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Resum

L'ateroesclerosi causa el 20% dels ictus isquémics, essent les plaques d'ateroma de
l'artéria carotida interna les que més freqiientment es veuen implicades en la génesi de
l'ictus. L'elevat risc de recurréncia d'aquest tipus d'ictus justifica valorar en cada cas la
necessitat d'un tractament de revascularitzacié de la carotida, per eliminar o excloure
aquestes plaques de la circulacio. Actualment aquesta decisio es fa tenint en compte el
grau d'estenosi de les plaques, que és 1"inic marcador de risc de recurréncia validat en
assaigs clinics. No obstant, el grau d'estenosi per si sol no és suficient per prendre
decisions en algunes situacions cliniques relativament freqiients. Per aquest motiu és
necessari l'estudi de nous marcadors de vulnerabilitat de les plaques carotidies que
ajudin a millorar la seleccid6 de pacients que es beneficien dels tractaments de

revascularitzacio.

En aquesta tesi presentem els resultats d'un estudi de cohorts prospectiu de pacients amb
ictus isqueémic i ateroesclerosi carotidia en el que s'ha estudiat el valor prondstic de dos
potencials nous marcadors de vulnerabilitat: la Tomografia per Emissiéo de Positrons
(PET) amb Fluorodesoxiglucosa 18F (**FDG), que permet mesurar la inflamacié de les
plaques d'ateroma, i el daplex amb contrast, que permet la deteccid de

neovascularitzacio a l'interior de les plaques.

En aquest estudi hem inclos 99 pacients i els hem seguit durant una mitjana de 12,7
mesos registrant un total de 16 recurréncies durant el seguiment, a més de vuit pacients
que havien presentat simptomes abans de 1’ingrés (recurréncies preévies). Hem observat
que tant la inflamacié de les plaques mesurada mitjangant PET (HR de tenir una
recurréncia durant el seguiment per cada increment de 1g/ml de SUV=4,57 IC 95%

1,49-13,96, p=0,008) com la neovascularitzaci6 detectada mitjangant duplex amb
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contrast (HR de presentar una recurréncia si la placa presenta neovascularitzacid
difusa=6,54 1C 95% 1,66-26,01, p=0,007), s'associen amb el risc de recurréncia d'ictus
isqueémic. Aquesta associacio €s independent del grau d'estenosi i d'altres factors de risc
vascular coneguts. A més, en el cas de la PET, els resultats del nostre estudi s’han
replicat en dues cohorts internacionals diferents i independents, i s’ha fet una analisi
conjunta. Finalment, hem creat i validat una escala de risc de recurréncia (SCAIL score)
que per primera vegada integra la informaci6 derivada del grau d'estenosi i de la
inflamaci6 mesurada amb PET. La puntuacié d’aquesta escala varia entre el O i el 5 i
hem observat que puntuacions de baix risc (0, 1) s’associen amb un risc de recurréncia
del 0% (IC 95% 0-18,5%), mentre que puntuacions d’alt risc (4, 5) s’associen amb un

risc de recurréncia del 51,9% (IC 95% 32,0-71,3%).

En definitiva, els resultats d’aquesta tesi mostren nous marcadors de vulnerabilitat de
’ateroesclerosi carotidia que aporten informacié complementaria al grau d’estenosi, i
que en un futur es podrien utilitzar a la practica clinica per seleccionar millor els

pacients candidats a tractaments de revascularitzaci6 de la carotida.
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Summary

Atherosclerosis is responsible for approximately 20% of all ischemic strokes, being
plaques from the internal carotid artery (ICA) the most frequently involved in stroke
pathogenesis. Atherosclerosis-related strokes present high risk of recurrence and thus,
revascularization therapies of the ICA should be considered in the setting of this stroke
subtype. Currently, the decision of performing a revascularization therapy depends
solely on the degree of stenosis of the carotid plaque, which is the only marker of risk of
recurrence validated on clinical trials. However, the degree of stenosis alone, is not
sufficient to decide on the best treatment in some frequent clinical situations. Therefore,
there is a need for new biomarkers of carotid plaque vulnerability, which may help

identifying patients who benefit from carotid revascularization.

In this doctoral thesis, we present the results of a propective cohort study of patients
with a recent ischemic stroke and carotid atherosclerosis, in whom we tested the
prognostic value of two new vulnerability biomarkers: inflammation of the plaques
measured with 18F-Fluorodeoxyglucose Positron-Emission Tomography (**FDG-PET),

and neovascularization detected with Contrast-Enhanced Ultrasound (CEUS).

We included 99 patients and we followed them during a mean of 12,7 months. We
registered 16 stroke recurrences during the follow-up and eight patients had presented
symptoms before admission (pre-hospitalization recurrences). We observed that both
markers, inflammation measured with 'SFDG-PET (HR for stroke recurrence for 1g/ml
increase in the SUV of the plaque=4,57 CI 95% 1,49-13,96, p=0,008) and
neovascularization assessed with CEUS (HR for stroke recurrence if the plaque presents
diffuse neovascularization=6,54 CI 95% 1,66-26,01, p=0,007), are associated with the

early risk of stroke recurrence. This association is independent from the degree of
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stenosis and other known vascular risk factors. In addition, we replicated the prognostic
value of the carotid PET in two international independent cohorts and we performed a
pooled analysis of the three studies. Finally, we have created and validated the first
stroke risk score (SCAIL score) that gathers the information derived from the PET and
the degree of stenosis. This score ranges from 0 to 5 and we observed that low-risk
scores (0, 1) were associated with a risk of stroke recurrence of 0% (CI 95% 0-18,5%),

while high-risk scores predicted a risk of reccurrence of 51,9% (CI 95% 32,0-71,3%).

In conclusion, the results presented in this doctoral thesis demonstrate new markers of
carotid plaque vulnerability which add complementary information to the degree of
stenosis. This information might be used in the near future to better select patients who

can benefit from carotid revascularization.
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1.1. Definicio i impacte de [’ictus isquemic

L’ictus isquémic és una malaltia vascular provocada per una alteracié transitoria o
definitiva de la circulacid cerebral que t€ com a conseqiiéncia la disfuncié d’una o
diverses arees del cervell. Aquesta disfuncid pot arribar a ser irreversible i deixar
seqiieles si no es restaura la circulacié cerebral normal de forma precog i eficag (1). A
més, el risc de recurréncia és elevat i1 per tant, després d’un primer ictus isquémic, és

crucial I’aplicacio de diverses mesures de prevencié secundaria per evitar nous episodis

(2).

Actualment D’ictus isquémic suposa el 80% de tots els ictus, sent la primera causa
d’hospitalitzacié de tipus neurologic i la primera causa de discapacitat en els paisos
desenvolupats (3). S’estima que la incidéncia a Espanya es troba entre 150 i 250 casos
per 100.000 habitants/any. Aquestes xifres es multipliquen per 10 en poblacions majors
de 75 anys 1 tenen un gran impacte socioeconomic (4). Per tot plegat, la investigacid en

el camp de I’ictus isquémic és una prioritat.

1.2. Ateroesclerosi carotidia i ictus isquemic

L’ateroesclerosi és una malaltia sistémica que afecta a les artéries de mitja i gran calibre
1 que es caracteritza principalment pel diposit de lipids a la paret arterial. Aquest diposit
provoca una reacci6 inflamatoria que condueix al reclutament de cel-lules inflamatories,

principalment macrofags, i a la multiplicacié de cél-lules musculars llises i fibroblasts.
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Aquest fenomen condueix a un estretament focal del vas afectat que es coneix amb el

nom de placa d’ateroma (5) (Figura 1).

Figura 1: Representacio d'un vas sanguini en el qual s'aprecia un estretament focal
(placa d'ateroma) ocasionat per l'acumulacié de lipids i cel-lules inflamatories, aixi com

per la proliferacio de cél-lules musculars llises i fibroblasts a la paret del vas.

Les artéries més freqlientment afectades son 1’aorta, les coronaries, les carotides i les
arteries de les extremitats inferiors. Les plaques d’ateroma poden causar problemes de
circulacio per la progressiva obstruccié de la llum del vas i/o per la seva ruptura. La
ruptura d’una placa d’ateroma condueix a 1’agregaci6 plaquetaria i a I’activacié de la
cascada de la coagulacid. La formaci6 de trombe a la superficie de la placa pot provocar
una obstruccié greu o fins i tot completa del vas i/o pot provocar un embolisme distal

causant en ultima instancia la isquémia del teixit depenent de 1’artéria afectada (6).

L’ateroesclerosi representa actualment la primera causa de mort als paisos
desenvolupats i1 és una de les principals causes d’ictus isquémic (7). L’ictus isquémic
relacionat amb les plaques d’ateroma s’anomena ictus isquémic aterotrombotic.

L’ateroesclerosi pot afectar tant les arteries de la circulacio cerebral extracranial (aorta,
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cardtides i/o vertebrals) com de la circulacié intracranial, sent les plaques de les artéries
carotides les que més freqiientment causen ictus. Es calcula que les plaques de I’artéria

cardtida interna son la causa d’aproximadament el 15% del total d’ictus isqueémics (8).

Quan una placa d’ateroma es considera la causa d’un ictus isquémic es classifica com a
simptomatica, mentre que quan es diagnostica de forma casual i no hi ha antecedents
d’ictus, aquesta es defineix com a asimptomatica. Aquesta diferenciacid té especial
rellevancia a l'hora d'aplicar les mesures de prevencido farmacologiques i no
farmacologiques que comentarem més endavant i que varien segons si hi ha hagut

antecedent d'ictus isquémic recent (menys de sis mesos) (2) o no (9).

A la practica clinica s’utilitzen diverses classificacions etioldogiques que defineixen
I’ictus isquémic aterotrombotic i que permeten classificar amb diferents graus de certesa
si les plaques d'ateroma son simptomatiques o no. Aquestes classificacions es basen
sobretot en el grau d’estretament focal que provoquen les plaques d'ateroma, anomenat

grau d'estenosi. Dues de les més utilitzades es presenten a continuacio:

1. Criteris TOAST (7) (es considera que una placa ¢és probablement simptomatica
si compleix els tres criteris o possible en cas contrari):
a. Clinica neurologica atribuida a disfunci6 cerebral cortical.
b. Presencia d’infart cerebral de >1,5 cm de diametre a la Tomografia
Computeritzada (TC) o a la Ressonancia Magnética (RM).
c. Estenosi >50% de la artéria carotida interna extracranial
2. Criteris ASCOD (10):
Causa probable d’ictus
a. Estenosi per placa d'ateroma entre el 50-99% d’una artéria extra o

intracranial irrigant I’area cerebral afectada per I’ictus.
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b. Estenosi per placa d'ateroma <50% d’una artéria extra o intracranial
irrigant I’area cerebral afectada per I’ictus amb un trombe intraluminal
adherit.

c. Trombe mobil a I’arc aortic.

d. Oclusi6 vascular associada a una placa aterosclerotica.

Causa possible d’ictus

a. Estenosi per placa d'ateroma entre el 30-50% d’una artéria extra o
intracranial irrigant I’area cerebral afectada per I’ictus.

b. Placa aortica >4mm sense component mobil.

Causa poc probable d’ictus

a. Preséncia de plaques d'ateroma a les artéries carotides i/o vertebrals que
condicionen una estenosis <30%.

b. Placa aortica <4mm.

c. Preséncia de plaques d'ateroma en arteries d’altres territoris.

d. Historia de cardiopatia isqueémica i/o vasculopatia periferica.

e. Estenosi unilateral o bilateral per plaques d'ateroma entre el 50-99% amb
presencia de lesions isquémiques agudes bihemisfériques a la seqiliéncia

Diffusion Weighting Imaging (DWI) de la RM cerebral.
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1.3. Tractament de [’ictus isquemic aterotrombotic associat a plaques

d'ateroma carotidies

La prevenci6 primaria i el tractament en fase aguda de I’ictus isquémic aterotrombotic
associat a plaques d’ateroma de I’artéria cardtida interna no difereix substancialment
d’altres subtipus d’ictus (11). Per contra, la prevencio secundaria si que varia i planteja

dos enfocs terapéutics diferents que sovint sobn complementaris:

o El tractament meédic i el control de factors de risc vascular:

Les mesures de prevencid secundaria que s’apliquen després d’un ictus isqueémic
aterotrombotic s’assemblen a les d’altres malalties vasculars provocades per
I’ateroesclerosi, com per exemple la cardiopatia isquémica. Aquestes mesures de

prevenci6 inclouen tractaments farmacologics 1 no farmacologics.

- Tractament antiagregant: donada 1’elevada freqiiencia de recurréncies, les guies de
maneig de ’ictus isquémic recomanen 1’inici de tractament antiagregant el més aviat
possible després d’un ictus isquémic aterotrombotic (2). Diferents assaigs clinics
han demostrat 1’eficacia de 1’acid acetil-salicilic (AAS), el clopidogrel, la
combinacio dels dos durant els primers dies i la combinacié d’AAS i dipiridamol en
la prevencidé secundaria de D’ictus isquémic no cardioembolic, incloent I’ictus
aterotrombotic (12).

- Tractament hipolipemiant amb estatines: a part del tractament antiagregant, 1’estudi
SPARCL (Stroke Prevention by Aggressive Reduction in Cholesterol Levels) va
demostrar 1’eficacia de 1’atorvastatina 80 mg/dia en la reducci6 del risc de

recurréncia d’ictus i d’altres sindromes vasculars en persones que havien patit un
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ictus isquémic no cardioembolic (13,14). La reduccid del risc absolut d’ictus va ser
relativament petita (NNT 112-143 per any de tractament), perd tot i aixi va
demostrar ser independent a altres factors de risc coneguts i per aquest motiu, les
guies de prevencié secundaria de 1’ictus recomanen iniciar tractament amb una
estatina, preferentment atorvastatina, a totes les persones que han patit un ictus
isquémic no cardioembolic, incloent l'aterotrombotic. Fins ara l'objectiu del
tractament hipolipemiant amb estatines després d'un ictus isquémic era aconseguir
uns nivells plasmatics de LDL<100mg/dl. No obstant, la recent publicacié d'un
assaig clinic demostrant que mantenir els nivells de LDL <70mg/dl és encara més
eficag a I'hora de prevenir sindromes vasculars després d'un ictus isquémic, ha fet
replantejar aquest objectiu i és probable que faci canviar les recomanacions de les
guies de prevencid properament (15).

Estil de vida: paral-lelament al tractament farmacologic, adoptar algunes mesures no
farmacologiques després d'un ictus com abandonar el tabac, perdre pes, fer exercici
fisic regularment adaptat a les capacitats de cadascu o seguir una dieta mediterrania
han demostrat ser eficaces en la prevencio de les malalties vasculars relacionades
amb l'ateroesclerosi (16). De fet, en un assaig clinic de prevenci6 d'ictus isquémic en
pacients que tenien una estenosi ateromatosa intracranial, l'exercici fisic regular va
ser una de les variables que més fortament es van associar al risc de noves
sindromes vasculars en sentit protector (17,18). Per tot plegat, en els ultims anys,
s'esta donant molta importancia al concepte de Maneig Médic Intensiu (MMI) en el
camp de les malalties vasculars i en concret en el maneig de l'ateroesclerosi
carotidia (19). El concepte de MMI agrupa tant les mesures farmacologiques com no

farmacologiques que s'utilitzen en la prevencio6 de les malalties vasculars, i a més, fa

26



emfasi en la necessitat de fer un seguiment estret dels factors de risc dels pacients

per assegurar-ne el bon control.

Malgrat el tractament medic, I’ictus isquémic aterotrombotic €s un dels subtipus d’ictus
amb més risc de recurréncia i un ter¢ dels pacients presenten noves lesions isquémiques
a la RM cerebral al cap d’un mes, malgrat estar amb el tractament adequat (20). Per
aixo, cal valorar sempre el possible benefici de tractaments de revascularitzacié de la

carotida combinats amb el MMI en els pacients de major risc de recurréncia.

o FEltractament de revascularitzacio:

El terme revascularitzacio fa referéncia a les intervencions que es poden fer sobre les
plaques d’ateroma per tal d’eliminar-les o excloure-les de la circulacid. Existeixen
principalment dues técniques que permeten la revascularitzacié de I’artéria carotida
interna: l'endoarteriectomia carotidia (cirurgia vascular) i D’exclusio de la placa
mitjancant la col-locaci6 d’un stent carotidi (radiologia intervencionista) (Figura 2).
Ambdues técniques han demostrat ser segures i eficaces en la prevencié de futures
recurréncies d’ictus isquémic (21). No obstant, no soén técniques exemptes d’efectes
secundaris i el benefici no és homogeni per a tots els pacients (22,23). Per aquest motiu,
seleccionar bé els pacients amb major risc de recurréncia malgrat el tractament medic és

clau a I’hora de decidir quins son tributaris a aquests tractaments (8).
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Figura 2: Exemple d'un tractament de revascularitzacié de l'artéria carotida interna

dreta mitjancant la col-locacid d'un stent extracranial. A la imatge de l'esquerra (A) es
pot observar mitjancant arteriografia l'obstruccié del vas provocada per la placa
d'ateroma (fletxa vermella). A la imatge de la dreta s'observa la resolucié de l'obstruccio

després de la col-locaci6 d'un stent (B).

1.4. Risc de recurrencia i seleccio de pacients candidats a tractament

de revascularitzacio carotidia

El risc de recurréncia després d’haver patit un ictus isquémic no és homogeni per a tots
els pacients que presenten plaques d’ateroma carotidies. Aix0 ¢€és degut a que
I’ateroesclerosi és un procés dinamic que passa per diferents fases, no totes les plaques

son iguals 1 la seva composicid esta estretament relacionada amb el risc de progressio i
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ruptura (24). Alguns fenomens que poden océrrer a D’interior de la placa com
I’aprimament de la capa fibrosa, la inflamacié o 1’hemorragia dins la placa s’han
relacionat amb una major inestabilitat i1 risc de ruptura (25). Precisament, per definir
aquesta inestabilitat que presenten algunes plaques a la literatura sovint s’utilitza el

terme vulnerabilitat.

Després d’un ictus isquémic podem trobar-nos pacients amb plaques d’ateroma més
vulnerables que clarament son la causa de I’ictus i que tenen un alt risc de recurréncia, i
pacients amb plaques menys vulnerables que plantegen dubtes sobre la seva implicacid
en el mecanisme de ’ictus i/o la sospita de futures recurréncies és menor. Per aquest
motiu, ’estudi diagnostic que es fa després d’un ictus isquémic no va orientat només a
detectar les plaques d’ateroma, sind també a caracteritzar-les i definir el seu grau de
vulnerabilitat (26). Les caracteristiques que defineixen les plaques com a
simptomatiques i que pronostiquen el risc de recurréncia s’anomenen marcadors de

vulnerabilitat (27).

