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CORRELACION ENTRE LA ECOGRAFIA VASCULAR 3D, RESONANCIA
MAGNETICA Y TOMOGRAFIA POR EMISION DE POSITRONES EN LA
DETECCION Y CARACTERIZACION DE LA ATEROSCLEROSIS EN
AORTA DE CONEJO

INTRODUCCION

La aterosclerosis es una enfermedad que genera un elevado coste
tanto en lo econdmico como en lo social, debido a sus principales
consecuencias, el infarto de miocardio y el ictus. Su estudio ha demostrado
mejorar la prediccion de eventos clinicos sobre los factores de riesgo
convencionales, abriendo la posibilidad de incluir la imagen como parte de
las estrategias de prevencion, especialmente desde las fases mas precoces

de la enfermedad.

La aterosclerosis comienza con la formacion de estrias grasas en la
pared vascular, que evolucionan acumulando colesterol y células
inflamatorias, especialmente monocitos. EsS un proceso dinamico y
progresivo, en el que la actividad inflamatoria juega un papel fundamental.
Existen mdultiples técnicas de imagen, tanto invasivas como no invasivas,
gue permiten evaluar las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la
placa aterosclerotica, incluso desde sus estadios iniciales. Realizar una
comparacién directa entre todas en un escenario clinico resulta complejo,
dada la limitada disponibilidad de algunas de las técnicas, ya sea por los
costes, o el tiempo de exploracion necesario, y en algunos casos, por la
limitacion para indicar un procedimiento invasivo o la administracion de
radiacion que implicarian. Estas cuestiones son ademas de mayor
relevancia si lo que estudiamos es la aterosclerosis en sus estadios mas
precoces. Los modelos preclinicos ofrecen menos limitaciones en este
sentido, pudiendo ademas disponer del gold standard de la histologia.
Comparar estas técnicas a nivel preclinico ofreceria informacion de
relevancia sobre su utilidad en la practica habitual, asi como para guiar el
disefo de futuros estudios clinicos en aterosclerosis y riesgo cardiovascular

precoz.



El modelo de aterosclerosis en conejos New Zealand White se ha
utilizado en diferentes estudios, tanto para determinar las caracteristicas de
la aterosclerosis como para el estudio de farmacos que puedan modificar el
curso de la enfermedad. Sin embargo, su uso para el estudio de
aterosclerosis precoz con técnicas de imagen multimodal ha sido mas

limitado.
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El estudio se basa en dos hipétesis principales. La primera, que la
ecografia vascular 3D permite detectar de manera mas precisa la presencia
de aterosclerosis en estadios precoces comparada con la resonancia
magnética. La segunda que la captacién de 8F-FDG puede predecir la
progresion de la enfermedad aterosclerdtica. Para esto se han realizado
estudios seriados con ecografia vascular 3D, resonancia magnética y PET
con ¥F-FDG; correlacionando los hallazgos de las diferentes técnicas entre
si. Estos datos se han analizado para determinar la capacidad del PET en

predecir la progresion de la aterosclerosis.
METODOS

Se utilizaron 10 conejos New Zealand White para el desarrollo del
modelo, administrandoles dieta hipercolesterolémica al 0.2% y realizando
un procedimiento de denudacion endotelial aortica. Se realizaron ecografia
vascular 3D para la medicion del volumen de placa, resonancia magnética
para la medicién del volumen de pared del vaso, el volumen de luz y el
indice de pared normalizado (NWI), y PET con ¥F-FDG para la obtencion
del valor de captacién estandarizada medio y maximo. Estas pruebas se
realizaron en las semanas 18 y 35 del estudio. Posteriormente se
sacrificaron los animales para la obtencion de muestras para histologia e
inmunohistoquimica. Ademas, se realizaron resonancias a 4 conejos sanos
como control y se utilizaron datos histéricos de 5 conejos sanos como

control de la captacion de ¥F-FDG en el PET.

