optimal threshold values to differentiate between equivalent
degrees of severity by duplex scanning and CT angiography (two-dimensional maximum inten-
sity projection [2D MIP]; internal carotid artery stenosis [ICS] <50%; ICS >50%); and to assess
the method’s suitability to detect progression of CA.

Methods: Design: suitability and accuracy of a new diagnostic method. Population: 90 carotid bifur-
cations (45 patients) were assessed with duplex scanning and CT angiography, and reevaluated after
12 + 2 months follow-up. Determinations: Assessment of internal carotid artery (ICA) stenosis degree
with duplex scanning and 2D MIP CT angiography projections. Volumetric assessment of carotid
bifurcation by CT angiography (contrast volume [mm?®] and density [Hounsfield units, H.U.] between
2-cm below and 1-cm above the anatomic bifurcation of the carotid artery [BifV], and its ratio with 1-cm
segment of the common carotid artery [CCV)). Statistical analysis: descriptive statistics; intraobserver
and interobserver agreement (Bland—Altman plot and intraclass correlation coefficient [ICC], accu-
racy of 3D volumetry and duplex scanning as referred to MIP 2D CT angiography as gold standard:
sensitivity (Sens), specificity (Sp), kappa index, and receiver operating characteristic curves (ROCs).
Results: Estimation of MIP 2D images (CT angiography) confirmed the findings of duplex scanning
in 23 of 30 ICS <50% and 48 of 53 ICS >50% (Sens, 0.91; Sp, 0.77% kappa = 0.68). Three-
dimensional volumetric assessment of carotid bifurcation showed an intraobserver and interobserver
agreement with an ICC of 0.96 (95% confidence interval [Cl], 0.904—0.985) and 0.94 (95% ClI, 0.822—
0.977), respectively. The BifV-to-CCV ratio was 5.2 + 1.8 in the ICS <50% group versus 3.8 + 1.3in
the ICS >50% group (P = 0.001). The optimal cutoff point of the BifV-to-CCV relationship was iden-
tified from the ROC curve in 4.1 (Sens, 0.75; Sp, 0.75; kappa, 0.46). At 12 months, a decrease of the
average BifV with regard to the baseline value (475.45 [155.6] mm® x H.U. vs. 501.3[171.9] mm® x
H.U.; P = 0.04) was observed. CA progression was detected in 32 bifurcations (14 ICS <50%; 18
ICS> 50%), with a reduced bifurcation volume of 137.8 (71.4) mm?® x H.U.; P < 0.001.
Conclusions: Volumetric assessment of carotid bifurcation is a new concept based on assess-
ing plaque burden rather than its hemodynamic effect or maximum stenosis; thus, justifying its
moderate accuracy with regard to ICS conventional ICA grading based on biplanar images. This
method can be especially useful in plaque progression studies given its accuracy to detect minor
changes in the arterial lumen.

Correspondence to: Manuel Miralles, PhD, Unidad de Angiologia y
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