A T’actualitat, el marcador de vulnerabilitat que s’utilitza de rutina per definir una placa
com a simptomatica i estratificar el risc de recurréncia és el grau d’estenosi. La
gradaci6 de ’estenosi que provoca una placa d'ateroma carotidia es pot fer per criteris
hemodinamics mitjangant diplex (28) o per criteris radiologics mitjancant angiografia

de contrast ja sigui amb TC, RM o arteriografia (29) (Figura 3).
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Figura 3: A l'esquerra de la imatge s'observa un exemple de I'estudi d'una placa
d'ateroma de l'artéria carotida interna mitjangant daplex. El grau d'estenosi s'estima a
partir de l'acceleracio que presenta la sang en passar a través de 1'obstruccid. A la dreta
de la imatge es pot observar una placa d'ateroma de l'artéria carotida comu estudiada
mitjancant angio-TC. En aquest cas el grau d'estenosi s'estima a partir de criteris
morfologics. El més utilitzat és el criteri NASCET (29), que consisteix en dividir la
diferéncia entre el diametre de l'artéria en el punt distal just després de la placa
(distancia A) 1 el punt de maxima obstruccio (distancia B) i dividir-lo pel diametre de

l'arteria (distancia A).

Dos grans assaigs clinics publicats durant la década dels 90 van demostrar 1’eficacia del
tractament de revascularitzacid carotidia basant-se en el grau d’estenosi (30,31). Per
aquest motiu, actualment, la indicaci6 de tractament de revascularitzacio segons les

guies oficials es basa gairebé exclusivament en aquest marcador de vulnerabilitat (2):
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- Esrecomana el tractament de revascularitzacié mitjangant endoarteriectomia o stent
a tots els pacients que han tingut un ictus isquémic en els ultims 6 mesos i que
presenten una estenosi carotidia entre el 70 1 el 99%.

- Es recomana tamb¢ el tractament de revascularitzacié mitjangant endoarteriectomia
o stent als pacients que han tingut un ictus isquémic en els ultims 6 mesos i que
presenten una estenosi carotidia entre el 50 i el 69% tenint en compte factors com
I’edat, el geénere i/0 les comorbiditats (existeixen algunes controvérsies en aquest
subgrup).

- No es recomana el tractament de revascularitzacid mitjancant endoarteriectomia o

stent als pacients que presenten una estenosi <50%.

1.5. Situacions cliniques controvertides

El grau d’estenosi és un marcador de vulnerabilitat valid en molts casos per decidir
quins pacients amb ictus son candidats a tractament de revascularitzaci6 de la carotida.
No obstant, els assaigs clinics van deixar algunes preguntes sense resoldre i actualment
el grau d’estenosi de forma aillada no és suficient per decidir sobre quin és el millor
tractament en algunes situacions cliniques relativament freqiients com per exemple en
dones amb estenosis entre el 50 i el 69% o pacients amb embolismes de l'artéria central
de la retina, grups escassament representats en els assaigs (22). A més, el nimero
necessari a tractar (NNT) per evitar una recurréncia als cinc anys després dun
tractament de revascularitzacid és relativament alt en alguns subgrups com per exemple

en pacients menors de 65 anys (NNT=18), dones amb estenosis >50% (NNT=36) o
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pacients que no han presentat recurréncies i no han estat tractats durant els primers 15

dies (NNT=125) (23).

Tampoc queda clar quina és la millor actitud terapcutica a seguir davant de pacients
amb plaques d’ateroma carotidies asimptomatiques. Malgrat dos assaigs clinics van
estudiar el benefici de la endoarteriectomia en estenosis asimptomatiques en comparaciod
al tractament medic, el benefici observat en estenosis >60% era més modest que en el
cas de les simptomatiques i només per a pacient menors de 75 anys (32,33). A més a
més, s’ha posat en dubte si els resultats d’aquests assaigs segueixen sent valids
actualment amb la milloria dels tractaments médics. Per exemple, en un estudi
poblacional contemporani on es seguien pacients amb estenosis asimptomatiques >50%
que estaven prenent tractament medic com a prevencié d’un ictus previ contralateral,
van detectar un risc d’ictus anual de només el 0,34% (34). Per aixd algunes guies
recomanen individualitzar els casos quan es tracta d’estenosis asimptomatiques, pero
sense especificar quins marcadors de vulnerabilitat cal utilitzar més enlla del grau

d'estenosi (35).

També és conegut que algunes plaques d’ateroma carotidies que condicionen estenosis
<50% poden ser simptomatiques (36). De fet, el recent fracas de dos assaigs clinics que
comparaven |’1s d’antiagregants amb 1’Gs d’anticoagulants orals directes en la
prevencid de I’ictus isquémic embolic de causa indeterminada (en anglés ESUS), i en
els quals els pacients podien entrar si tenien estenosis <50%, ha fet reflexionar sobre si
part del fracas és atribuible a que algunes d’aquestes plaques eren simptomatiques (37).
De fet, en una analisi dels pacients inclosos en un d’aquests assaigs es va veure que la
freqliencia de plaques d’ateroma a 1’artéria carotida interna era molt més freqiient en el
costat ipsilateral a 1’ictus que no pas en el contralateral, suggerint el rol etiologic que

podrien tenir algunes d’aquestes lesions (38). Malgrat aquesta evidéncia, les principals
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classificacions etiologiques de l'ictus, centrades en el grau d'estenosi, no contemplen
aquesta situacio, 1 identificar quines plaques amb estenosi no significativa <50% son

realment simptomatiques és un repte diagnostic actualment no resolt.

Finalment, a la practica clinica, és habitual que en context d'un ictus isqueémic
coexisteixin dues possibles causes en un mateix pacient, com per exemple una estenosi
carotidia i una fibril-laci6 auricular. En aquests casos, les classificacions etiologiques de
l'ictus no permeten establir amb certesa quina és la causa responsable de l'ictus 1 per

tant, quines mesures de prevencio secundaria aplicar, pot ser controvertit.

1.6. Marcadors de vulnerabilitat de l'ateroesclerosi carotidia: més

enlla del grau d'estenosi

Tots els exemples comentats anteriorment tenen en comu que el grau d'estenosi, per si
sol, no ¢és suficient per a classificar les plaques carotidies com a simptomatiques i/0
identificar els pacients que es beneficiarien d'un tractament de revascularitzaci6. Son
casos en que cal individualitzar i valorar bé els beneficis i els riscos de sotmetre el
pacient a un procediment invasiu. Per aquest motiu, en els darrers anys s'han proposat
alguns marcadors de vulnerabilitat complementaris al grau d'estenosi per tal d'identificar
aquelles plaques més vulnerables que presenten un elevat risc de provocar un ictus.

Alguns exemples d'aquests marcadors amb més evidéncia acumulada son:

e Deteccié de microembolies: aquesta técnica es basa en el monitoratge continu
per Doppler de l'artéria cerebral mitja (ACM) ipsilateral al costat de la placa

d'ateroma carotidia amb la finalitat de detectar microembolies. Les plaques
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vulnerables presenten petites ruptures a la seva superficie que poden provocar
petites embolies generalment asimptomatiques pel pacient. Aquestes
microembolies es poden detectar mitjangant ultrasonografia com a senyals curtes
i transitories d'alta intensitat que se superposen a l'ona Doppler. Spencer i
col-laboradors van descriure que la preséncia de >2 microembolies en una hora
de registre s'associava amb un increment molt significatiu del risc d'ictus a l'any
de seguiment en pacients amb estenosis asimptomatiques (15,6% vs 1,0%,
respectivament; p<0,001) (39). El mateix grup va descriure uns anys més tard
que amb la milloria dels tractaments medics, el risc de detectar microembolies es
reduia significativament (12,6% abans del 2003 vs 3,7% després del 2003;
p<0,001) (19). Malgrat aquesta reduccid, un estudi multicentric internacional va
confirmar 1'associacié entre la deteccid6 de microembolies en el context d'una
estenosi asimptomatica i el risc d'ictus isquémic durant el seguiment (HR = 5.57;
IC 1,61-19,32; p=0,007) (40). Tot i aquesta evideéncia, la detecci6 de
microembolies presenta alguns inconvenients a 1'hora d'aplicar-se a la practica
clinica habitual. Un dels més important és el temps que suposa la realitzaci6 de
la prova: en aquest ultim estudi es realitzaven dos registres d'una hora separats
per una setmana. De la mateixa manera, és una técnica operador depenent molt
sensible a artefactes de moviment que requereix una estreta col-laboracié del
pacient. A més, l'evidéncia publicada es centra sobretot en estenosis
asimptomatiques, pero el seu paper en altres situacions cliniques controvertides
com les comentades en 1'apartat anterior esta poc establert.

Ecogenicitat de les plaques d'ateroma: l'aspecte hipoecoic de les plaques
d'ateroma estudiades mitjancant duplex, s'associa amb un major contingut

lipidic, inflamatori i en algunes ocasions hemorragic de la lesio aterosclerotica
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(veure Figura 4). Una important meta-analisi va demostrar l'associacié entre
l'aspecte hipoecoic de les plaques d'ateroma carotidies i el risc d'ictus isqueémic
durant el seguiment (41). A més, es va observar que la combinacié de placa
hipoecoica i deteccid6 de microembolies al Doppler augmentava molt
significativament el risc d'ictus (HR = 10,61; IC 95% 2,98-37,82; p<0,001) (40).
No obstant, hi ha escassa evidéncia del valor predictiu d'aquest marcador en
altres situacions controvertides com en estenosis <50%. A més, la valoraci6é de
la hipoecoicitat es pot veure limitada per la preséncia d'ombres calciques i hi ha
escassa evidencia de com la milloria dels tractaments meédics 1 el MMI poden

haver influit en el riscs préviament reportats a la literatura.

— e — t——— — - —
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Figura 4: Exemple d'una placa d'ateroma de 1'artéria carotida interna predominantment
hipoecoica. Alguns programes informatics permeten analitzar I'escala de grisos a

l'interior de la placa mostrant la seva distribuci6 en un histograma (dreta de la imatge).
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Marcadors de vulnerabilitat evidenciats per RM: en els ultims anys s'ha vist
que la RM d'alta resolucidé centrada a la placa d'ateroma carotidia és capag
d'identificar alguns fenomens que clarament estan associats amb el risc de
ruptura. Una meta-analisi incloent nou estudis amb 779 pacients va demostrar
que I'hemorragia dins de la placa, la necrosi del centre lipidic i I'aprimament de
la capa fibrosa vistos per RM, estaven associats amb el risc d'ictus isqueémic
(42). Aquests resultats prometedors, perd, es veuen limitats per la propia
naturalesa de la prova. La disponibilitat de la RM d'alta resolucié és escassa, la
interpretacié és complicada, el temps de realitzacid6 és molt prolongat i la
sensibilitat als artefactes és molt alta si el pacient no col-labora.

Reserva Hemodinamica Cerebral (RHC): en casos en qué¢ existeix una
reduccio del flux sanguini cerebral degut a una estenosi critica i progressiva de
la cardtida, existeix un risc afegit d'ictus isqueémic per un mecanisme diferent al
que hem estat parlant fins ara. La reduccio del flux pot acabar provocant dany
isqueémic per hipoperfusi6é i no per embolisme arterio-arterial des de la placa.
Aquest tipus d'ictus s'anomena hemodinamic. En condicions normals, les
arterioles cerebrals son capaces d'adaptar-se a reduccions del flux carotidi
mitjancant un estimul vasodilatador (43). Aquest fenomen s'anomena RHC. No
obstant, en alguns pacient aquesta capacitat d'adaptar-se disminueix amb la
progressiva reducci6 del flux i1 poden acabar patint ictus isqueémics
hemodinamics en context, per exemple, d'una hipotensié arterial. L'esgotament
de la RHC es pot estudiar mitjangant diferents técniques com per exemple el test
de l'apnea (44) o el test de l'acetazolamida (45). L'esgotament de la RHC en
context d'estenosis critiques s'ha associat amb un increment del risc de patir ictus

isquémic en estenosis asimptomatiques (OR per una RHC <10% = 3,96; IC 95%
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2,60-6,04) (46). No obstant, malgrat aquesta evidéncia, aquest marcador de risc
d'ictus només és util per pronosticar ictus de mecanisme hemodinamic en
context d'estenosis critiques, perd no és aplicable a altres situacions cliniques
controvertides com les que hem comentat anteriorment, ni permet pronosticar el

risc de ruptura d'una placa.

En definitiva, malgrat en els ultims anys s'han proposat alguns marcadors de
vulnerabilitat de l'ateroesclerosi carotidia complementaris al grau d'estenosi (47),
aquests presenten importants limitacions que fan dificil la seva utilitzaci6 a la practica
clinica habitual: o bé perqué només serveixen per situacions molt concretes (com el cas
de l'esgotament de la RHC), o bé perque requereixen molt de temps, expertesa i
col-laboraci6 del pacient (com el cas de la RM de placa), o bé perque l'evidéncia
acumulada sobre la seva utilitat pronodstica esta basada principalment en estudis antics
que no reflecteixen adequadament la milloria en la prevencio dels tractaments medics

actuals 1 del MMI (com el cas de la deteccié de microembolies).

Per tot plegat, una de les prioritats en el camp de la prevencio de I’ictus isquémic, és
continuar estudiant nous marcadors complementaris al grau d’estenosi que permetin
identificar 1 estudiar millor la vulnerabilitat de les plaques d’ateroma carotidies.
D’aquesta manera, en un futur es podria afinar molt més a I’hora d'individualitzar quin

¢s el millor tractament per a aquests pacients amb ictus i ateroesclerosi carotidia.

Tal com s’exposa a continuacid, dos d’aquests potencials marcadors de vulnerabilitat
que més interés han despertat en els ultims anys son la inflamacié i la
neovascularitzacié a l'interior de la placa, i son l'objecte d'estudi de la present tesi

doctoral.
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1.7. El paper de la inflamacio en la vulnerabilitat de les plaques

d’ateroma carotidies

En els ultims anys s’ha identificat la inflamaci6 com un dels processos biologics
centrals que es relacionen amb el desenvolupament i progressio de les plaques
d’ateroma (48,49). En les fases inicials de la formaci6 de la placa d'ateroma, 1'endoteli
danyat expressa proteines d'adhesio a la seva superficie que permeten el reclutament de
cel-lules inflamatories, principalment limfocits T i monocits (50). Un cop a la capa
intima, els monocits es diferencien a macrofags i expressen receptors que permeten
l'eliminacié de molécules de LDL acumulades a l'espai extracel-lular. Si la concentracio
de LDL ¢és elevada, els macrofags expressen un tipus de receptor anomenat scavenger,
que permet una eliminacié rapida de la LDL extracel-lular a expenses de la seva
acumulacié a nivell intracel-lular en vesicules -citoplasmatiques, generant les
anomenades c¢l-lules espumoses (en anglés foam cells) (51). L'acumulacié d'aquetes
cel-lules a la interfase entre la capa intima i la mitja, genera un estat proinflamatori i
proangiogenic mediat per citocines, que de no resoldre's, condueix a la proliferacid
també de cel-lules musculars llises i fibroblasts (52). Tot plegat condueix a la formacid
de la placa d'ateroma que provoca l'estenosi del vas sanguini afectat. Durant el procés de
formacié de la placa, a més, es poden produir fendomens que condueixin a la seva
ruptura, com per exemple l'aprimament de la capa fibrosa, la necrosi del centre o
I'hemorragia dins la placa (25). Per tot plegat, es considera la inflamacié com un dels
processos centrals en la progressio i la vulnerabilitat de l'ateroesclerosi.

Alguns estudis han demostrat que nivells plasmatics elevats de proteina C reactiva
(PCR) o d’interleucina-6 (marcadors d'inflamacid) s’associen amb un augment del risc

cardiovascular de forma independent als nivells de colesterol (53,54). De fet, alguns
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estudis apunten a que I’efecte beneficios de les estatines sobre les plaques d’ateroma no
es deu només a la reduccio dels nivells de colesterol si no també a la inhibici6 de la
inflamaci6 (55,56). També s'ha vist que l'efecte d'alguns factors de risc vascular
coneguts com la hipertensié arterial, la diabetis mellitus o el tabaquisme es veu
amplificat en preséncia de marcadors d'inflamacié (57). Si la inflamaci6 és un factor de
risc vascular independent o si esta associat amb la presencia i/o control d'altres factors
de risc vascular coneguts, encara es desconeix.

L'evidéncia que la inflamaci6 juga un paper clau en l'evolucié de 1'ateroesclerosi, ha fet
replantejar I’estratégia terapeutica que s’ha utilitzat classicament per a la prevenci6 de
les malalties vasculars (incloent I’ictus), que s’ha centrat historicament en el tractament
antitrombotic. La publicacié6 Iany 2017 de I’assaig clinic CANTOS (58), que va
demostrar 1’eficacia de la inhibici6 de la interleucina-1$ amb canakinumab per prevenir
recurréncies en pacients amb cardiopatia isquémica i nivells elevats de PCR, va
representar una important prova de concepte de que alguns pacients amb malaltia
vascular es poden beneficiar de tractaments immunomoduladors.

Actualment, diversos assaigs clinics en marxa estan estudiant el benefici de tractaments
antiinflamatoris i immunomoduladors en la prevencié de les malalties cardiovasculars,
incloent I’ictus (59). No obstant, identificar els pacients amb major carrega inflamatoria

1 per tant els que més es podrien beneficiar d’aquests tractaments, encara €s un repte.
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1.8. Estudi de la inflamacio de les plaques d'ateroma carotidies

mitjancant Tomografia per Emissio de Positrons

La inflamacio de les plaques d'ateroma carotidies es pot mesurar in vivo i de forma
incruenta utilitzant la Tomografia per Emissi6 de Positrons (PET) amb
Fluorodesoxiglucosa 18F ('®FDG) (60). Aquesta técnica consisteix en l'administracio
per una vena periférica d'un radiofarmac, la '*FDG, que es distribueix per I'organisme i
que ¢és captada per les cel-lules amb major activitat metabolica com son les cel-lules
tumorals 1 les cél-lules inflamatories. La composicid de la FDG evita que sigui
metabolitzada per les vies glicolitiques habituals quedant atrapada a l'interior de les
cel-lules. D’aquesta manera la PET és capag de detectar la senyal que emet el fluor i
transformar-la en un valor anomenat Standardized Uptake Value (SUV) (61). E1 SUV és
un parametre semiquantitatiu que s'obté de normalitzar l'activitat del radiofarmac per
unitat de volum en una regi6 d'interés concreta (en angles region of interest o ROI), per
la quantitat de radiofarmac administrat i el volum de distribucié (normalment el pes
total de la persona). En el cas concret de les plaques d’ateroma carotidies la captacié de
BFDG es deu sobretot a I’acumulaci6 de macrofags i altres cél-lules inflamatories en el
seu interior. Un exemple de PET amb '"®FDG de carotides es presenta a la Figura 5.