Los datos se presentan como medias con desviacion estandar y/o

mediana con rango intercuartilico, las comparaciones estadisticas con el

XIX



test t de Student para muestras apareadas y no apareadas segun
corresponde, y las correlaciones con el test de Pearson. La concordancia

se evalu6 con el test de Bland-Altman.
RESULTADOS

Finalizaron el estudio 8 conejos. Con la ecografia 3D se observo una
mediana de crecimiento relativo de la placa aterosclerdtica del 172% (p =
0.002). Con la resonancia se objetiva que el volumen de la pared es un 96%
mayor respecto a los controles (p < 0.001) y evoluciona reduciéndose un
6% (p = 0.023). La luz arterial es 22% mayor que en los controles (p = 0.21)
y en el seguimiento se reduce un 23% (p < 0.001). El indice normalizado de
la pared (NWI) es 38% mayor que en los controles (p < 0.001), y se
incrementa un 12% (p < 0.001). Existe una adecuada concordancia y
correlacion entre las medidas de la resonancia y la histologia (r = 0.74, p =
0.04).

El SUVmax del PET es 64% mayor que en los controles (p = 0.009),
posteriormente se incrementa un 15% (p = 0.12). No existe correlacion entre
la captacion en el PET con el volumen de la placa por ecografia (r = 0.34),
el volumen de la pared por resonancia (r = 0.19), ni el area medida por
histologia (r = -0.09); tampoco encontramos relacion con la presencia de

macrofagos medida con la tincion de RAM-11 (r = 0.18).

No existe correlacion entre el volumen de placa por ecografia
vascular 3D y el volumen de pared por resonancia (r = 0.20, p = 0.45). Existe
una moderada correspondencia si se analizan las placas detectadas por
ecografia correlacionandolas especificamente con las de la resonancia (r =
0.55, p = 0.03).

La captacion inicial del PET presenta una tendencia no significativa
a correlacionar con el incremento del volumen de placa medido por
ecografia vascular 3D (r = 0.55, p = 0.16). La captacién en el PET inicial no
predice la variacion del NWI (r = 0.12), del grosor maximo de la pared (r =
0.05), nidel volumen de pared (r = 0.04) medidos por resonancia magnética.
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CONCLUSIONES

En un modelo de aterosclerosis en conejo inducida con dieta grasa y
denudacioén endotelial, la ecografia vascular tridimensional permite detectar
y cuantificar la aterosclerosis precoz en territorio de aorta abdominal, asi
como cuantificar el volumen de placa aterosclerética (y por tanto sus
cambios) con mayor precision que la resonancia magnética. La captacion
de ¥F-FDG en aorta abdominal evaluada mediante PET es
significativamente mas elevada en conejos que ha recibido una dieta rica

en grasa que en aguellos que han recibido dieta control.

La captacion de 8F-FDG en aorta abdominal evaluada mediante
PET no esta correlacionada con el volumen ni con el grosor de pared
arterial. Esta ausencia de correlacion existe cuando la pared arterial se
cuantifica por ecografia vascular tridimensional, por resonancia magnética
o por histologia. La intensidad de captacién de 8F-FDG tampoco se asocia
con la tasa de crecimiento de las placas aterosclerdticas cuantificada tanto
mediante ecografia vascular tridimensional como mediante resonancia

magneética.
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ABSTRACT



RELATIONSHIP BETWEEN 3D VASCULAR ULTRASOUND, MAGNETIC
RESONANCE AND POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY IN DETECTION
AND CHARACTERIZATION OF RABBIT’S AORTA ATHEROSCLEROSIS

INTRODUCTION

Atherosclerosis is a disease that generates high economic and social
costs, due to its main consequences, myocardial infarction and stroke. Its study
has demonstrated to predict better clinical events over conventional risk factors,
giving the possibility to include imaging tests as part of the prevention

strategies, especially in early stages of the disease.

Atherosclerosis starts with the formation of fatty streaks in the vascular
wall, evolves accumulating cholesterol and inflammatory cells, specially
monocytes. It is an active process, in which the inflammatory activity plays an
important role. There are different imaging techniques, invasive and non-
invasive, that evaluate the morphological and functional characteristics of the
atherosclerotic plaque. Direct comparison between them result complex at a
clinical level, given the limited availability of some of the techniques, both due
to the costs, or time needed for the exploration, and in some cases, the
limitation to indicate invasive procedures, or the radiation exposure that they
involve. These issues are even of greater relevance if we study early
atherosclerosis phases. Preclinical models offer less limitations in this sense,
with the benefit of having the gold standard of histology. Comparing these
techniques at a preclinical level offer relevant information about their utility in
clinical practice, and also in the design of future clinical studies in

atherosclerosis and early cardiovascular risk.