Les imatges de la PET de carotides han estat validades en diversos estudis que han
comparat els resultats de la captacio del radiofarmac amb la histologia (62,63). A més,
un important estudi pilot va demostrar que el grau de captacié en pacients que havien

patit un ictus isquémic es relacionava amb el risc de recurréncia precog (64).
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Figura 5: Exemple del tall axial d'una PET amb "*FDG centrada en les artéries
cardtides internes. Es pot observar com la PET combina la informacié anatomica
derivada de la tomografia computeritzada amb un mapa de colors que tradueix la

captacio de '®FDG del teixit estudiat. En aquest exemple es veu com la carotida dreta
(fletxa vermella) presenta major activitat que I'esquerra en un punt on el pacient té una

placa d'ateroma.

Per tot plegat, la PET amb '*FDG és una eina diagnostica prometedora que en un futur
podria ajudar a predir els malalts amb major risc de recurréncia i a afinar la seleccié de
pacients tributaris a tractaments de revascularitzaci6 carotidia i/o tractaments

immunomoduladors.

41



1.9. El paper de la neovascularitzacio en la vulnerabilitat de les

plaques d’ateroma carotidies

De manera similar a la inflamacid, diversos estudis histopatologics han identificat la
neovascularitzacid6 com un dels processos que porten les plaques d'ateroma a la
inestabilitat i1 la ruptura (24,65). El fenomen de la neovascularitzacid esta estretament
relacionat amb la inflamacié. En una placa inflamada 1’acumulacié cel-lular en el seu
interior es tradueix en una menor difusi6 d’oxigen i a l’alliberacié de citocines
angiogeniques que condueixen al rapid creixement de vasos sanguinis des de la capa
adventicia (66). Aquests vasos sovint presenten formes aberrants i no disposen de capa
muscular. Aquesta fragilitat estructural comporta en molts casos la seva ruptura, tot
provocant una hemorragia que en ultima instancia condueix la placa a la inestabilitat i al
possible trencament (65). Per aquest motiu, detectar la preséncia de neovascularitzaci6 a
les plaques d'ateroma carotidies podria ser un potencial marcador de vulnerabilitat que
permetés identificar aquells pacients que presenten un major risc d'ictus isquemic.

Alguns estudis han apuntat a una possible associacid entre alguns factors de risc
vascular coneguts com la hipertensio arterial, la diabetis mellitus o la cardiopatia
isquémica prévia i el risc de presentar neovascularitzacié a l'interior de les plaques
d'ateroma carotidies (67). No obstant, es desconeix si aquesta relacid €s causal o si
existeix algun tipus d'interaccio o de confusid entre aquests factors de risc vascular i el
fenomen de neovascularitzacio. Tampoc es coneix si el bon control d'aquests factors de
risc vascular pot arribar a controlar aquest fenomen, que esta tan estretament relacionat

amb la inflamacid.
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1.10.. Estudi de la neovascularitzacio mitjancant duplex amb contrast

La neovascularitzacié de les plaques d'ateroma carotidies es pot detectar de forma
incruenta amb 1’us del duplex amb contrast (en anglés Contrast-Enhanced Ultrasound o
CEUS) (68). Aquesta técnica consisteix en 1’administraci6 per una via venosa periférica
d’un contrast ultrasonografic format per microbombolles d'hexafluorur de sofre durant
I’exploraci6 ecografica d’una placa d’ateroma. Aquestes microbombolles no creuen
I’endoteli i per tant serveixen de tragadors intravasculars. L’aparicié de microbombolles
dins d’una placa d’ateroma tradueix I’existéncia de vasos en el seu interior (69) (veure

Figura 6).

Figura 6: Exemple d'una placa d'ateroma carotidia estudiada mitjangant CEUS. A la

imatge de 'esquerra es pot veure la fotografia d'una placa hipoecoica vista per duplex

sense contrast. A la imatge de la dreta es pot observar la mateixa placa durant I'estudi

CEUS, després de disminuir I'index mecanic i d'administrar el contrast ultrasonografic.
La fletxa vermella senyala una bombolla de contrast a l'interior de la placa que

correspon a un vas sanguini.

La neovascularitzacié dins de la placa es pot quantificar a partir de metodes

semiquantitatius que utilitzen categories (com per exemple: O=abséncia de contrast dins
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la placa; 1=aparicié de contrast als extrems de la placa i/o prop de la capa adventicia;
2=aparici6 de contrast de manera difusa a l’interior de la placa) (70) i metodes
quantitatius que es basen en la gravacid6 d’un video durant I’exploracié i en la
construccid de corbes temps-intensitat (71,72) que mesuren la quantitat de decibels

detectats a l'interior de la placa per unitat de temps.

Diversos estudis han demostrat una bona correlacido entre el CEUS 1 les analisis
histopatologiques posteriors de les plaques d'ateroma carotidies extretes quirargicament
(71). No obstant, la implicacié clinica de la neovascularitzacié dins de la placa
detectada mitjangcant CEUS ¢és controvertida. Alguns estudis retrospectius han trobat
diferéncies en la preséncia de neovascularitzaci6 entre plaques carotidies
simptomatiques en pacients que han patit un ictus isquémic i pacients amb plaques
asimptomatiques (72). També s’ha vist que hi ha una associaci6 entre la presencia de
neovascularitzacido a les plaques d’ateroma carotidies i tenir antecedents de malaltia
cardiovascular (67). Finalment, un estudi pilot recentment ha demostrat que la preséncia
de neovascularitzaci6 a les plaques d’ateroma carotidies de pacients que han patit un
accident isquémic transitori (AIT) s’associa amb el risc de recurréncia (73). Malgrat la
importancia d’aquests resultats, 1’estudi presenta algunes limitacions importants com
una mostra relativament petita i la falta d’ajust del resultat final pel grau d’estenosi, que
és el principal marcador de risc que s’utilitza a la practica clinica actual.

En definitiva, el CEUS és una eina diagnostica que, igual que la PET, podria ser util en
un futur per detectar les plaques d’ateroma carotidies més vulnerables i amb més risc de
provocar ictus isquémics, afinant d’aquesta manera la seleccié de pacients candidats a
revascularitzacio carotidia.

De confirmar-se el seu valor pronostic com a exploracid complementaria, el CEUS

tindria algunes avantatges importants respecte la PET, com és el seu menor cost i la
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seva major disponibilitat a nivell dels centres hospitalaris. No obstant, també cal tenir en
compte les limitacions intrinseques que té com a teécnica ecografica: la dependéncia de

I’explorador i la susceptibilitat a les ombres provocades pel calci (74).
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2. Justificacio de l'estudi
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Justificacio de l'estudi

Les malalties vasculars continuen sent la primera causa de mort als paisos occidentals i
l'ictus isquémic, a més, representa la primera causa de discapacitat adquirida a l'edat
adulta 1 la segona de demencia. Per aquest motiu, la investigacidé en el camp de les

malalties vasculars cerebrals és una prioritat a nivell mundial.

L'ateroesclerosi és responsable del 20% dels ictus isquémics sent les plaques d'ateroma
de la carotida les que més freqlientment provoquen ictus. L'elevat risc de recurréncia
dels ictus aterotrombotics obliga a plantejar la revascularitzacid carotidia mitjangant
cirurgia o col-locacié de stent en pacients seleccionats. Aquesta seleccid6 ha de ser
acurada ja que ambdues técniques no estan exemptes d'efectes adversos. A l'actualitat
I"inic marcador de risc que s'utilitza de rutina per seleccionar aquests pacients és el grau
d'estenosi de les plaques. No obstant, per si sol, el grau d'estenosi €s insuficient per
decidir en situacions cliniques relativament freqiients. Per aquest motiu, 1'estudi de nous
marcadors de vulnerabilitat de l'ateroesclerosi que ens permetin identificar els pacients

amb major risc de recurréncia, podria ser de gran utilitat a la practica clinica.

Diversos estudis pilots han apuntat al potencial de dues técniques d'imatge que sén
capaces de valorar in vivo la vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies: la PET
amb *FDG, que permet mesurar la inflamacio i el CEUS, que permet detectar la
presencia de neovascularitzacio. Aquesta evidéncia justifica el disseny d'un estudi clinic
que avalui la capacitat pronostica d'aquestes técniques en una cohort prospectiva de
pacients amb ictus isqueémic i plaques d'ateroma carotidies. Els resultats d'aquest estudi

son la base de la present tesi doctoral.
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3. Hipotesis
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Hipotesis principal

La hipotesi principal del treball és que la inflamacié de les plaques d'ateroma carotidies
mesurada mitjancant PET amb '8FDG s'associa amb el risc de recurréncia en pacients

que han tingut un ictus isquémic no cardioembolic.

Hipotesis secundaries

~ La neovascularitzaci6 de les plaques d'ateroma carotidies detectada mitjancgant
duplex amb contrast (Contrast-Enhanced Ultrasound), s'associa amb el risc de

recurréncia en pacients que han tingut un ictus isquémic no cardioembolic.

~ La preséncia d'alguns factors de risc vascular i/o determinats habits de vida,
s'associen amb una major inflamaci6 i a un major risc de presentar

neovascularitzacio a les plaques d'ateroma carotidies.
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4. Objectius
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Objectiu principal

L'objectiu principal del treball és estudiar la inflamacié de les plaques d'ateroma
carotidies mitjangant PET amb 'FDG en una cohort prospectiva de pacients amb ictus
isquémic no cardioembolic, i observar si existeix associacid entre aquest marcador de

vulnerabilitat i el risc de recurréncia de nous ictus isquémics durant el seguiment.

Objectius secundaris:

~ Estudiar la neovascularitzacio de les plaques d'ateroma carotidies mitjangant diplex
amb contrast (CEUS) a la mateixa cohort de pacients amb ictus isquémic, i observar
si existeix associacio entre aquest marcador de vulnerabilitat i el risc de recurréncia

de nous ictus isquemics durant el seguiment.

~ Recollir de forma sistematica els factors de risc vascular i els habits de vida dels
pacients inclosos a la cohort, i analitzar quines variables s'associen més al grau

d'inflamacid i neovascularitzacié de les plaques d'ateroma carotidies.
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5. Metodologia
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5.1. Resum global de la metodologia

Entre octubre de 2015 i maig de 2019 es va realitzar un estudi observacional prospectiu
de casos consecutius de pacients ingressats a I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau amb
el diagnostic d'ictus isqueémic no cardioembolic que presentaven com a minim una placa

d'ateroma carotidia en el costat congruent amb els simptomes de l'ictus.
Per tal de crear la cohort d'estudi es van establir els segiients criteris d'inclusio:

e Ictus isquémic (AIT o infart cerebral) recent en els set dies previs a la inclusio.

e Preséncia d'almenys una placa d'ateroma a l'artéria cardtida interna en el costat
congruent amb els simptomes de 1'ictus, independentment del grau d'estenosi.

e [Edat >50 anys.

e Firma del consentiment informat.

Es van establir també els segiients criteris d'exclusio:

Etiologia infreqiient o cardioembolica de I'ictus segons criteris TOAST (7).

e Ictus de territori posterior.

e Ictus isquémic amb sospita de mecanisme hemodinamic.

e Irradiaci6 prévia del coll, cirurgia carotidia o col-locaci6d de stent carotidi previ
en el costat ipsilateral a l'ictus.

e Puntuacio >4 a 'escala modificada de Rankin en el moment de la inclusio.

e Deméncia i/o altres comorbilitats que condicionessin una esperanca de vida

inferior a I'any i que per tant, impedien fer el seguiment proposat a 1'estudi.

Es van incloure pacients ingressats al Servei d'Urgencies, Unitat d'Ictus i Sala de

Neurologia de 1'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.
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Procediments i recollida d'informacio

Entrevista i visita inicial: a tots els pacients inclosos a la cohort se'ls hi va realitzar una

entrevista clinica inicial estructurada en la qual es preguntava pels antecedents i control

de factors de risc vascular, tractaments previs i habits de vida. Es van recollir les

segiients variables:

Demografiques: edat i génere.

Antecedents previs coneguts o descoberts durant l'ingrés: hipertensio arterial;
diabetis mellitus; dislipémia (incloent hipercolesterolémia i/o hipertrigliceridémia);
cardiopatia isquémica; insuficiencia cardiaca congestiva; fibril-lacié auricular;
valvulopaties cardiaques; vasculopatia periferica i insuficiéncia renal cronica.

Habits de vida: tabaquisme i consum d'alcohol; consum d'altres toxics; activitat
fisica regular prévia a l'ictus mesurada amb l'escala PACE (75) (Annex 1);
seguiment de la dieta mediterrania d'acord amb l'escala PREDIMED (76) (Annex 2)
1 puntuaci6 a l'escala de risc vascular Riskometer (77) (Annex 3).

Tractaments previs a l'ictus incloent farmacs antitrombotics (antiagregants i/o
anticoagulants); farmacs antihipertensius i estatines.

Variables morfométriques incloent pes; talla i index de massa corporal (IMC).
Autonomia funcional previa a l'ictus mesurada mitjancant l'escala modificada de
Rankin (mRS).

Simptomes previs durant els 15 dies abans de l'ingrés que suggerissin ictus o AITs

previs.

Estudi diagnostic de les causes de l'ictus i tractament: els pacients inclosos a l'estudi

van ser estudiats i tractats d'acord amb les guies actuals de prevencidé secundaria de
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l'ictus isquémic (2). A tots els pacients se'ls hi va realitzar un estudi diagnostic basic
amb TC cranial /o RM cerebral, estudi de vasos mitjancant diplex, angioTC i/o
angioRM, un monitoratge cardiac per telemetria o Holter de com a minim 24 hores i
una ecocardiografia transtoracica. Es van recollir les segiients variables relacionades

amb l'estudi de l'ictus:

e Puntuacio a l'escala NIHSS a l'ingrés i a l'alta.

e Puntuacio a l'escala mRS prévia a l'ingrés 1 a l'alta.

e Etiologia de l'ictus després de I'estudi segons criteris TOAST.

e Tipus d'ictus isqueémic segons preseéncia de lesio a la neuroimatge (infart cerebral) o
no (AIT).

e Grau d'estenosi de les plaques d'ateroma carotidies segons criteris hemodinamics
(per duplex) i morfologics en cas de tenir angioTC i/o angioRM.

e Variables de laboratori: glucémia a l'ingrés; hemoglobina glicosilada (Hb1AC);
perfil lipidic incloent colesterol total, triglicerids, LDL i HD: leucocits i plaquetes;

hemoglobina; urea i creatinina.

Estudi de la vulnerabilitat de l'ateroesclerosi carotidia: a tots els pacients participants a
l'estudi se'ls hi va realitzar un estudi de vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies
mitjangant duplex amb contrast (CEUS) i PET amb FDG. Aquestes proves es van
realitzar dins dels 15 dies després de la inclusid 1 en cap cas van interferir en el
tractament indicat pel seu equip médic. En alguns casos la realitzacidé de cirurgia o
col-locaci6 de stent a la cardtida préviament a que es poguessin realitzar les proves de
l'estudi van suposar pérdues en la recollida d'informacié. Es van recollir les segiients

variables relacionades amb els estudis PET i CEUS:
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e PET amb '8FDG: inflamacié de les plaques d'ateroma mesurada mitjangant SUV
maxim a la regi6 de la placa i Target-to-Background Ratio (TBR) respecte la vena

jugular (Figura 7).
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Figura 7: Exemple de com es mesura la inflamaci6 de l'artéria carotida mitjangant PET

amb BFDG. A la part esquerra de la imatge (A) es poden veure les imatges obtingudes
amb la PET: a la part de dalt es mostra el mapa de captacié de '5FDG i a sota les
imatges TC que permeten disposar de la informaci6 anatomica per localitzar la carotida.
En el punt on es bifurca la carotida (bulb carotidi) apareix dibuixat un cercle de color
blau (en angles region of interest o ROI). A partir d'aquest ROI es realitzen 15 mesures
de SUV en direccio cranial cap a l'artéria carotida interna cobrint I'area on es troba la
placa d'ateroma. Cada mesura esta separada per una distancia de 1,5 mm. A la part dreta
de la imatge (B) es poden veure els valors SUV que s'obtenen amb aquestes mesures.
En groc es marca la bifurcacié i en verd estan marcats els valors maxims. En el cas de la
inflamaci6 carotidia també s'obté el SUV normalitzat pel metabolisme basal d'un vas de

referéncia (habitualment la jugular). Aquest valor s'anomena TBR.
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e Diuplex de TSA amb i sense contrast: durant I'estudi sense contrast es va recollir el
grau d'estenosi per criteris hemodinamics (categoritzant les estenosis com a lleus
<50%, moderades 50-69%, greus 70-99% o completes); ecogenicitat de la placa
(categoritzada com a predominantment hipoecoica, predominantment hiperecoica o
calcica); textura (homogenia o heterogeénia) i superficie de la placa (regular,
irregular o ulcerada). Durant l'estudi amb contrast (CEUS) es va recollir la
preséncia o abséncia de neovascularitzacié a l'interior de la placa; grau de
neovascularitzaci6 categoritzada (O=abséncia de neovascularitzacid, 1=preseéncia de
neovascularitzacié prop de l'adventicia i/o extrem de la placa, 2=neovascularitzacid
difusa a tota la placa) (70), mitjana de decibels de contrast a l'interior de la placa 1
valor maxim de decibels registrat a l'interior de la placa segons les corbes temps-

intensitat. Un exemple d'un estudi CEUS es detalla a la Figura 8.

Visites de seguiment: posteriorment a la inclusi6é es van fer visites de seguiment als
pacients als 3 1 als 12 mesos. En aquestes visites es va recollir informacié referent a

recurréncies d'ictus 1 altres sindromes vasculars:

e Recurrencia d'ictus isquémic: aquesta va ser la variable principal d'estudi. Una
recurréncia es va definir com l'aparicid d'una focalitat neurologica transitoria o
persistent brusca després del primer ictus isquémic amb preséncia de lesido a la
neuroimatge (recurréncia d'infart cerebral) o no (AIT), atribuida a una etiologia
isquémica després d'una valoracié per un neuroleg expert en malalties vasculars
cerebrals. Aquesta ultima condicié es va proposar per tal d'evitar al maxim la

inclusi6 de patologies simuladores d'ictus (stroke mimics).
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e Sindromes coronaries agudes: definides com el conjunt d'entitats produides per
l'erosi6 o trencament d'una placa d'ateroma a les coronaries, causant una angina
inestable, un infart agut de miocardi o la mort sobtada.

e Isquémia arterial aguda d'una extremitat atribuida a ateroesclerosi o necessitat
d'angioplastia per empitjorament de la clinica en context de vasculopatia periférica.

e Mort de causa vascular i mort per qualsevol causa.
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Figura 8: Exemple de l'estudi d'una placa d'ateroma carotidia mitjancant CEUS. A la
part de dalt es pot observar l'estudi mitjancant diplex sense contrast. A la part de sota es
pot apreciar la mateixa placa durant l'estudi amb contrast (CEUS). A la imatge de sota a

l'esquerra es pot veure com queda dibuixada en negatiu la placa després de reduir

I'index mecanic i administrar el contrast ultrasonografic. A la imatge de sota a la dreta

es pot observar com després d'uns segons de I'administraci6 del contrast comencen a

apareixer bombolles de contrast a l'interior de la placa que tradueixen la preséncia de

neovascularitzacio (fletxa vermella).
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Resum de l'analisi estadistica

En primer lloc es va fer un estudi descriptiu de la nostra poblacié per veure la
freqiiéncia i la tendéncia dels factors de risc vascular, habits de vida, tractaments previs
1 variables cliniques i radiologiques relacionades amb l'ictus, recollides en el moment de
la inclusid. Les variables categoriques es van expressar en forma de percentatges i les
variables quantitatives a partir de la mitjana i desviacid estandard o la mediana i el rang

interquartil, segons seguissin o no una distribucié normal.

En segon lloc es va fer una analisi univariable per observar quines d'aquestes variables
recollides s'associaven amb algun dels dos marcadors de vulnerabilitat estudiats a la
nostra cohort. En el cas de la inflamaci6 mesurada per PET, en ser una variable
quantitativa (SUV), es va utilitzar regressioé lineal tant per aquesta primera analisi
univariable com posteriorment per fer 1'analisi multivariable. El model final de I'analisi
multivariable va ser el resultat d'aplicar un métode de seleccid per passos comengant
amb el model maxim que incloia totes les variables amb tendéncia a la significacio
(p<0,1) a l'analisi univariable i descartant posteriorment una a una, mantenint nomeés les
variables que mantenien un valor p<0,05 a cada iteracio (backward stepwise selection).
En el cas de la neovascularitzacio detectada per CEUS, el resultat es va dicotomitzar en
presencia o abseéncia de neovascularitzacid a l'interior de la placa. Per tant, per fer
I'analisi univariable es va utilitzar el test de ¥ en el cas de variables categoriques i el
test t de Student en el cas de variables quantitatives, excepte si no seguien una
distribuci6é normal (en aquest cas es va utilitzar un test U de Mann-Whitney). L'analisi
multivariable en aquest cas es va realitzar mitjangant regressio logistica i el model final

va ser el resultat d'aplicar també un metode de seleccid per passos comencant amb el
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model maxim (totes les variables amb p<0,1) i descartant una a una mantenint només

les variables que mantenien un valor p<0,05 a cada iteracio.

Per contrastar la hipotesi principal de l'estudi es va realitzar una analisi de supervivencia
i es va dur a terme una analisi multivariable mitjangant regressi6 de riscos proporcionals
de Cox per veure quines variables s'associaven de forma independent al risc de
recurréncia d'ictus isquémic (incloent els dos marcadors de vulnerabilitat estudiats) tot
controlant possibles factors de confusid. Aquesta analisi es va fer per una banda
estudiant l'efecte de la inflamacié mesurada mitjangant PET amb ®FDG i per l'altra,
estudiant l'associacié entre la preseéncia de neovascularitzacié al CEUS 1 el risc de

recurréncia d'ictus isqueémic.

En el cas de la PET de carotides, a més, es va realitzar una analisi conjunta amb una part
de la cohort de Barcelona i dues cohorts internacionals independents que havien seguit
una metodologia practicament idéntica tal i com s'explica als articles primer i segon
presentats en aquesta tesi doctoral. Pel que fa al CEUS, l'analisi només es va fer amb la
cohort de Barcelona tal i com es detalla al tercer article. Altres analisis especifiques dels

treballs publicats s'expliquen als corresponents apartats de metodes.

Totes les analisis estadistiques es van realitzar amb Stata 15.1® (Texas, USA).
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6. Resum global dels resultats
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6.1. Caracteristiques de la cohort de Barcelona

Durant el periode d'inclusio (octubre 2015 - maig 2018) l'investigador principal de
l'estudi (el doctorand) va revisar sistematicament els nous ingressos per valorar si
complien els criteris d'inclusié a la cohort i el resultat d'aquest cribratge sistematic es

detalla a la Figura 9.

De 100 pacients inicialment identificats que complien els criteris d'inclusio, 99 van

acceptar finalment participar a l'estudi i vuit van ser exclosos per diversos motius:

- Dos pacients presentaven lesions isquémiques a circulaci6 posterior a la RM cerebral.
- Dos pacients es van considerar stroke mimics després de l'estudi (crisis epileptiques).
- Dos pacients van presentar una causa cardioembolica de l'ictus durant I'ingrés.

- Un pacient va ser diagnosticat d'arteritis de la temporal.

- Un pacient va ser diagnosticat de Miasténia Gravis com a causa de la disartria.

Per tant, finalment es van incloure i seguir 91 pacients.

Els 91 pacients inclosos tenien una mitjana d'edat de 74,849,9 anys i 69 (75,8%) eren
homes. Els principals antecedents, habits de vida i variables morfometriques dels

pacients inclosos a la cohort es troben resumides a la Taula 1.

Dels 91 pacients, 57 (62,6%) tenien almenys una placa d'ateroma a la carotida interna
que provocava una estenosi >50%. La resta de pacients tenien plaques que no arribaven
al 50%. Es va demostrar lesié isquémica a la neuroimatge (TC o RM) en 67 pacients
(73,6%) 1 la resta (26,4%) es van classificar com a AIT. A l'entrevista inicial vuit
pacients (8,8%) van referir haver tingut simptomes els 15 dies previs a l'ingrés que

suggerien ictus previs.
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983 ictus
isquemics
identificats

® 29% No tenien ateroesclerosi

® 17% eren de circulacié posterior

. * 30% eren cardioembolics

833 no compllen ® 4% tenien una causa infreqlient d'ictus
OEICITC R VEOM o 11% tenien mRS >3

® 2% van rebutjar participar

® 7% altres causes

100 pacients

complien criteris
d'inclusio

Figura 9: Cribratge sistematic realitzat entre 'octubre de 2015 i el maig de 2018 de
nous pacients amb diagnostic d'ictus isquémic que van ingressar a I'Hospital de la Santa

Creu 1 Sant Pau de Barcelona.
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Taula 1. Caracteristiques cliniques dels pacients inclosos a la cohort

Edat, mitjana (DE)

Génere (homes), n (%)

Pes (kg), mediana (RIQ)

Talla (m), mediana (RIQ)

IMC, mediana (RIQ)

Perimetre abdominal (cm), mediana (RIQ)
Obesitat (IMC=30), n (%)

Adheréncia a la dieta mediterrania
(PREDIMED >6)*, n (%)

Exercici fisic regular (PACE>4)** n (%)
Risc (%) d'ictus als 5 anys segons la puntuacié al
Riskometer, mediana (RIQ)

Hipertensio arterial, n (%)

Diabetis Mellitus, n (%)

Dislipémia, n (%)

Tabaquisme actiu, n (%)

Consum d'alcohol >80g setmanals, n (%)
Cardiopatia isqueémica, n (%)

Fibril-laci6 auricular, n (%)

Ictus isquémic previ, n (%)

Vasculopatia periferica, n (%)

Aneurisma d'aorta, n (%)

Insuficiéncia renal cronica, n (%)
Antiagregaci6 prévia, n (%)
Anticoagulacio previa, n (%)

Tractament previ amb estatines, n (%)
Tractament previ amb antihipertensius, n (%)

Puntuacio a l'escala de Rankin prévia a l'ictus, mediana

(RIQ)

74,8 (9,9)
69 (75.8)

73 (62-81)
1,7 (1,6-1,7)
25,9 (23,4-28,2)
99 (92-105)
12 (13,2)

78 (86,7)

38 (41,8)

20,4 (14,6-26,8)

76 (83.5)
37 (40,7)
61 (67,0)
19 (20,9)
11(12,1)
27 (29,7)
14 (15,4)
20 (22,0)
18 (19,8)
10 (11,1)
13 (14,3)
50 (55,0)
7(7,7)
52 (57.,1)
69 (75.8)

1 (0-2)

DE = Desviacié Estandard; RIQ = Rang Interquartil; IMC = Index de Massa Corporal
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*L'escala PREDIMED valora 14 items de la dieta dels pacients (www.predimed.es)
(Annex 2). Una major puntuaci6 reflecteix una major adheréncia a la dieta mediterrania.
En el nostre estudi es va categoritzar la puntuacid en tres categories: adheréncia baixa
(0-5), adheréncia mitjana (6-9) i adheréncia alta (10-14). Aquesta estratégia s'ha utilitzat

en estudis previs de medicina familiar i comunitaria (78).

**[ 'escala PACE valora l'exercici fisic setmanal que fan els pacients regularment. Una
major puntuacio reflecteix un exercici fisic regular més freqiient i intens. En el nostre
estudi es va categoritzar la puntuacidé en dues categories: exercici fisic poc freqiient
(PACE<4) i exercici fisic regular (PACE 4-8). Aquesta categoritzacio de la variable és
la mateixa que es va fer a l'assaig clinic SAMMPRIS (79).

Després de I'estudi diagnostic es van classificar els pacients segons I'etiologia de 1'ictus

per criteris TOAST:

Aterotrombotics Lacunars n=8
n=46 (50,6%) (8,8%)

Indeterminats Indeterminats
després d'estudi per dues causes
complet n=27 possibles n=10
(29,7%) (11,0%)

Altres variables relacionades amb el tipus d'ictus i el seu estudi diagnodstic es troben

resumides a les Taules 2 1 3.
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Taula 2. Caracteristiques cliniques i radiologiques relacionades amb el tipus d'ictus i el

seu estudi diagnostic.

Simptomes previs els 15 dies abans de 1'ingrés, n (%) 8 (8,8)
Fibrinolisi a la fase aguda de l'ictus, n (%) 14 (15,4)
Tractament endovascular a la fase aguda de 1'ictus, n (%) 1(1,1)
Puntuacié NIHSS a urgéncies, mediana (RIQ) 2 (0-3)
Puntuacié NIHSS a l'alta, mediana (RIQ) 0 (0-2)
Puntuaci6 a 'escala de Rankin a l'alta, mediana (RIQ) 2 (0-3)
RM cerebral, n (%) 68 (74,7)
Lesio6 aguda a la neuroimatge (TC o RM), n (%) 67 (73,6)
AngioTC, n (%) 53 (58.,2)
AngioRM, n (%) 17 (18,7)
Estenosi carotidia <50% en el costat simptomatic, n (%) 34 (37,4)
Estenosi carotidia 50-69% en el costat simptomatic, n (%) 15 (16,5)
Estenosi carotidia 70-99% en el costat simptomatic, n (%) 31(34,1)
Oclusi6 carotidia, n (%) 11(12,1)
Endoarteriectomia carotidia, n (%) 16 (17,6)
Stent carotidi, n (%) 8 (8.,8)
Exitus durant I'ingrés, n (%) 1(1,1)
DE = Desviaci6 Estandard; RIQ = Rang Interquartil

Taula 3. Variables de laboratori recollides durant I'ingrés

Glicémia a l'ingrés (mg/dl), mitjana (DE) 130,7 (70,7)
Filtrat glomerular <30 ml/min, n (%) 2(2,2)
Hemoglobina a 1'ingrés (g/L), mitjana (DE) 133 (22,7)
Recompte leucocitari a l'ingrés (x10°/L), mitjana (DE) 8,5(2,4)
Colesterol total (mg/dl), mitjana (DE) 152,2 (42,7)

Triglicerids (mg/dl), mitjana (DE)
LDL (mg/dl), mitjana (DE)

HDL (mg/dl), mitjana (DE)
HbA1C > 6,4%, n (%)

115,5 (45,8)
90,3 (36,6)
39,6 (13,3)

26 (31,3)

DE = Desviacid Estandard
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6.2. Estudi de la inflamacio de les plagques mitjangant PET amb
BFEDG

Dels 91 pacients inclosos, a 82 se'ls hi va realitzar una PET amb '8FDG per estudiar la
inflamaci6 de les plaques d'ateroma carotidies 1 en 80 la prova va ser valorable (en dos
pacients la prova no va ser valorable per problemes d'adquisici6 de les imatges). Els

motius pels quals en nou pacients no es va realitzar la PET van ser els segiients:

e En sis es va aplicar un tractament de revascularitzacié de la carotida abans que
es pogués fer la prova.

e En tres no es va realitzar la prova per decisio del pacient.

La mitjana de SUV maxim de les plaques d'ateroma carotidies va ser de 2,71 g/ml

(DE=0,59) i de TBR maxim de 1,60 (DE=0,37).

Pel que fa al grau d'estenosi, es va observar que les plaques amb >50% d'estenosi
presentaven més inflamacié que les plaques <50% (mitjana de SUV maxim de
2,87+0,61 g/ml vs. 2,48+0,48 g/ml respectivament, p=0,005). Altres variables cliniques
i radiologiques relacionades amb el grau d'inflamaci6 de les plaques es troben

resumides a la Taula 4.

A Tl'analisi multivariable les uniques dues variables que van mostrar una associacio
independent amb el risc de presentar plaques d'ateroma més inflamades a la carotida van
ser 'obesitat i el grau d'estenosi. Els resultats d'aquesta analisi multivariable es troben

detallats a la Taula 5.
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Taula 4. Analisi univariable per regressio lineal de les variables cliniques i

radiologiques associades amb la inflamacié (SUV maxim) de les plaques d'ateroma.

Edat

Genere (dona)

Obesitat (IMC=30)
Perimetre abdominal (cm)
Dieta mediterrania
(PREDIMED 2>6)

Exercici  fisic

(PACE>4)

regular

Puntuacio a l'escala de
risc Riskometer
Hipertensio arterial
Diabetis mellitus
Dislipe¢mia
Tabaquisme actiu
Antecedent d'ictus
isqueémic previ
Cardiopatia isqueémica
Antiagregacio prévia
Tractament previ amb
estatines

Simptomes previs els 15
dies abans de l'ingrés
Estenosi carotidia >50%
Colesterol total (mg/dl)
Trigliceérids (mg/dl)

LDL (mg/dl)

HDL (mg/dl)

Coeficient

Beta
0,008
0,273
0,619
0,024

-0,018

-0,134

1,272

0,206
0,036
-0,004
-0,300

-0,056

-0,264
-0,246

-0,058

-0,150

0,390
0,001
0,002
0,001
0,003

IC 95%

-0,005 - 0,021
-0,041 - 0,587
0,276 - 0,962
0,011 - 0,038

-0,460 - 0,425

-0,414 - 0,147

0,421 -2,124

-0,177 - 0,589
-0,241 - 0,314
-0,301 - 0,293
-0,619 - 0,019

-0,406 - 0,295

-0,562 - 0,035
-0,517 - 0,025

-0,337 - 0,222

-0,469 - 0,168

0,125 - 0,655
-0,002 - 0,004
-0,001 - 0,006
-0,003 - 0,005
-0,007 - 0,014

Coeficient Beta

estandarditzat
0,138
0,202
0,393
0,416

-0,009

-0,112

0,338

0,126
0,031
-0,003
-0,217

-0,037

-0,204
-0,210

-0,049

-0,111

0,329
0,092
0,193
0,069
0,083

p

0,244
0,087
0,001
0,001

0,936

0,345

0,004

0,288
0,796
0,979
0,065

0,753

0,083
0,074

0,682

0,350

0,005
0,444
0,115
0,594
0,520

IC = Interval de Confianca; IMC = Index de Massa Corporal
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Taula S. Analisi multivariable per regressio lineal de les variables cliniques i

radiologiques associades a la inflamacié (SUV maxim) de les plaques d'ateroma.

Coeficient IC 95% Coeficient Beta p
Beta estandarditzat
Obesitat 0,322 0,157 - 0,487 0,390 <0,001
Estenosi carotidia>50% 0,316 0,087 - 0,545 0,266 0,008

*El model final és el resultat d'aplicar un métode de selecci6 per passos comengant amb
el model maxim que inclou totes les variables amb tendéncia a la significacié (p<0,1) a
l'analisi univariable i descartant una a una mantenint només les variables que mantenen

un valor p<0,05 a cada iteracid (backward stepwise selection).

**La puntuaci6 a l'escala Riskometer no es va introduir a I'analisi multivariable final per
evitar el fenomen de col-linealitat, ja que la mateixa escala de risc inclou l'obesitat i

altres factors de risc dins dels items que valora.

6.3. Estudi de la neovascularitzacio de les plaques mitjangcant CEUS

Dels 91 pacients inclosos, a 81 se'ls hi va realitzar un CEUS de carotides i en 78 la
prova va ser valorable (en 3 pacients la prova no va ser valorable per problemes
d'adquisicié de les imatges i/o artefactes de moviment). Els motius pels quals en 10

pacients no es va realitzar el CEUS van ser els segiients:

e En vuit es va aplicar un tractament de revascularitzacié de la carotida abans que
es pogués fer la prova.

e En dos no es va realitzar la prova amb contrast perque es va considerar que el
pacient es trobava inestable des del punt de vista de la seva malaltia vascular

(contraindicacié del contrast ultrasonografic).
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Tal i com s'explica al tercer article presentat en aquesta tesi, en analitzar els 78 estudis
CEUS es va observar que l'estudi de neovascularitzaci6 només era valorable en 50

pacients.