The atherosclerosis model in New Zealand White rabbits has been used
in different studies, for both describe atherosclerosis characteristics and to test
drugs that can modify the course of the disease. However, its use for the study
of early atherosclerosis with a multimodality imaging approach has been more

limited.



HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

This study is based in two main hypotheses. The first, that 3D vascular
ultrasound detects more precisely the presence of early atherosclerosis
compared with magnetic resonance. The second one, that 8F-FDG can predict
progression of atherosclerotic disease. For this we have performed in a serial
fashion 3D vascular ultrasound, magnetic resonance and ¥F-FDG PET scan;
correlating the findings of the different techniques between them and validating
them with histological findings. These data have been analysed to determine

the capacity of PET to predict the progression of atherosclerosis.
METHODS

Ten New Zealand White rabbits were used to develop the model, they
received 0.2% hypercholesterolemic diet and an aortic endothelial denudation
procedure. 3D vascular ultrasound to study plague volume, magnetic
resonance to measure aortic wall and lumen volume, and normalized wall
index; and *¥F-FDG PET scan to evaluate mean and maximum standard
uptake. These tests were performed at weeks 18 and 35 of the study.
Afterwards the animals were sacrificed for histological and
immunohistochemical staining. Also, magnetic resonance imaging was
performed in four healthy rabbits as control, and historical data of 5 healthy

rabbits was used as control of *8F-FDG PET uptake.

Data is presented as mean with standard deviation and/or median and
interquartile range, statistical comparisons with t-test for paired or unpaired
samples as it corresponds, and correlations with Pearson’s test. Agreement

was evaluated with Bland-Altman’s test.
RESULTS

The study was finished by 8 rabbits. With 3D echography the
atherosclerotic plague relative median growth was of 172% (p = 0.002). With
magnetic resonance we observed that aortic wall volume is 96% greater than
in controls (p < 0.001) and evolves by a 6% reduction (p = 0.023). Arterial lumen
is 22% bigger than controls (p = 0.21) and it reduces 23% (p < 0.001) at follow
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up. The normalized wall index (NWI) is 38% greater than controls (p < 0.001),
and increases 12% more (p < 0.001). It does exist a good agreement and
correlation between the resonance and histology measurements (r = 0.74, p =
0.04).

PET maximum standardized uptake (SUVmax) is 64% greater than
controls (p = 0.009), increasing 15% afterwards (p = 0.12). There is no
relationship between PET uptake and plaque volume by echography (r = 0.34),
wall volume by resonance (r = 0.19), nor the area measured by histology (r = -
0.09). No correlation with the presence of macrophages measured with RAM-
11 staining (r = 0.18) was found.

There is no correlation between the plaque volume by 3D vascular
ultrasound and the wall volume by resonance (r = 0.20, p = 0.45). There is a
moderate relationship when we limit the analysis to individual plagues detected
by echography and compare them with their corresponding regions in the

resonance (r = 0.55, p = 0.03).

PET uptake has a non-significant tendency to correlate with plaque
volume increase measured with 3D vascular ultrasound (r = 0.55, p = 0.16).
Initial PET uptake does not predict variations in NWI (r = 0.12), maximum wall
thickness (r = 0.05), nor wall volume (r = 0.04) measured by magnetic

resonance.
CONCLUSIONS

In the model of atherosclerosis induced by fat diet and endothelial
denudation, 3D vascular ultrasound allows early atherosclerosis detection and
its quantification in abdominal aorta territory. Moreover; it allows the
guantification of the atherosclerotic plaque volume (and therefore its changes
and progression) more precisely than magnetic resonance. ¥F-FDG PET
uptake in abdominal aorta is significantly higher in rabbits that received fat rich

diet than in rabbits that have received control diet.

BE-FDG PET uptake in abdominal aorta does not correlate with the

volume nor the thickness of the arterial wall. This lack of correlation appears
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when the arterial wall is quantified by 3D vascular ultrasound, magnetic
resonance or histology. The intensity of the ®F-FDG PET uptake does not

associate with the atherosclerotic plaque growth rate detected by 3D vascular

ultrasound or magnetic resonance.