Els motius pels quals es va evidenciar que hi havia estudis CEUS no valorables van ser
essencialment dos: en nou estudis no es va poder valorar la preséncia de
neovascularitzacié perque la carotida estava oclosa i en no veure's el perimetre de la
placa no va ser possible determinar la preséncia de neovasos al seu interior; i en 19
pacients l'estudi de vasos no va ser valorable per la preséncia d'ombres calciques que

impedien veure 1'aparici6 de contrast a l'interior de la placa (veure Figura 10).

Figura 10: Exemple d'una placa d'ateroma carotidia altament calcificada (>50% de la
seva superficie) amb una ombra acustica posterior que no permet valorar bé la paret

arterial on s'espera trobar la preséncia de neovascularitzacio.
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Per tal de no alterar els resultats de I'analisi estadistica classificant erroniament plaques
sense vasos que en realitat si que en tenien, es va fixar com a criteri perque 'estudi fos
valorable que com a minim el 50% de la placa fos visible sense ombres calciques. Per
tal de comprovar que aquest criteri de seleccid fos adequat, es va fer un petit estudi a
partir de tres pacients de la cohort a qui s'havia indicat endoarteriectomia i que
presentaven plaques amb més del 50% de la seva superficie calcificada amb ombra
acustica posterior segons la valoracié preévia per duplex (veure Figura 10). En primer
lloc, es va comprovar que en aquests pacients el CEUS era incapag de detectar neovasos
a la placa per culpa de I'ombra calcica. En segon lloc, un cop extretes les plaques, es va
fer una analisi immunohistoquimica de totes tres utilitzant el marcador CD31 (marcador
de cel-lula endotelial) per determinar la preséncia/abséncia de neovasos al seu interior.
Finalment, en analitzar les mostres tenyides, vam observar que les tres plaques
presentaven neovasos al seu interior (Figura 11), neovascularitzacié que no havia pogut
ser detectada mitjancant CEUS. Conseqiientment, es va decidir mantenir el criteri de
que com a minim el 50% de la placa fos visible sense ombres acustiques per determinar

la presencia o abséncia de neovascularitzacié amb CEUS.

De les 50 plaques en que si que va ser valorable la preséncia o abséncia de
neovascularitzacio, 40 (80%) presentaven neovasos: 25 en arees adjacents a l'adventicia
i/o als extrems de la placa (grau 1 de neovascularitzacid) i 15 de forma difusa a tota la
superficie de la placa (grau 2 de neovascularitzacid). A les corbes temps-intensitat la
mitjana de decibels de contrast a l'interior de les plaques d'ateroma va ser de 19,4

(DE=16.9).

A la Taula 6 es detallen les variables cliniques i radiologiques relacionades amb la

preseéncia de neovascularitzacio a les plaques.
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2000 pm

Figura 11: Exemple d'una analisi immunohistoquimica d'una placa altament
calcificada. A la part superior de la imatge observem l'estructura global de la placa
tenyida amb hematoxilina-eosina. Es pot veure com la placa s'ha trencat lleugerament al
tallar-la amb el microtom a causa dels nuclis de calci, que es veuen dispersats en forma
de petits agregats basofils. També observem l'existéncia de petites estructures vasculars
arrodonides a l'interior de la placa. A la part inferior trobem una ampliaci6 de la imatge
amb la tincié CD31 (marrd) que marca la preséncia de cel-lules endotelials formant

estructures capil-lars irregulars i de morfologia aberrant corresponents a neovasos.
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Taula 6. Variables associades a la preséncia de neovascularitzaci6 a les plaques

d'ateroma carotidies.

Analisi univariable

Abséncia de

neovascularitzacid®  neovascularitzacid

(n=10)
Edat, mitjana (DE) 74,3 (11,7)
Génere (home), n (%) 8 (80,0)
Tabaquisme actiu, n (%) 0(0,0)
Consum d'alcohol>80g/dia, n (%) 2(22,2)
Obesitat (IMC=30), n (%) 3 (16,7)
Hipertensio, n (%) 9 (90,0)
Diabetis, n (%) 5(50,0)
Dislipémia, n (%) 9 (90,0)
Antecedent d'ictus isquémic

4 (40,0)
previ, n (%)
Cardiopatia isquémica, n (%) 4 (40,0)
Estenosi carotidia >50%, n (%) 5(50,0)
Plaques predominantment
hipoecoiques, n (%) Lo
Antiagregaci6 prévia, n (%) 6 (60,0)
Estatina prévia, n (%) 9 (90,0)
Colesterol total (mg/dl), mitjana
(DE) 152,1 (37,3)
Triglicerids (mg/dl), mitjana (DE) 119,3 (36,7)
LDL (mg/dl), mitjana (DE) 92,6 (32,8)
HDL (mg/dl), mitjana (DE) 40,7 (12,0)

Analisi multivariable mitjangant regressio logistica
OR

Tractament previ amb estatines 0.30

Preséncia de

(n=40)

75,7 (9,5)

28 (70,0)
9 (22,5)
2 (5,0)
5(12,5)

31 (77,5)

17 (42,5)

25 (62,5)

9(22,5)

8 (20,0)
27 (67,5)

18 (46,2)

20 (50,0)
20 (51,3)

160,3 (46,2)

129,3 (55,1)
96,5 (39,7)
37,6 (11,1)

IC 95%
0.10-0.90

p

0,704
0,529
0,098
0,088
0,670
0,174
0,669
0,095

0,259

0,185
0,302

0,025

0,571
0,026

0,518

0,521
0,757
0,410

0.032

DE = Desviaci6 Estandard; IMC = Index de Massa Corporal
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*El model final és el resultat d'aplicar un meétode de seleccid per passos comengant amb
el model maxim que inclou totes les variables amb tendéncia a la significaci6 (p<0,1) i
descartant una a una mantenint només les variables que mantenen un valor p<0,05 a

cada iteraci6 (backward stepwise selection).

Es important remarcar que les plaques predominantment hipoecoiques al diplex
presentaven neovascularitzacid6 amb més freqiiencia que les plaques predominantment
hiperecoiques (46,2% vs 9,1% respectivament, p=0,025). Per contra, no es van observar
diferéncies significatives entres les plaques amb estenosis >50% (75,0% presentaven

neovascularitzacio) i les estenosis <50% (59,1% tenien neovascularitzacid) (p=0,204).

En fer l'analisi multivariable es va observar que l'inica variable que s'associava de
manera independent al risc de tenir neovascularitzacio6 a les plaques d'ateroma va ser el
tractament previ amb estatines (OR=0,30 IC95% 0,10-0,90, p=0,032), que es va

comportar com a factor protector.

6.4. Seguiment de la cohort de Barcelona

Els pacients es van seguir durant una mitjana de 12,748,6 mesos. Durant el seguiment
16 pacients van patir almenys una recurréncia d'ictus isquémic (17,6%), a més de vuit
pacients (8,8%) que havien presentat simptomes suggestius d'ictus abans de I'admissio a
I'hospital durant els 15 dies previs i que posteriorment van presentar nous simptomes
compatibles amb recurréncies abans de la inclusi6. En total, per tant, es van
comptabilitzar 24 recurréncies. Del total de les recurréncies, 14 es van considerar AlITs

(incloent les vuit recurréncies previes a l'ingreés) i 10 van resultar en nous infarts
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isquémics evidenciats a la neuroimatge. La majoria dels pacients només van presentar
una recurréncia (66,7%), perd en sis pacients (25,0%) es van registrar dos recurréncies i

en dos pacients (8,3%) fins a tres recurréncies.

A banda de les recurréncies d'ictus isquémic durant el seguiment es van registrar cinc

sindromes coronaries agudes (5,5%).

Finalment, durant el seguiment 17 pacients van morir (18,7%) i en nou la mort es va
atribuir a una causa vascular. La resta es van atribuir a altres causes o no es va arribar a

conéixer el motiu.

A les Figures 12 i 13 es detallen les corbes de supervivencia de Kaplan-Meier per a

recurréncies i mortalitat a la nostra cohort.

100% -

75%

50% -

25%

0%

0 10 20 30 40
Mesos de seguiment

Figura 12: Corba de supervivéncia de Kaplan-Meier per a recurréncies d'ictus isquémic

a la nostra cohort durant el seguiment.
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Figura 13: Corba de supervivencia de Kaplan-Meier per a mortalitat a la nostra cohort

durant el seguiment.

6.5. Associacio entre la inflamacio de les plaques carotidies
mesurada mitjangant PET amb '*FDG i risc de recurréncia d'ictus

isquemic

Per tal de comprovar la hipotesi principal de I'estudi, es va analitzar si els pacients que
havien presentat recurréncies d'ictus isquémic presentaven una major inflamacié de les
plaques d'ateroma carotidies a la PET amb '8FDG a partir dels valors SUV i TBR
maxims a la regié de l'estenosi. Es va realitzar primer una analisi univariable 1 en segon
lloc una analisi multivariable mitjangant regressio logistica per tal de comprovar quines
variables s'associaven de manera independent al risc de recurréncia a la nostra cohort, i
estudiar si existia associacio entre la inflamacio6 i el risc de recurréncia ajustant per

possibles factors de confusio.

147



Dels 24 pacients a qui se'ls hi va diagnosticar una recurréncia d'ictus isqueémic, 19 tenien
una PET valorable feta durant els 15 primers dies d'ingrés. Es va observar que els
pacients que havien presentat una recurréncia d'ictus isquémic tenien més inflamaci6 de
les plaques d'ateroma respecte als que no havien tingut recurréncies (mitjana de
SUVmax = 3,1540,56 g/ml vs. mitjana de SUVmax = 2,55+0,53 g/ml respectivament,
p<0,001); (mitjana de TBRmax = 1,8440,48 vs. mitjana de TBRmax = 1,5140,29
respectivament, p<0,001). Aquesta associacid es va mantenir a l'analisi multivariable
per regressio logistica utilitzant tant el SUV com el TBR maxim de la placa, inclus

després d'ajustar el model pel grau d'estenosi (veure detalls a la Taula 7).

A més a més, es va realitzar una analisi ROC per determinar el punt de tall de SUV i
TBR que millor predeia el risc de recurréncia buscant la maxima especificitat amb una
sensibilitat acceptable. Aquesta aproximacid es va fer tenint en compte que a tots els
pacients amb ictus se'ls hi inicia tractament medic i que el valor afegit que hauria
d'aportar la PET és identificar els que més es beneficiarien d'una intervencid quirurgica,

amb els conseqiients riscos que comporta la cirurgia.

Els punts de tall seleccionats van ser:

e SUV = 3,07 (Sensibilitat 57,89% 1 Especificitat 82,69%)

e TBR = 1,78 (Sensibilitat 57,89% 1 Especificitat 82,69%)

Les corbes de supervivéncia de Kaplan-Meier segons els punts de tall seleccionats es

mostren a les Figures 141 15.
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Taula 7. Predictors del risc de recurréncia d'ictus isquémic durant el seguiment

Analisi univariable

Recurréncia No Recurréncia
(n=24) (n=67) P

Edat, mitjana (DE) 74,6 (8,7) 73,8 (10,3) 0.109
Génere (home), n (%) 17 (70,8) 52 (77,6) 0.506
Tabaquisme actiu, n (%) 5(20,8) 14 (20,9) 0,995
Obesitat (IMC=30), n (%) 3 (12,5) 9(13,4) 0,908
Dieta mediterrania (PREDIMED

21 (87,5%) 57 (86,4) 0,908
>6), n (%)
Exercici regular (PACE>4), n (%) 8 (33,3) 30 (44.,8) 0,329
Hipertensio arterial, n (%) 20 (83,3) 56 (83,6) 0,978
Diabetis, n (%) 14 (58,3) 23 (34,3) 0,040
Dislipémia, n (%) 16 (66,7) 45 (67,6) 0,965
Ictus isquémic previ, n (%) 9(37,5) 11 (16,4) 0,032
Cardiopatia isquémica, n (%) 4 (16,7) 23 (34,3) 0,104
Antiagregaci6 previa, n (%) 12 (50,0) 38 (56,7) 0,570
Estatina prévia, n (%) 17 (70,8) 35(52,2) 0,114

Puntuacio a I'escala Riskometer
. . 26,5 (16,5-43,7) 18,8 (14,3-25,3) 0,008
(risc als 5 anys), mediana (RIQ)

Antecedent de FA, n (%) 7(29,2) 7 (10,5) 0,029
Estenosi carotidia >50%, n (%) 21 (87,5) 36 (53,7) 0,003
SUVmax (g/ml), mitjana (DE) 3,15 (0,56) 2,55 (0,53) <0,001
TBRmax, mitjana (DE) 1,84 (0,48) 1,51 (0,29) <0,001

Analisi multivariable mitjangant regressio logistica

Model 1 OR IC 95% p
SUV maxim (x1g/ml d'increment) 4,75 1,57-14,36 0,006
Estenosi carotidia >50% 6,61 1,29-33,78 0,023
Model 2

TBR maxim (x1 d'increment) 8,09 1,48-44,08 0,016
Estenosi carotidia >50% 7,95 1,58-39,98 0,012

DE= Desviaci6 Estandard; IMC = Index de Massa Corporal; FA = Fibril-laci6 Auricular
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o/ |
100% Log-rank test:
Chi2=7.87; p=0.005
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Figura 14: Corba de supervivencia de Kaplan-Meier per a recurréncies d'ictus

isquémic a la nostra cohort dividint els pacients segons presentessin un SUV maxim a la

placa d'ateroma >3,07g/ml o no.

100%
Log-rank test:
Chi2=6,17; p=0.013
75% -
50% -
25% -
— TBRinferiora 1,78
———— TBRigual o superiora 1,78
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T T
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Figura 15: Corba de supervivéncia de Kaplan-Meier per a recurréncies d'ictus isquémic

a la nostra cohort dividint els pacients segons presentessin un TBR maxim a la placa

d'ateroma >1,78 o no.
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6.6. Analisi conjunta amb dues cohorts independents per validar el

valor pronostic de la PET amb ' FDG

Un cop observada l'associacio entre la inflamacié de les plaques d'ateroma carotidies
mesurada mitjangant PET amb '8FDG i el risc de recurréncia d'ictus isquémic a la nostra
cohort, es va realitzar un estudi multicéntric per a confirmar els resultats en dues cohorts
independents contemporanies anomenades BIOVASC i DUCASS. Aquest estudi es va
fer en col-laboraciéo amb la Neurovascular Clinical Science Unit del Mater University
Hospital de Dublin, liderada pel professor Peter Kelly. Aquest grup va liderar un estudi
prospectiu muticéntric i internacional durant els mateixos anys de reclutament de la
nostra cohort (BIOVASC) i a més, havia estudiat préviament una cohort (DUCASS) de
pacients amb ictus isqueémic i ateroesclerosi carotidia. Ambdoés estudis s'havien fet amb
una metodologia practicament idéntica a la nostra, fet que va permetre ajuntar les dades
individuals dels pacients per a realitzar l'analisi 1 va donar lloc al primer treball

presentat en aquesta tesi.

Per a I'analisi conjunta es va marcar com a objectiu principal estudiar l'associaci6 entre
la inflamaci6 de les plaques d'ateroma carotidies i el risc de recurréncia als 90 dies de
seguiment. La principal variable d'exposicid va ser el SUV maxim de ¥FDG detectat
en els talls axials de la placa vista per PET després de coregistrar les imatges amb
'angioTC per delimitar correctament la superficie de la placa. Per tal de confirmar
l'efecte predictiu independent de la PET respecte el grau d'estenosi carotidia, com a
poblaci6é d'estudi per a l'analisi conjunta es van seleccionar només els pacients amb

estenosi >50% excloent també les oclusions carotidies.
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En total, es van seleccionar 196 pacients amb estenosi carotidia >50% provinents de les
tres cohorts a qui se'ls hi havia practicat una PET amb "8FDG en els 15 dies després de
l'ictus isquémic. La mitjana d'edat va ser de 71,3+£9,8 anys i el 70,9% eren homes. Del
conjunt de pacients, 118 (60,2%) presentaven una estenosi moderada entre el 50 i el
69% 1 78 (39,8%) tenien una estenosi >70%. Es va realitzar tractament de
revascularitzacié carotidia a 107 pacients (54,6%). En el conjunt de la poblaci6 d'estudi
es van registrar 37 (21,5%) recurréncies d'ictus isquémic als 90 dies. La inflamaci6
mesurada amb el SUV maxim detectat a la placa es va associar amb el risc de
recurréncia d'ictus isquémic a les tres cohorts de forma independent i de forma

combinada. Els resultats d'aquesta primera analisi es resumeixen a la Taula 8.

Taula 8: Comparacié de la inflamacié de les plaques carotidies (SUV maxim) entre

pacients que van presentar recurréncies i pacients que no.

No recurréncia  Recurrencia P
BIOVASC SUVnax, mitjana
2,71 (0,58) 3,22 (0,98) 0,009
(n=109) (DE)
DUCASS SUVmax, mitjana
2,81 (0,64) 3,30 (0,76) 0,040
(n=52) (DE)
Barcelona SUVmax, mitjana
2,67 (0,65) 3,18 (0,44) 0,020
(n=35) (DE)
Combinat SUVnax, mitjana
2,73 (0,61) 3,23 (0,76) <0,001
(n=196) (DE)

DE = Desviacid Estandard

No es va observar heterogeneitat entre els tres estudis (Mantel-Haenszel %> p=0,9,

1’=0%) i es va fer 1'analisi conjunta amb dades individuals dels pacients. Es va estudiar
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l'associaci6 entre inflamacio i risc de recurréncia als 90 dies mitjancant una regressié de
riscos proporcionals de Cox i es va observar que cada increment de 1g/ml de SUV
maxim detectat a la placa s'associava amb una Hazard Ratio (HR) de 2,32 (IC 95%
1,53-3,52; p<0,001). Després d'ajustar el model final per edat, génere, gravetat de
l'estenosi carotidia, tractament antiagregant, tractament amb estatina, diabetis mellitus,
hipertensi6 arterial i tabaquisme actiu la HR va ser de 2,19 (IC 95% 1,41-3,39;

p<0,001).

Donat que les tres cohorts incloien recurréncies pre i post PET, es va repetir l'analisi
només tenint en compte les recurréncies ocorregudes després de la PET i el resultat va
demostrar que cada increment de 1g/ml de SUV maxim detectat a la placa s'associava
amb una HR de 4,57 (IC 95% 1,49-13,96; p=0,008), després d'ajustar el model final

pels factors de risc descrits anteriorment.

Finalment es va repetir l'analisi estratificant la poblacid entre els pacients que
presentaven estenosi carotidia moderada 50-69% i els pacients amb estenosi greu >70%.

En el grup d'estenosi moderada cada increment de 1g/ml de SUV maxim detectat a la
placa es va associar amb una HR ajustada de 2,70 (IC 95% 1,28-5,66; p=0,009) i en

el grup d'estenosi greu amb una HR ajustada de 2,12 (IC 95% 1,37-3,29; p<0,001).
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6.7. Desenvolupament d'una escala de risc incloent la inflamacio de
les plaques d'ateroma carotidies i el grau d'estenosi per millorar la

identificacio de pacients amb risc de recurréencia d'ictus

Després de demostrar 'associacid entre la inflamaci6 de les plaques d'ateroma carotidies
mesurada mitjangant PET amb '8FDG i el risc de recurréncia d'ictus isquémic, es va
plantejar el desenvolupament d'una escala de risc que combinés la inflamacié i el grau
d'estenosi carotidia, per tal d'estudiar la implicacio clinica que podria tenir la inflamacié

com a nou marcador de vulnerabilitat.

Per complir aquest objectiu es van agafar els mateixos pacients inclosos en l'analisi
conjunta del primer treball i es van dividir en dos grups: la cohort de derivaci6 (pacients
inclosos a 1'estudi BIOVASC) i la cohort de validacio (pacients dels estudis DUCASS i
Barcelona Plaque Study). En primer lloc, es va realitzar un estudi de regressio de riscos
proporcionals de Cox amb la cohort de derivacid per identificar les variables associades
de forma independent amb el risc de recurréncia d'ictus isquemic als 90 dies de
seguiment. En segon lloc, es va construir una escala de risc basada en les HR
observades en el model de regressio i es va observar la relacio entre l'escala de risc
estratificada per categories i el risc de recurréncia mitjancant una analisi ROC.
Finalment, es va estudiar la validaci6 externa de 1'escala de risc repetint I'analisi amb la

cohort independent de validacio.

El model de regressio de riscos proporcionals de Cox a la cohort de derivaci6 va posar
de manifest que les dues uniques variables associades de forma independent amb el risc
de recurréncia als 90 dies de seguiment eren la inflamacié de les plaques i el grau
d'estenosi. Basant-nos en aquests resultats es va construir una escala de risc amb dues

categories que es va anomenar Symptomatic  Carotid  Atherosclerosis
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Inflammation/Lumen (SCAIL) score 1 que presentava un rang de puntuacié entre 0 1 5

(veure Taula 9).

Taula 9: Puntuacié de les dues categories incloses al SCAIL score, construida a partir

dels resultats de 'analisi de regressié de Cox a la cohort de derivacid

Categoria SCAIL Mesura Puntuaci6 SCAIL
SUVmax (g/ml) <2 0

2-2,99 1

3-3,99 2

>4 3
Grau d'estenosi (%) <50 0

50 -69 1

>70 2

SUV = Standardized Uptake Value

A la cohort de derivacid cap pacient amb una puntuacié SCAIL de 0 o 1 va presentar
recurréncies mentre que tots els pacients amb una puntuacié de 5 van presentar almenys
una recurréncia d'ictus isquémic. En l'analisi per regressiéo de Cox es va observar que un
increment d'un punt a l'escala SCAIL s'associava a una HR de 2,4 (IC 95% 1,20-4,50,
p=0,010), després d'ajustar per edat, génere, hipertensié arterial, diabetis mellitus,

tabaquisme actiu i tractament previ amb antiagregacio i/o estatines.

De la mateixa manera es va observar que el poder predictiu de l'escala SCAIL es
mantenia a la cohort de validaci6 amb una HR per cada increment d'un punt de 2,9

IC 95% 1,90-5,00, p<0,001).

Finalment, en no haver-hi heterogeneitat entre estudis es va estudiar la capacitat

predictiva de l'escala SCAIL ajuntant les tres cohorts (n=196) i es va observar que
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puntuacions de baix risc (0, 1) s'associaven amb un risc de recurréncia del 0% (IC 95%
0 - 18,5%) mentre que en puntuacions de risc moderat (2, 3) era del 18% (IC 95% 11,7 -
25,7%) 1 en puntuacions d'alt risc (4, 5) era del 51,9% (IC 95% 32 - 71,3%). A l'analisi
ROC es va observar que una puntuacidé >4 tenia un 90% d'especificitat per predir
pacients que tindrien una recurréncia precog. A més, es va observar que la capacitat
predictiva de l'escala SCAIL per recurréncies post-PET assolia una AUC de 0,82 en

comparacio al grau d'estenosi que de forma aillada presentava una AUC de 0,63.

L'associaci6 entre la puntuaci6 a l'escala SCAIL i el risc de recurréncia es va mantenir
en les analisis secundaries que es van fer en el segon treball presentat en aquesta tesi:
només agafant recurréncies ocorregudes després de la realitzacié de la PET i tenint en

compte només la poblacié considerada de risc moderat (estenosis <70%).

6.8. Associacio entre la neovascularitzacio de les plaques carotidies

mesurada mitjancant CEUS i risc de recurrencia d'ictus isquemic

En el tercer treball es va estudiar si la neovascularitzacié de les plaques d'ateroma
carotidies detectada mitjangant CEUS estava associada també amb el risc de recurréncia
d'ictus isquémic durant el seguiment. A diferéncia dels dos treballs anteriors, per a

aquest tercer treball es va comptar només amb les dades de la cohort de Barcelona.

Del conjunt de pacients inclosos a l'estudi, es van poder analitzar 78 estudis CEUS. En
aquest grup hi havia 29 pacients (37,2%) amb estenosis <50%, 12 (15,4%) amb
estenosis entre el 50 i el 69%, 28 (35,8%) amb estenosis entre el 70 i el 99% i nou

(11,5%) amb oclusi6 de la carotida. Una primera observacié important va ser que dels
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78 estudis, només 50 (64,1%) eren valids per a la valoracié de la neovascularitzacio,

principalment a causa de les ombres calciques que presentaven algunes de les plaques.

Es van registrar 10 recurréncies d'ictus isquémic (20%) en el subgrup de 50 pacients
amb CEUS valorable amb una mediana de seguiment de 14,1 mesos (RIQ 9,5-19,6).
Totes les recurréncies van succeir en el mateix hemisferi que l'ictus previ. Set
recurréncies van ocorrer en el grup de pacients amb una estenosi >70% (quatre de les
quals van passar abans que es pogués fer un tractament de revascularitzacié ja indicat),

dos en pacients amb una estenosi 50-69% i només una en un pacient amb una estenosi

<50%.

Per graus de neovascularitzacio, el risc de recurréncia va ser del 0% en pacients amb
grau 0 (abséncia de neovascularitzacio), 20,0% en pacients amb grau 1 (neovasos
presents prop de l'adventicia o en els extrems de la placa) i 33,3% en pacients amb grau

2 (neovascularitzacio6 difusa a tota la placa).

En l'analisi multivariable mitjangant regressi6 de riscos proporcionals de Cox la
neovascularitzaci6 de les plaques d'ateroma carotidies va ser 1"inica variable associada
de forma independent al risc de presentar una recurréncia d'ictus isquémic durant el
seguiment. Aquesta associacié es va mantenir fins i tot després d'ajustar pel grau
d'estenosi 1 tant mesurant la neovascularitzacio de forma quantitativa mitjangant la
mitjana de decibels de les corbes temps-intensitat com de forma categorica mitjangant

graus de neovascularitzacio.

Els resultats dels models finals de 1'analisi multivariable es presenten a la Taula 10.
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Taula 10: Analisi multivariable mitjancant regressi6 de Cox de predictors de

recurréncia d'ictus isquémic ajustat pel grau d'estenosi carotidia.

Model 1 (neovascularitzacio mesurada per categories)

HR IC 95% p
Neovascularitzacid
. 6,57 1,66 - 26,01 0,007
difusa (grau 2)
Estenosi >70% 2,60 0,66 - 10,25 0,172

Model 2 (neovascularitzacio mesurada quantitativament per corbes intensitat-temps)
HR IC 95% p
Mitjana de decibels
. 1,03 1,01 - 1,06 0,018
(x1 dB d'increment)

Estenosi 270% 3,36 0,82 - 13,72 0,092

HR = Hazard Ratio; IC = Interval de Confian¢a; dB = Decibel

6.9. Associacio entre la inflamacio de les plaques d'ateroma

carotidies i la presencia de neovascularitzacio al seu interior

Finalment, donat que el fenomen de neovascularitzacié de les plaques esta molt lligat a
la preséncia d'inflamacid, es va analitzar si els dos marcadors estudiats (el CEUS i la
PET) estaven relacionats entre si. Per fer aquesta ultima analisi es va partir de la mostra
de 50 pacients que tenien un CEUS valorable per a l'estudi de neovascularitzacio i es va
comprovar que tots tenien una PET de carotides amb '®FDG feta amb una diferéncia de
menys de 15 dies entre les dues proves. En aquesta ultima part de l'estudi, per fer
l'analisi estadistica, es va utilitzar una prova no parameétrica per a la comparacid
univariable (suma de rangs de Wilcoxon) ja que la distribuci6 dels valors SUV i TBR es

desviava lleugerament de la normalitat quan només s'agafaven aquests 50 pacients. Per
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a l'analisi multivariable es va realitzar una transformacio logaritmica de les variables

SUV i TBR per aproximar-se a la normalitat.

En primer lloc es va observar que els pacients que presentaven neovascularitzacid a
l'interior de la placa tenien valors més elevats tant de SUV (mediana de SUV=2,74 [RIQ
2,39-3,27] vs. mediana de SUV=2,39 [RIQ 2,21-2,47]; p=0,006) com de TBR (mediana
de TBR=1,56 [RIQ 1,31-1,88] vs. mediana de TBR=1,38[RIQ 1,27-1,70]; p=0,117),

malgrat només amb SUV la diferéncia era estadisticament significativa.

En segon lloc es va fer una analisi multivariable per veure si aquesta associaci6 entre la
presencia de neovascularitzaci6é i el SUV maxim de la placa era independent d'altres
variables que s'’havien associat al risc d'inflamacié com l'obesitat o el grau d’estenosi

carotidia (veure Taules 4 1 5). Els resultats es presenten a la Taula 11.

Taula 11. Analisi multivariable per regressio lineal de les variables associades amb els
nivells d'inflamacié6 (SUV maxim) de les plaques d'ateroma incloent la

presencia/abséncia de neovascularitzacio.

Model 1 Coeficient IC 95% Coef. Beta p
Beta estandarditzat

Preséncia de neovascularitzacid 0,060 0,014-0,106 0,324 0,011
Obesitat (IMC=30) 0,092 0,032-0,152 0,375 0,003
Estenosi carotidia >50% 0,035 -0,078-0,078 0,204 0,106
Model 2

Preséncia de neovascularitzacid 0,057 0,010-0,103 0,295 0,018
Perimetre abdominal (cm) 0,004 0,002- 0,007 0,510 <0,001
Estenosi carotidia >50% 0,038 -0,004- 0,081 0,216 0,077

*Es van realitzar dos models diferents per evitar la col-linealitat existent entre les

variables obesitat i perimetre abdominal.
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Finalment, es van classificar els pacients segons presentaven valors de SUV >3,07g/ml
o no (punt de tall que en la nostra cohort predeia amb un 82,7% d'especificitat el risc de
recurréncia d'ictus isquémic) i es va observar que 13 pacients (26% de la mostra)
presentaven plaques inflamades per sobre aquest llindar. En comparar els dos grups es
va observar que 12 (92,3%) pacients presentaven neovascularitzacié vs. només un
(7,7%) en qué no s’havien detectat neovasos (p=0,041). Es va realitzar una analisi ROC
per veure la capacitat predictiva de la neovascularitzacié i es va observar que detectar
neovasos amb el CEUS tenia una sensibilitat del 92,3% per predir la preséncia
d’inflamacio6 greu (SUV >3,07g/ml) a les plaques d’ateroma carotidies a expenses d’una

baixa especificitat de només el 37,8% i d’una AUC relativament petita de 0,65.
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7. Resum global de la discussio
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En aquesta tesi doctoral hem estudiat el valor prondstic de dos nous marcadors d'imatge
que permeten valorar la vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies in vivo, en una
cohort prospectiva de pacients amb un ictus isquémic recent i ateroesclerosi carotidia.
El principal resultat del treball és que tant la inflamacié de les plaques mesurada
mitjangant PET amb '8FDG com la neovascularitzacié detectada mitjangant CEUS,
s'associen de forma independent al risc de recurréncia d'ictus isquémic. A més, el nostre
treball proposa una nova escala pronostica que utilitza la informaci6é derivada de la
inflamaci6 1 el grau d'estenosi carotidia per identificar de forma més precisa quins
pacients tenen més risc de recurréncia a la practica clinica. Finalment, el nostre estudi
tamb¢ aporta coneixement sobre quines variables expliquen el fenomen de la inflamacio

1 la neovascularitzacid de 'ateroesclerosi carotidia.

La inflamaci6 contribueix de manera significativa a la progressio i al risc de ruptura de
l'ateroesclerosi. Diversos estudis han demostrat que marcadors plasmatics
proinflamatoris com la PCR o polimorfismes geneétics relacionats amb la inflamacio
s'associen amb la progressié de les malalties vasculars relacionades amb 1'ateroesclerosi
(54,80-82). Fins fa pocs anys, la informacié que es tenia sobre l'associacid entre la
inflamaci6 i el risc vascular tenia un caracter essencialment retrospectiu (83). No
obstant, la publicacié I'any 2017 de l'assaig clinic CANTOS (58), en el qual es va
demostrar el benefici del bloqueig de la interleucina-13 en malalts amb malaltia

coronaria i nivells elevats de PCR, va suposar una primera demostracié important
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d'aquesta associacidé en un assaig clinic i a més, va obrir la porta a canviar I'enfoc
terapeutic que s'ha fet classicament de les malalties vasculars. Més recentment, la
publicacio de l'assaig clinic COLCOT (84), en el qual s'ha vist que en pacients amb una
sindrome coronaria aguda recent el tractament amb dosis baixes de colquicina
aconsegueix reduir de forma significativa l'aparicié de noves sindromes vasculars
durant el seguiment (entre les quals l'ictus isquémic), aporta encara més evideéncia que
el tractament immunomodulador en alguns pacients podria tenir un efecte beneficids en
la prevencié de les malalties vasculars. Actualment esta en marxa l'assaig clinic
CONVINCE en el que es pretén estudiar l'efecte preventiu de la colquicina afegida al
tractament antitrombotic especificament en pacients que han patit un ictus isquémic
(59). Els nostres resultats, malgrat ser un estudi observacional, van en la mateixa linia i
contribueixen encara més a recolzar la hipotesi que la inflamacié juga un paper

determinant en el prondstic de les malaltia vasculars relacionades amb I'ateroesclerosi.

La captacio de "FDG que s'observa a les plaques d'ateroma de les carotides mitjangant
la PET, correlaciona bé amb la densitat de macrofags observada posteriorment en
l'analisi histopatologica en models animals i1 en plaques humanes extretes
quirargicament (85-87). Una major captacio de '3FDG a la PET s'ha associat amb
marcadors coneguts d'inflamaci6 i vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies com
son els nivells de citocines proinflamatories circulants, la deteccié de microembolies
mitjancant Doppler transcranial o caracteristiques morfologiques d'inestabilitat de les
plaques (88-91). En estudis retrospectius de pacients a qui se'ls hi va practicar una PET
amb *FDG per a estudi de cancer, la captacié aortica de '®FDG es va relacionar amb el
risc de sindromes vasculars durant el seguiment de forma independent als factors de risc
vascular coneguts (92,93). No obstant, fins ara era molt poca I'evidéncia publicada sobre

l'associacio entre la captacio de '*FDG i el risc de recurréncia precog d'ictus isquémic en
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pacients amb estenosi carotidia. Per aquest motiu, els resultats presentats en la primera

part del nostre treball son innovadors i importants des de diversos punts de vista.

En primer lloc, confirmen els resultats de 1'inic estudi pilot publicat fins ara que havia
apuntat al potencial paper de la PET amb '8FDG a I'hora d'identificar pacients amb ictus
isquémic 1 estenosi carotidia >50% que presenten un alt risc de recurréncia (64). El
nostre estudi confirma els resultats publicats amb el valor afegit d'haver-ho fet de forma
independent en tres cohorts diferents i després d'una analisi conjunta que ha aconseguit
agrupar una poblacié de 196 pacients amb PET de carotida. Aquest augment de la
mostra ha permes realitzar models de regressio multivariables ajustats per multiples
factors de risc vascular coneguts, per evitar confusié. A més, segons les analisis ROC
s'han pogut establir alguns punts de tall que permeten predir amb relativa bona
sensibilitat 1 especificitat els pacients que patiran una recurréncia durant el seguiment.
Aquesta analisi es va realitzar a la cohort conjunta i també especificament a la nostra
cohort de Barcelona per separat. De fet a la nostra cohort vam establir dos punts de tall
amb una sensibilitat propera al 60%, perd que destacaven sobretot per tenir una
especificitat del 82,7%: un SUV maxim >3,07g/ml i un TBR maxim >1,78. Aquesta
aproximacié es va fer tenint en compte que a tots els pacients amb ictus se'ls hi inicia
tractament meédic i que el valor afegit que hauria d'aportar la PET ¢és identificar els que
més es beneficiaran d'una intervencié quirdrgica, amb els conseqlients riscos que

comporta la cirurgia.

En segon lloc, per primera vegada hem demostrat que la captacio de 'SFDG s'associa de
manera independent amb el risc de recurréncia d'ictus isquemic després de la PET
(sense tenir en compte les recurréncies previes a la realitzacié de la prova). Aquesta
observacid és important, perqué apunta a que la inflamacié mesurada en el moment de

la PET esta relacionada amb un estat d'inestabilitat de la placa, més que no pas amb
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l'estat inflamatori que es genera després d'un ictus isquémic (94). A més, augmenta
clarament el potencial valor pronostic de la PET de carotida a la practica clinica

habitual.