XXVI



MEMORIA DE LA TESIS DOCTORAL



1. INTRODUCCION

1.1. ATEROSCLEROSIS

La patologia cardiovascular es la principal causa de muerte a nivel mundial,
tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo, donde la
prevalencia de esta patologia va en aumento. En el afio 2016 murieron en el
mundo 17.9 millones de personas por enfermedades cardiovasculares, siendo
el 85% de estas muertes debidas a infarto e ictus (1). La patologia subyacente
es la aterosclerosis, a la que podriamos considerar la pandemia de nuestro
tiempo. A lo largo de los dltimos afios hemos logrado tener una mejor
comprension de esta patologia, o que ha permitido un desarrollo importante

en la prevencion y tratamiento precoz de estos pacientes.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria sistémica (2), que tiene
manifestaciones agudas y crénicas. La afeccion aparece antes de lo que
previamente pensabamos, desde la segunda a tercera década de la vida ya
aparecen engrosamientos de la intima de las arterias, aunque los verdaderos
sintomas apareceran varias décadas después. Recientemente se ha
demostrado que poblacién de edad media, sin patologia cardiovascular
conocida, presenta una alta prevalencia de aterosclerosis subclinica (3). Sin
embargo, no todos los individuos con aterosclerosis van a desarrollar
enfermedades cardiovasculares, ni la enfermedad se desencadena
exclusivamente en lesiones obstructivas o severas, por lo que es importante
estudiar marcadores capaces de predecir su comportamiento y el riesgo de

desarrollar eventos cardiovasculares.

1.1.1. Etiologia de la aterosclerosis

Existen multiples factores de riesgo que se pueden separar en dos
grupos, el primero corresponde a aquellos que tienen un importante
componente genético, por ejemplo: niveles elevados de lipoproteinas de baja
densidad y muy baja densidad (LDL y VLDL), niveles bajos de lipoproteinas de
alta densidad (HDL), niveles elevados de lipoproteina (a) en plasma,

hipertension arterial, elevacion de la homocisteina, historia familiar, diabetes y
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obesidad, depresion, género masculino, inflamacion sistémica, sindrome
metabdlico. Por otro lado estan los factores de riesgo ambientales que
contribuyen también de forma significativa a la formacion de placas
ateroscleroticas, por ejemplo dieta rica en grasas, fumar, niveles bajos de

antioxidantes y algunos procesos infecciosos (Chlamydia pneumoniae) (4).

1.1.2. Estructura de una arteria normal

Las células endoteliales de la intima arterial son las que se encuentran
en contacto con la sangre, siendo una de sus funciones méas importantes la de
evitar la coagulacién de la sangre, esta capacidad deriva en parte gracias a la
expresion de proteoglicanos de heparan-sulfato en su superficie; estas
moléculas actian como cofactor de la antitrombina Ill, permitiendo que ésta
inactive a la trombina. También contienen trombomodulina, que se une a la
trombina, activando las proteinas C y S, que tienen propiedades
antitrombdticas (5). Si un trombo comienza a formarse, las células endoteliales
también poseen mecanismos fibrinoliticos potentes, produciendo activadores
del plasminogeno, lo que permite la conversién de éste en plasmina, que es

una enzima fibrinolitica.

Las células musculares lisas (CML) son las encargadas de regular el
flujo sanguineo, especialmente a nivel arteriolar; en arterias de mayor
diametro, su contraccion excesiva puede ser causa de vasoespasmo. Estas
células pueden migrar y proliferar, lo que contribuye a la formacién de lesiones
intimales hiperplasicas, incluyendo aterosclerosis, reestenosis intrastent o
hiperplasia endotelial en puentes venosos. La muerte de células musculares
lisas puede promover la desestabilizacion de placas ateromatosas o favorecer

el remodelado ectasico y por ultimo la formacion de aneurismas (5).

Las arterias normales tienen una estructura trilaminar (Figura 1), la capa
interna, denominada intima, se compone de la una monocapa de células
endoteliales que van sobre una membrana de colageno no fibrilar
(especialmente tipo 1V), laminina, fibronectina y otras moléculas de matriz
extracelular. Con el paso de los afios la intima adquiere una estructura mas

compleja, incluyendo células musculares lisas y formas de colageno fibrilar



(tipo 1y 111); este proceso se denomina engrosamiento difuso de la intima, y es
el que da las caracteristicas de la intima de la mayoria de personas adultas.
Algunas regiones arteriales sufren mayor engrosamiento que otras, aun en
ausencia de aterosclerosis. Este engrosamiento no necesariamente significa
acumulacion de lipidos y puede ocurrir en personas sin aterosclerosis. La
membrana el4stica interna se une a la intima y sirve como limite entre ésta y

la tunica media (5).