En tercer lloc, cal destacar que en el nostre treball I'associacid entre la captacio de
BFDG al PET i el risc de recurréncia es manté també en el subgrup de pacients amb una
estenosi carotidia moderada (50-69%). Aix0 és rellevant perqué en aquest grup de
pacients l'eficacia del tractament de revascularitzacio de la carotida demostrada en els
assaigs clinics va ser clarament inferior a les estenosis de més del 70% (23). De fet, les
guies de prevencid secundaria actuals de l'ictus recomanen seleccionar acuradament els
pacients amb més risc de recurréncia de cara a plantejar la revascularitzaci6 en estenosis
moderades (35). En aquest sentit, la PET amb ®FDG podria ajudar a identificar els
pacients amb més alt risc de recurréncia dins d'aquest grup i per tant, ajudaria a

identificar millor els pacients que es beneficien de revascularitzaci6 carotidia.

Finalment, aquesta primera part del nostre estudi és important perqueé aporta nova
informacié relacionada amb el paper desestabilitzador de la inflamacié en
l'ateroesclerosi. Malgrat el nostre estudi no estableix clarament una relaci6 causal, si
que recolza la hipotesi que la inflamacio de les plaques ¢és un factor clau en el procés de

ruptura d'una placa i per tant en el desencadenament d'una sindrome vascular.
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7.2. Desenvolupament d'una escala de risc d'ictus isquemic

incorporant la informacié de la PET amb 'SFDG

Un altre punt a destacar del nostre estudi €s el desenvolupament d'una escala de risc de
recurréncia d'ictus isquémic en pacients amb estenosi carotidia que incorpora la
informacio de la PET amb "*FDG. En base als resultats obtinguts en el primer treball,
vam construir una escala de risc senzilla anomenada SCAIL que inclou els dos items
que en la nostra cohort més s'associaven al risc de recurréncia d'ictus: la inflamacio de
la placa (SUV maxim) i el grau d'estenosi carotidia. El desenvolupament d'aquesta

escala és important per diversos motius.

En primer lloc, hem observat que en incorporar la informacio derivada de la inflamacio
de la placa juntament al grau d'estenosi carotidia, en una Unica escala de risc,
aconseguim identificar els pacients amb més alt risc de recurréncia d'ictus. Es la primera
vegada que una escala de risc vascular incorpora informacio relacionada amb un procés
fisiopatologic com és la inflamacid. Fins ara, l'estratificacio del risc de recurréncia en

ateroesclerosi carotidia sempre s'havia fet per criteris morfologics.

En segon lloc, en categoritzar 1'escala SCAIL en baix risc (0, 1), risc moderat (2, 3) i alt
risc (4, 5), vam observar que el poder de discriminaci6 dels pacients amb risc de
recurréncia preco¢ era bo i que en els casos amb puntuacions més >4, l'especificitat
arribava fins al 90% a l'hora de predir una recurréncia d'ictus isquémic. Aixo ¢és
rellevant ja que la revascularitzacio carotidia és un procediment complex amb un alt risc
de complicacions i per tant, és important disposar de marcadors molt especifics a la
practica clinica que ens identifiquin inequivocament aquells pacients de més risc als

quals val la pena sotmetre a la intervencio.
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També cal destacar que el valor predictiu de I'escala SCAIL en el nostre estudi es va
mantenir tant per les recurréncies totals (pre i post PET), com quan només vam tenir en
compte les recurréncies posteriors a la realitzacio de la prova. Demostrar aixo era
important de cara a contemplar el valor prondstic que podria tenir la PET de carotida a
la practica clinica habitual. Cal subratllar que els resultats van ser consistents en
analitzar només les recurréncies prévies als tractaments de revascularitzacié. Es una
observaci6 important, ja que ens indica que els nostres resultats no estaven influenciats

o emmascarats pels ictus peri-procediment.

Finalment, d'aquest segon treball cal destacar que I'escala SCAIL aconsegueix
identificar pacients amb alt risc de recurréncia dins del grup de pacients amb estenosi
carotidia moderada (50-69%). Com s'ha comentat abans, aix0 és especialment rellevant
ja que en aquest grup l'eficacia demostrada dels tractaments de revascularitzacio és
inferior 1 per tant, la incorporaci6 de la PET en la valoracié prondstica podria ajudar a

identificar els pacients amb més risc de recurréncia.

De fet, les estenosis moderades no son 1Minic subgrup de pacients en que el benefici de
la revascularitzacio va ser menys evident en els assaigs clinics. Tampoc estar igual de
ben establert en amaurosis monoculars, pacients joves de menys de 65 anys, en dones o
pacients en qué la cronologia dels simptomes supera els 15 dies (22,23). Per aixo en
aquests grups les guies de prevencid secundaria recomanen seleccionar els pacients amb
més risc abans de plantejar la revascularitzaci6 i 1'escala SCAIL podria contribuir en
aquesta selecci6. Desafortunadament, en el nostre estudi no vam tenir suficient mostra
per analitzar aquests subgrups per separat i sera necessari dissenyar nous estudis per

comprovar el potencial predictiu de 1'escala en aquests pacients.
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7.3. Neovascularitzacio de les plaques d'ateroma carotidies detectada

mitjancant CEUS i risc de recurrencia d'ictus isquemic.

La neovascularitzacio és un altre dels factors clau en la desestabilitzacié de les plaques
d'ateroma carotidies (25). La formacio de nous vasos des de l'adventicia esta estretament
relacionada amb la inflamaci6 i amb la secrecid de citocines angiogéniques per part de
les cel-lules inflamatories de la placa (95). De fet, un estudi previ va demostrar una
estreta relacid entre la deteccid de neovascularitzacid a les plaques i la captacid de
BFDG a la PET (96). El CEUS permet la deteccié d'aquesta neovascularitzacio in vivo,
pero fins ara, el significat clinic de la seva deteccio a l'interior de les plaques carotidies
era incert. Fins fa poc temps, el potencial s de la neovascularitzacio detectada
mitjancant CEUS com a marcador d'inestabilitat es basava només en estudis
retrospectius i amb pocs pacients (68,70). En aquest context, el nostre treball aporta
nova informaci6 sobre la relacio entre la neovascularitzaci6é detectada amb CEUS 1 el

risc de recurréncia d'ictus isquémic en pacients amb ateroesclerosi carotidia.

Per una banda, el nostre estudi confirma els resultats de fins ara 1"inic estudi pilot que
havia investigat de manera prospectiva el valor pronostic del CEUS en una cohort de
pacients amb ictus isqueémic recent (73). Els nostres resultats van en la mateixa direccio
i aporten informaciéo molt rellevant en realitzar una analisi multivariable mitjangant
regressio de riscos proporcionals de Cox i ajustant el model final pel grau d'estenosi,

cosa que no s'havia fet en I'estudi pilot.

En segon lloc, hem observat que la neovascularitzacio detectada mitjangant CEUS
aporta informacié pronostica de manera independent i complementaria al grau
d'estenosi. Per tant, el CEUS podria ajudar en un futur a la classificaci6é dels ictus

isquémics identificant aquelles plaques vulnerables probablement implicades en el
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mecanisme de l'ictus. Aixo és important perque les dues classificacions etiologiques de
l'ictus que s'utilitzen actualment (7,10), classifiquen els ictus com a indeterminats tant
quan les plaques carotidies presenten una estenosi <50% o quan hi ha una estenosi
>50% 1 una altra etiologia concomitant. No obstant, cada cop hi ha més evidéncia que
plaques amb estenosi <50% poden ser altament inestables i ser la causa d'un ictus
isquémic a partir d'embolismes arterio-arterials (36,97-99). En el nostre estudi, malgrat
la detecci6 de neovascularitzacié va ser més freqiient en plaques amb estenosis >50%,
també es van detectar neovasos en plaques <50%. Presumiblement, aquestes plaques
eren vulnerables i podrien haver contribuit al mecanisme patogeénic de l'ictus en

abséncia d'una etiologia alternativa.

En tercer lloc, els nostres resultats suposen una prova de concepte de que la
neovascularitzacid de les plaques és un factor de risc d'ictus isquémic en pacients amb
ateroesclerosi carotidia. Si sumem aquesta observacidé amb la informacié comentada en
la primera part del treball, i tenint en compte l'estreta relacid6 que guarden ambdos
fenomens, podem afirmar que el continu inflamacid-neovascularitzacié és critic per la
vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies 1 suggereix possibles noves dianes
terapéutiques. Es probable que antagonitzar determinats passos del procés inflamacio-
neovascularitzacié pugui tenir importants beneficis en la prevencié de noves sindromes

vasculars en determinats pacients, com ja s'ha comentat anteriorment.

Finalment, el nostre estudi aporta informacié important sobre la possible utilitat del
CEUS a la practica clinica per detectar neovascularitzaci6. Actualment, aquesta no és
I"inica técnica que permet detectar aquest fenomen a les plaques carotidies i n'hi ha
d'altres, com la RM d'alta resoluci6 amb gadolini, que també permeten la seva deteccid
(100). No obstant, el CEUS presenta algunes avantatges importants com el seu cost

reduit, l'alta disponibilitat d'aparells d'ecografia a la majoria de centres hospitalaris i la
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rapidesa de la prova. Malgrat tot, el nostre estudi posa de manifest una limitacid
intrinseca de la prova que és molt rellevant: 1'alta sensibilitat a les ombres acustiques
provocades pel calci. Tot i ser una limitacié coneguda (74), en el nostre estudi hem
observat que un de cada quatre CEUS no ¢és valorable a causa d'aquest fenomen. Aixo
inevitablement situa el CEUS com una eina diagnostica 1util per valorar la

neovascularitzacid perd només en plaques carotidies no massa calcificades.

7.4. Factors de risc i altres variables associades amb la inflamacio i

la neovascularitzacio de les plaques

En aquesta tesi doctoral, un dels objectius secundaris era la recollida sistematitzada de
factors de risc vascular i altres antecedents dels pacients inclosos a la cohort, aixi com
de les seves variables morfomeétriques i habits de vida, per tal de veure quins factors
s'associaven amb els dos fenomens estudiats: la inflamaci6 i la neovascularitzacié de les

plaques d'ateroma.

Pel que fa a la inflamacié de les plaques mesurada mitjangant PET amb FDG vam
observar que tant I'obesitat com tenir un major grau d'estenosi carotidia s'associaven de
forma independent amb el SUV maxim detectat en la PET. Es ben conegut que 'obesitat
¢s un factor de risc vascular fortament associat amb l'ateroesclerosi (101). L'obesitat
genera un estat proinflamatori a tot l'organisme que pot afectar directament a les plaques
d'ateroma (102). De fet l'ateroesclerosi i l'obesitat comparteixen importants vies
metaboliques relacionades amb la inflamacié (101,103). Aixd explicaria l'associacio
observada en el nostre estudi. La importancia d'aquesta observaci6 té basicament dues

vessants. Per una banda suposa una prova de concepte que l'estat proinflamatori de
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l'obesitat afecta directament la vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies. Per
altra banda, I'obesitat és un factor de risc modificable en la majoria dels casos i per tant,
la perdua de pes podria ser una potencial diana terapeutica per contrarestar el fenomen

de la inflamacio de l'ateroesclerosi.

El grau d'estenosi de les plaques d'ateroma carotidies també es va associar de forma
independent al risc de presentar una major inflamacid. Les plaques que presentaven una
estenosi >50% presentaven valors més elevats de SUV que les plaques amb estenosi
<50%. L'ateroesclerosi és un procés dinamic que passa per multiples fases, perd el
fenomen que més contribueix al creixement d'una placa és la inflamaci6 (48,104). Les
cel-lules inflamatories, majoritariament macrofags, s'acumulen a les plaques amb
l'objectiu d'eliminar la LDL de I'espai extracel-lular. A la vegada, com a conseqiiéncia
d'aquesta inflamacid, existeix una proliferaci6 de fibroblasts i c¢l-lules musculars llises
a l'interior de la placa (52,105). Tot aquest augment de cel-lules es tradueix en un
augment important del metabolisme glucidic i per tant, en el context d'una PET, en una
major captacio de 'SFDG. Per tot plegat, l'observacio del nostre estudi queda justificada
tenint en compte que la progressiva acumulacié de cel-lules inflamatories contribueix al
creixement de l'estenosi de la placa a la vegada que explica una major captacidé de
BFDG a la PET. Malgrat aquesta és una observacié logica i que de forma general les
plaques amb més estenosi presenten major inflamacid, €s important remarcar que
algunes plaques <50% presentaven valors de SUV maxim igual o major a plaques
critiques amb estenosi >70%. Tot 1 ser una excepcid, aquesta observacié apunta a que €s
possible trobar plaques <50% altament vulnerables, que en abséncia d'una altra

etiologia, podrien ser la causa de 1'ictus.

Pel que fa a la neovascularitzacié detectada mitjancant CEUS, van ser també dues les

variables que van mostrar una associacio estadisticament significativa amb el risc de

172



presentar neovasos a l'interior de les plaques: l'aspecte hipoecoic de la placa a
l'ecografia i el tractament previ amb estatines. L'aspecte hipoecoic €s un conegut factor
de vulnerabilitat de les plaques d'ateroma carotidies, ja que es relaciona amb
l'acumulacié de cél-lules inflamatories i/o amb la preséncia d'hemorragies a l'interior de
les plaques (106,107). Tant l'acumulacié de cel-lules com les hemorragies intraplaca
suposen una acumulaci6 de molecules d'aigua al seu interior, que és el que acaba
conferint l'aspecte hipoecoic quan s'explora la placa amb ecografia. Aquests dos
fendomens estan relacionats amb la neovascularitzacié des de dos punts de vista. Per una
banda l'acumulacié de cel-lules inflamatories condueix a la secrecid de citocines
angiogeniques que son la causa del creixement de neovasos des de 'adventicia. Per altra
banda, les hemorragies intraplaca sén una conseqiiéncia directa de la fragil estructura
dels neovasos (108). Per tant, és plausible pensar que les plaques més hipoecoiques
tindran més freqiientment preséncia de neovascularitzacié quan les explorem amb

CEUS.

Finalment, en el nostre estudi 1'is previ d'estatines es va associar de manera independent
al risc de presentar neovascularitzacié6 al CEUS en un sentit protector. De fet en fer
l'analisi multivariable mitjangant regressio logistica va ser 1'inica variable que va
mostrar una associaci6 independent en el model final. Una possible explicacié d'aquest
fenomen seria que les estatines en baixar la LDL circulant disminueix la quantitat de
LDL que arriba a les plaques i per tant de manera indirecta redueix la inflamacié (a
menor concentracié de LDL a la placa menor reclutament de cel-lules inflamatories)
(109). No obstant, una altra possible explicacido €s que les estatines tenen un efecte
pleotropic i redueixen l'estat inflamatori actuant sobre diversos receptors com els toll-
like receptors (110). D'aquesta manera les estatines tindrien un efecte antiinflamatori

que justificaria aquesta troballa en el nostre estudi.
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7.5. Possible uis complementari d'ambdues tecniques

Finalment, en el nostre estudi hem demostrat que els dos marcadors de vulnerabilitat
estudiats (la PET 1 el CEUS) estan relacionats. Hem observat que les plaques d'ateroma
carotidies que presenten neovascularitzacid al seu interior detectada mitjangant CEUS,
presenten també més inflamacio a la PET amb '8 FDG. Aquesta observacio és important
per una banda, perqué €s una prova de concepte sobre l'associacié que han apuntat
diversos estudis previs entre la inflamacio i el fenomen de neovascularitzacidé a
’ateroesclerosi. Per altra banda, perque dona una idea sobre 1'is complementari que es
podria fer d'ambdues técniques a la practica clinica diaria, per salvar les limitacions que

presenta cada una.

La PET amb 8FDG presenta algunes avantatges evidents respecte el CEUS. En primer
lloc, I'adquisicid dels valors SUV 1 TBR no es veuen alterats per la preséncia de calci a
la placa. En segon lloc, permet detectar i mesurar la inflamacié de multiples plaques
d'ateroma al mateix temps, tant en els eixos carotidis com en altres localitzacions com
l'aorta o les artéries subclavies, que son inaccessibles al duplex. En tercer lloc,
l'adquisicio de les imatges no ¢és operador depenent i la lectura dels valors SUV i TBR
es pot fer automatitzada mitjangant els programes informatics de lectura d'imatges. No
obstant, la prova en si presenta quatre grans limitacions que cal tenir en compte: 1) La
primera i més important és el seu preu. Actualment, tenint en compte el radiofarmac
("*FDGQG), el temps d'us de la maquina PET, el personal técnic necessari per fer la prova i
el temps que requereix l'analisi de les imatges, fa que el preu per prova ascendeixi a
gairebé 1000€ per PET; 2) La seva disponibilitat és limitada. No tots els centres
hospitalaris disposen de Servei de Medicina Nuclear i a més l'analisi de la inflamacio de

les carotides requereix certa expertesa perqué cal condixer bé l'anatomia a l'hora de
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fusionar les imatges TC amb les del PET i evitar incloure en el ROI estructures veines a
la carotida que tenen captacié de '®FDG com per exemple la musculatura cervical; 3) La
durada de la prova és llarga. Si sumem la preparacid del pacient, I'administracio del
radiofarmac, l'espera perque el tragador es distribueixi per tot el cos i I'adquisicio de la
imatge, el temps oscil-la entre els 90 i els 120 minuts per prova; 4) La PET utilitza
radiacié ionitzant. Malgrat l'exposicid en sieverts (Sv) és similar a la d'una TC
abdominal, es fa dificil imaginar el seu s per monitoritzar l'estat inflamatori de les
plaques d'ateroma, perqué aixo suposaria fer PETs de control i sotmetre els pacients a

radiacio cada vegada.

Per la seva banda el CEUS presenta algunes avantatges importants que contraresten les
limitacions de la PET. En primer lloc el seu preu és molt més reduit i la seva
disponibilitat molt més amplia, donat que a la majoria de centres hospitalaris es disposa
d’aparells per a realitzar diplex de troncs supraaortics. A més, la durada de la prova és
curta (aproximadament 15 minuts tenint en compte 1’exploracié en mode B, en color i
finalment amb contrast) i no utilitza radiaci6 ionitzant. Malauradament, com s’ha
comentat anteriorment, la técnica és molt susceptible a les ombres calciques i en el
nostre estudi una de cada quatre exploracions no va ser valorable per aquest motiu. A
més, la técnica és operador-depenent i requereix certa expertesa a 1’hora d’interpretar
les imatges (malgrat en el nostre estudi el coeficient Kappa entre avaluadors va ser bo).
També cal tenir en compte que el contrast ultrasonografic esta contraindicat en casos de
malaltia coronaria o vascular cerebral inestable. Per tant, s’hauria d’evitar el seu s en
casos de pacients amb ictus isquémic agut i simptomes fluctuants o progressius.
Finalment, cal destacar que a diferéncia de la PET que vam poder demostrar la seva
capacitat per a predir recurréncies en tres cohorts de manera independent i que es va

oder validar la seva capacitat predictiva en un namero elevat de pacients, 1’associacid
p p p p )
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entre la neovascularitzacid detectada mitjangant CEUS 1 el risc de recurréncia s’ha

estudiat en una mostra més reduida de pacients.

Tenint en compte els pros i contres de cada técnica, una opcid seria utilitzar els dos
marcadors de forma complementaria. Donat que el diplex s’utilitza ja actualment de
forma rutinaria per fer el cribratge d’estenosis carotidies, aquesta hauria de ser la
primera prova a realitzar. En situacions cliniques controvertides (com per exemple en el
cas d’una dona amb una estenosi moderada o una amaurosi fugag monocular), després
de I’estudi en mode B i en color, es procediria a la realitzaciéo del CEUS per determinar
la preséncia o no de neovascularitzacidé a ’interior de la placa. Com hem vist en el
nostre estudi, la preséncia de neovascularitzaci6 és un marcador poc especific, perdo molt
sensible a I’hora de predir quines plaques estan més inflamades. Per tant, el CEUS ens
podria servir per fer un cribratge inicial en casos controvertits i només en casos no
valorables o que presenten neovascularitzacio, es valoraria la realitzaci6 d'una PET de
carotides amb '®FDG. No obstant, abans d'aplicar-se a la practica clinica aquest enfoc

diagnostic, caldria demostrar la seva utilitat en futurs estudis prospectius.

7.6. Limitacions de l'estudi

L’estudi presentat en aquesta tesi doctoral té algunes limitacions que cal mencionar. En
primer lloc, la mostra de pacients inclosos va ser relativament petita. En el cas de la
PET, els resultats es van poder validar en dues cohorts independents i com que no hi
havia heterogeneitat entre estudis es va poder fer una analisi conjunta incrementant
significativament la mostra. No obstant, malgrat 1'analisi conjunta representa la serie

publicada més gran de pacients amb PET de carotides, aquesta mostra va ser insuficient
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per fer algunes analisis de subgrups que haguessin tingut especial interés com per
exemple: la capacitat predictiva del PET només en dones o en estenosis <50%. Per altra
banda, en el cas del CEUS només es va comptar amb la mostra de Barcelona. A més, en
no ser valorables un de cada quatre CEUS per les ombres calciques, l'estudi sobre
l'associacié entre la neovascularitzacié i el risc de recurréncia es va fer només amb 50
pacients. Aixo fa que el risc que no haguem controlat algun factor de confusid, és

elevat.

En segon lloc, les proves de l'estudi es realitzaven dins dels 15 dies després de la
inclusid 1 aixo va suposar perdre alguns pacients que van ser sotmesos a procediments
de revascularitzacid emergents abans de que es poguessin realitzar. Aixo també inclou
pacients que en la fase aguda de l'ictus van rebre tractament endovascular i a qui se'ls hi
va col-locar un stent a la carotida. Aquests pacients probablement presentaven plaques
d'ateroma complicades i altament vulnerables. La seva no inclusié a l'estudi suposa
inevitablement un biaix de seleccid cap a pacients més estables. Per altra banda, el fet
que hi hagués aquest interval de temps de dues setmanes va fer que la majoria de
recurréncies registrades fossin pre-PET i/o pre-CEUS. Aixo va fer plantejar el dubte de
si els fenomens observats d'inflamacid6 i neovascularitzacid podien ser causa o
conseqiiencia de les recurréncies. No obstant, a 1'analisi conjunta de les tres cohorts de
pacients amb PET de carotides, es va poder analitzar només les recurréncies post-PET i
es va observar que la PET seguia predint de manera independent les recurréncies
després de la realitzacid de la prova. Per aquest motiu, creiem que la presencia dels
marcadors de vulnerabilitat estudiats, son un factor de risc de recurréncia d'ictus i no

viceversa.

En tercer lloc, a la nostra cohort vam estudiar només una placa d'ateroma de la carotida

interna, perd molts pacients presentaven més d'una placa i no només a I'ACI, sin6 també
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a la carotida comu i a l'aorta. Per tant, una possibilitat que no vam controlar en el nostre
estudi €s que hi haguessin altres plaques més vulnerables que les que nosaltres vam
estudiar. A més, la resolucio de la PET i del CEUS no permeten actualment la valoracio
de l'ateroesclerosi intracranial, una entitat sovint menystinguda que pot ser també causa
d'ictus. Malgrat la majoria dels pacients inclosos a l'estudi tenien una angioTC o una
angioRM feta, alguns només disposaven de duplex TSA 1 per tant no es pot descartar
que algun dels pacients de la cohort tinguessin ateroesclerosi intracranial no

diagnosticada.

En quart lloc, el seguiment de l'estudi va ser limitat i per tant, existeix la possibilitat que
recurréncies més tardanes en els pacients de la nostra cohort no quedessin registrades i

no es tinguessin en compte a l'analisi.

Finalment, malgrat el nostre estudi incloia plaques d'ateroma independentment del grau
d'estenosi, es van registrar molt poques recurréncies en pacients amb una estenosi <50%
1 per tant, els resultats reportats son sobretot valids per a la poblacio amb estenosis
>50%. Caldria una mostra molt més gran per estudiar si la inflamacié o la

neovascularitzaci6 en plaques <50% ¢és til per predir recurréncies en aquest subgrup.
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8. Conclusions
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\

La inflamacio de les plaques d'ateroma carotidies mesurada
mitjangant PET amb '8FDG s'associa a un augment del risc
de recurréncia d'ictus isquemic.

J
\

La inflamacio de les plaques d'ateroma carotidies sumada al
grau d'estenosi permet identificar els pacients amb major
risc de recurréncia d'ictus isquemic.

La neovascularitzacio de les plaques d'ateroma carotidies
detectada mitjangant CEUS s'associa a un augment del risc
de recurréncia d'ictus isquemic.

J
~

L'obesitat 1 el grau d'estenosi s'associen a major inflamacio
de les plaques d'ateroma carotidies, mentre que l'aspecte
hipoecoic de la placa i 1'is previ d'estatines s'associen amb
el risc de presentar neovascularitzacio.
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9. Linies de futur
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Els resultats presentats en aquesta tesi doctoral obren les portes a I'us d'aquests nous

marcadors de vulnerabilitat de 1'ateroesclerosi carotidia en futures investigacions.

En primer lloc, un cop demostrat que tant la inflamacié mesurada amb PET com la
neovascularitzaci6 detectada amb CEUS soén predictors independents del risc de
recurréncia d'ictus isquémic en pacients que han tingut un ictus isquémic recent i tenen
plaques d'ateroma carotidies, el segiient pas logic sera estudiar el seu valor pronostic en
aquells pacients en que el benefici del tractament de revascularitzacio, tot i presentar
estenosis >50%, és més controvertit. Aquest grup el conformen els pacients joves
menors de 65 anys, els pacients que el simptoma clinic de presentaci6 és una amaurosi
monocular, les dones amb estenosis moderades entre el 50 i el 69% i els pacients que no
han estat revascularitzats en els primers 15 després del darrer ictus isquémic. Aquest
grup ¢és el que tradicionalment s'ha considerat de "baix risc" arran de l'analisi de
subgrups que es va fer amb els resultats dels assaigs clinics (22,23). No obstant, alguns
d'aquests subgrups com per exemple els pacients menors de 65 anys i les dones, van
estar infrarepresentats en els assaigs clinics 1 per tant, existeix el dubte logic de si
realment soén grups de "baix risc" o simplement hi va haver falta de poder estadistic en
les analisis. En aquests casos dubtosos, les guies actuals de prevencié secundaria,
recomanen valorar el risc-benefici del tractament de revascularitzacid, perd sense
especificar amb quines eines diagnostiques cal fer aquesta valoracié. La PET 1 el CEUS
podrien ajudar en aquests casos a identificar quins son els pacients que presenten un
major risc de recurréncia i que per tant es podrien beneficiar més de la revascularitzacio.
Aix0 tindria un impacte directe a la practica clinica i per tant, suposa una linia futura

d'investigacid necessaria que caldra abordar en els propers anys.

En segon lloc, cal fer una menci6 especial en un grup de pacients que s'ha considerat

també tradicionalment de "baix risc" i que per si mateix suposa una linia d'investigacio
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futura a part: les estenosis de baix grau <50%. El tractament de revascularitzacié no va
demostrar tenir efecte protector en aquest grup de pacients i de fet, segons les actuals
classificacions etiologiques de l'ictus, no es pot atribuir a aquestes plaques I'origen de la
isquémia cerebral. Segurament és cert que en la majoria d'aquests casos l'ictus es pot
atribuir a una causa alternativa, pero segueix havent-hi un grup relativament freqiient
d'ictus isquémics d'aspecte embolic de causa indeterminada (en anglés ESUS = Embolic
Stroke of Undetermined Source) (111). Durant l'ultima década, l'evidéncia que el
monitoratge cardiac prolongat permetia detectar fibril-lacions auriculars paroxistiques
més freqiientment, va portar al convenciment general de que la majoria d'aquests ESUS
eren en el fons fibril-lacions auriculars paroxistiques no detectades (112). Aquesta idea
va portar a la realitzacié de dos assaigs clinics internacionals on es van aleatoritzar els
pacients amb ESUS a antiagregaci6 vs. anticoagulacié amb un anticoagulant oral directe
(NAVIGATE-ESUS amb Rivaroxaban i RESPECT-ESUS amb Dabigatran) (113,114).
Ambdods assaigs clinics van resultar negatius i no van aconseguir demostrar la
superioritat de 'anticoagulaci6 (tractament d'eleccid per prevenir l'ictus relacionat amb
la fibril-lacio auricular) en front a 'antiagregacié (tractament d'eleccié com a prevencio
de la resta d'ictus isquémics incloent els relacionats amb I'ateroesclerosi). De fet,
aquests resultats negatius han portat a replantejar el concepte ESUS i a preguntar-se
quina és la contribucid d'altres entitats que se sap que poden generar ESUS perd que
fins ara es tenien per molt poc freqiients: les plaques carotidies <50%, les plaques
d'ateroma aortiques, l'ateroesclerosi intracranial o els estats procoagulants
paraneoplasics. Els resultats del nostre estudi obren la porta a I'as de la PET i el CEUS
en la identificacié de les plaques d'ateroma carotidies <50% altament vulnerables i que

en el context d'un ESUS podrien ser la causa de l'ictus.
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En tercer lloc, malgrat la poblacié del nostre estudi eren pacients amb ictus isquémic
recent, els nostres resultats obren la porta a futures investigacions per veure el
rendiment pronodstic de la PET i el CEUS en estenosis asimptomatiques. En el cas de les
estenosis carotidies asimptomatiques els assaigs clinics van demostrar un benefici del
tractament de revascularitzacid6 molt més modest que en el cas de les estenosis
simptomatiques (33) i1 per aix0 les guies segueixen recomanant una seleccié acurada
dels pacients amb major risc d'ictus abans d'indicar un procediment invasiu. Per aixo,
una altra linia de futur seria estudiar si la PET 1 el CEUS aconsegueixen identificar
aquelles estenosis asimptomatiques més vulnerables que es beneficiarien de la

revascularitzacio.

Finalment, en el context actual en qué¢ multiples assaigs clinics estan estudiant el
potencial efecte beneficios d'alguns tractament immunomoduladors en la prevencio de
les malalties vasculars relacionades amb l'ateroesclerosi, una potencial linia de futur
sera estudiar si la PET amb '8FDG i/o el CEUS son capagos d'afinar la seleccio dels
pacients amb ictus que més es poden beneficiar d'aquestes terapies. Es 10gic pensar que
el benefici d'aquests tractaments es concentra en els pacients que presenten plaques
d'ateroma més inflamades, de la mateixa manera que és probable que en alguns pacients
1"as d'aquests farmacs no sigui apropiat perque no els hi aporti benefici i els exposi a
efectes adversos. El paradigma de seleccionar els pacients amb un major estat
inflamatori que serien candidats als farmacs immunomoduladors es va iniciar amb
l'assaig clinic CANTOS, en el que es seleccionaven els pacients en base als nivells
plasmatics de PCR (58). No obstant, la PCR 1 altres marcadors plasmatics son altament
sensibles a danys col-laterals que no guarden relacié amb l'ateroesclerosi i disposar de
marcadors especifics com la PET que és capa¢ de mesurar la inflamacié de la placa

directament, poden ser de gran utilitat a I'hora de seleccionar aquests pacients.
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Annex 1: Escala PACE (Physician-based Assessment and Counseling for
Exercise)

Aquesta escala esta dissenyada per determinar el grau d'activitat fisica regular que fan
els pacients. En el nostre estudi, igual que a l'assaig clinic SAMMPRIS (Chimowitz MI
et al. N Eng J Med. 2018), es va demanar als pacients que escollissin I'opcié que millor
definia el seu grau d'activitat fisica abans de l'ictus entre les seglients vuit opcions (en

total I'escala t¢ 11 items):

1. No camino ni faig exercici regular i no crec que ho pugui fer en un futur proper.

2. No camino ni faig exercici regular, perd em plantejo comencar aviat.

3. Estic caminant o fent exercici de forma ocasional (en 1"altim mes).

4. Estic caminat o fent exercici infreqiientment des de fa com a minim un mes.

5. Estic fent exercici fisic moderat* menys de tres vegades a la setmana.

6. Estic fent exercici fisic moderat tres o més vegades per setmana (minim un mes).

7. Estic fent exercici fisic moderat tres o més vegades per setmana des de fa més de
sis mesos.

8. Estic fent exercici fisic intens més de tres vegades a la setmana (minim un mes).
El sedentarisme es va definir com una puntuacié <4 a l'escala PACE.

*Exemples d'exercici fisic moderat (minim 30 minuts): caminar rapid, bicicleta de

passeig, ballar o partit de tenis.

**Exemples d'exercici fisic intens (minim 20 minuts): correr, bicicleta de carretera o

muntanya, nedar o esports que requereixen correr com futbol o basquet.
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Annex 2: Escala PREDIMED (PREvencio amb Dleta MEDiterrania)

L'escala PREDIMED mesura el grau d'adheréncia a la Dieta Mediterrania dels pacients.

L'escala es pot consultar a www.predimed.es. A continuaci6 s'adjunta una fotografia del

qiiestionari validat en castella que es va utilitzar en el nostre estudi:

1. ¢Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar? Si =1 punto

2. ¢Cuanto aceite de oliva consume en total al dia (incluyendo el usado
para freir, comidas fuera de casa, ensaladas, ete.)?

4 o mas cucharadas = 1 punto

3. ¢Cuantas raciones de verdura v hortalizas consume al dia? 2 o mds (al menos una de ellas en
(las guarmiciones o acompanamientos = 1/2 racion) 1 racion = 200q. ensalada o crudas) = 1 punto
4. ;Cuantas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al dia? 3 o mas al dia = 1 punto

5. ¢Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o
embutidos consume al dia? (racién: 100 - 150 g)

6. ¢Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata consume al dia?

menos de 1 al dia = 1 punto

(porcién individual: 12 g) menos de 1 al dia = 1 punto

7. ¢Cuantas bebidas carbonatadas y/o azucaradas (refrescos, colas,
tonicas, bitter) consume al dia?

menos de 1 al dia = 1 punto

8. ¢Bebe usted vino? ;Cuanto consume a la semana? 7 o mas vasos a la semana = 1 punto

9. ¢Cuantas raciones de legumbres consume a la semana?

(1 plato o racién de 150 g) 3 o mas a la semana

10. ¢Cuantas raciones de pescado-mariscos consume a la semana?

(1 plato pieza o racion: 100 - 150 de pescado o 4-5 piezas o 200 g de marisco) 3 o més a la semana

11. ¢Cuantas veces consume reposteria comercial (no casera) como

menos de 2 a la semana
galletas, flanes, dulce o pasteles a la semana?

12. ¢Cuantas veces consume frutos secos a la semana? (racién 30 g) 3 o mds a la semana

13. ¢Consume usted preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en

vez de ternera, cerdo, hamburguesas o salchichas? (came de pollo: 1 pieza o Si
racion de 100 - 150 g)

14. ;Cuantas veces a la semana consume los vegetales cocinados, la

1 punto

1 punto

1 punto

1 punto

1 punto

pasta, arroz v ofros platos aderezados con salsa de tomate, ajo, cebolla 2 o més a la semana = 1 punto

o puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (sofrito)?
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Annex 3: Stroke Riskometer®

L'escala Stroke Riskometer® prediu el risc d'ictus dels pacients als cinc i als deu anys
de seguiment. L'escala esta disponible en forma d'aplicacié mobil i esta recolzada per la
World Stroke Organization. El seu us es va validar en un estudi observacional publicat
l'any 2015 a la revista Interntional Journal of Stroke (Parmar P, et al. Int J Stroke.

2015). Per fer la predicci6 I'escala es basa en els segiients items:

e Edat, génere i raca.

e Pes, tallaiIMC.

e Habit tabaquic i enolic.

e Consum de fruites/verdures i activitat fisica setmanal.

e Estrés psiquic.

e Antecedents familiars de malalties cardiovasculars <65 anys.

e Pressi6 arterial 1 us de medicacions antihipertenives.

e Antecedents de diabetis, cardiopaties i fibril-lacié auricular.

e Antecedents de deteriorament cognitiu i de traumatisme craneoencefalic.

e Antecedents d'ictus.

L'escala informa per una banda del risc absolut d'ictus als cinc i als deu any, aixi com
del risc relatiu d'una persona de la mateixa edat i génere sense cap dels factors de risc

contribuents.

A continuacié es mostren dues fotografies d'exemple de l'aplicacid i de com reporta els

resultats de risc d'ictus:
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Your absolute 5-year risk is 28.56% - this
means your relative risk of stroke is
approximately 51.0 times that of someone
your age and sex without any contributing risk
factors.

The Stroke Riskometer also gives an
estimation of the risk of heart disease. A
person found to be at increased risk of stroke
is at an even greater risk of a heart attack. The
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Es pot obtenir més informacio6 sobre I'aplicacio a: https://www.strokeriskometer.com
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