ESTRUCTURA NORMAL DE UNA ARTERIA

Sangre

Células endoteliales

Lamina elastica interna

ADVENTICIA

Figura 1: Estructura normal de la pared arterial

La tdnica media es una estructura adaptada para almacenar la energia
cinética de la sistole ventricular. En las arterias de gran calibre se encuentra
muy desarrollada, con capas concéntricas de células musculares lisas
intercaladas con capas de matriz extracelular rica en elastina; en los vasos de
menor calibre esta capa se encuentra menos organizada, siendo una matriz
continua y no laminar. El limite externo de la tinica media es la membrana

elastica externa (5).

La capa mas externa es la adventicia, que contiene fibras de colageno
mas separadas que en la intima, aqui ademas llegan los vasa vasorum y las
terminaciones nerviosas; ademas presenta fibroblastos y mastocitos, éstos
ultimos son altamente prevalentes en placas ateroscleréticas carotideas y se



asocian con la densidad de microvasos; ademas el nUmero de mastocitos se

asocio en un modelo multivariable con mayores eventos cardiovasculares (6).
1.1.3. Inicio de la aterosclerosis

1.1.3.1. Acumulacion de lipidos extracelulares

El conocimiento sobre el inicio de la aterosclerosis humana es complejo,
se basa en estudios observacionales y hallazgos en modelos animales. Con
una dieta aterogénica, rica en colesterol y grasas saturadas, pequefias
lipoproteinas se depositan en la intima, uniéndose a los proteoglicanos y se
acumulan en agregados por largos periodos de tiempo. Las particulas de
lipoproteinas unidas a proteoglicanos son susceptibles de oxidarse, 1o que
contribuye a la patogénesis de la aterosclerosis (4). Otros estudios sugieren
gue existe una mayor permeabilidad para las LDL en sitios donde existe mas
predileccion para la formacion de placas ateroscleréticas (5).

1.1.3.2. Reclutamiento y migracion de leucocitos

Normalmente las células endoteliales evitan la adhesion con los
leucocitos; y generalmente, el reclutamiento de leucocitos se produce en
vénulas post-capilares; sin embargo, después del inicio de la acumulacion de
lipidos, los leucocitos se unen a las células endoteliales y logran penetrar a la
intima por diapédesis, donde comienzan a acumular lipidos y forman las
células espumosas (7). Existen varios pasos para que se produzca el
reclutamiento de los leucocitos. Inicialmente actian las selectinas,
especialmente la P-selectina que actda a través de su unién con el ligando-1
de la selectina-P (PSGL-1); en un modelo de conejo ésta aparece una semana
después de iniciada la dieta aterogénica, mientras que la acumulacién de
macrofagos se produce a partir de la segunda semana, sugiriendo que la
expresion de selectina-P es uno de los eventos primarios de la aterosclerosis
(8). También actiua la selectina-E (endotelial), que se sintetiza cuando existe
un proceso inflamatorio, por lo que su papel sea probablemente mas tardio,
encargandose de reclutar polimorfonucleares (PMN) (9). Otras moléculas con
un rol importante en este proceso son la molécula de adhesion celular vascular
1 (VCAM-1), la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de

adhesion celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1, CD31), cuyos niveles
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elevados se han asociado con enfermedad coronaria severa, las moléculas de

adhesién de la union (JAMs) y las conexinas (9).

Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos deben recibir una sefial
para atravesar y llegar a la pared arterial, actividad guiada por citoquinas
quimiotécticas, entre las mas importantes estan la proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1) que es producida por el endotelio en respuesta a
lipoproteinas oxidadas y otros estimulos inflamatorios; y las quimioquinas
selectivas de linfocitos (IP-10 o CXCL10, I-TAC o CXCL-11 y MIG o CXCLD9).
En la retencion de los macréfagos en las placas esta implicada netrina-1 que
interactta con su receptor UNC5b, inducida por hipoxia (5).

1.1.3.3.  Focalidad en la formacion de las lesiones

Es dificil explicar la heterogeneidad espacial de la aterosclerosis, ya que
las moléculas que dafan el endotelio se distribuyen a lo largo de todo el arbol
vascular, pero las placas de ateroma son focales. La predileccién por
segmentos proximales y en zonas de bifurcacion apoyan las teorias
hidrodinAmicas del desarrollo de lesiones (10). Las arterias con escasas
ramas, como por ejemplo la arteria mamaria interna y la radial, casi no
presentan aterosclerosis. Ciertos datos in vitro sugieren que el flujo laminar
puede aumentar la expresion de genes que protegen frente a la aterosclerosis,
incluyendo la superdxido dismutasa, la sintetasa del Oxido nitrico y
especialmente el factor Kruppel-like 2 (KLF2), éste ultimo se ha relacionado
con el efecto protector de las estatinas frente a la aterosclerosis (11). La
superoéxido dismutasa puede reducir el estrés oxidativo catabolizando el ion
superoxido. La sintetasa endotelial del Oxido nitrico se encarga de la
produccion del éxido nitrico, que a parte de su efecto vasodilatador, interfiere
con la transcripcién del regulador nuclear kB (NF-kB), un regulador de varios

genes de respuesta inflamatoria (5).

1.1.3.4. Acumulacion intracelular de lipidos: formacion de células
espumosas

Los monocitos, una vez reclutados en la intima arterial, se pueden llenar
de lipidos y formar las células espumosas, un mecanismo no dependiente de

los receptores de LDL. Los principales receptores implicados son el scavenger-
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A, CD36 y macrosialina, este ultimo tiene una afinidad especial por las formas
oxidadas de LDL. La esfingomielinasa puede promover la agregacion de

lipoproteinas, lo que genera una mayor retencion y captacion de macrofagos

(4).

Las células espumosas en la intima se pueden replicar, lo que
contribuye de manera significativa en la formacién de la placa aterosclerotica;
los factores que favorecen la proliferacion de macréfagos son el factor
estimulante de colonias de macroéfagos (M-CSF), el factor estimulante de
colonias granulocito-macrofagos (GM-CSF) vy la interleuquina 3 (IL-3). En un
modelo de ratdon se demostré que la administracion de 5-fluorouracilo, que
tiene efecto inhibidor de la proliferacion de monocitos, disminuyo la tasa y el

namero de macroéfagos, lo que determiné lesiones mas pequefias (12).
1.1.4. Evolucion del ateroma

1.1.4.1. Mecanismos inflamatorios en la aterogénesis

Las células espumosas, aparte de ser un reservorio de lipidos, son una
fuente de mediadores proinflamatorios y especies oxidativas, como el ion
superoxido y el &cido hipocloritico. La union de todos estos mediadores, dentro
de lo que se denomina inmunidad innata (no depende de estimulos
antigénicos) promueven la inflamacion y progresion de la placa. Ademas, las
células dendriticas en las lesiones aterosclerdticas pueden presentar
antigenos a las células T, que constituyen una minoria importante dentro de la
placa aterosclerotica; las células T activadas secretan citoquinas qgue modulan

la aterogénesis (13).

Los linfocitos T helper (CD4) se dividen en dos tipos, el tipo 1 (LTh-1)
gue elaboran citoquinas proinflamatorias como interferon-y, linfotoxina, CD40
ligando y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). Sustancias que activan las
células en la pared vascular y dirigen las alteraciones en la biologia de la placa
gue pueden llevar a la desestabilizacion de la misma e incrementar su
trombogenicidad. Los linfocitos T helper tipo 2 (LTh-2) producen citoquinas
como la interleuquina 10 (IL-10), que inhibe la inflamacién. Los linfocitos T

citotoxicos (LTc, CD8) expresan el Fas ligando y otros factores citotdxicos que



promueven la citélisis y la apoptosis celular, contribuyendo a la progresion y
ruptura de la placa. Por ultimo, los linfocitos T reguladores producen el factor
transformante del crecimiento-f (TGF-B) e IL-10, teniendo efectos
antiinflamatorios. Desde el punto de vista de la inmunidad humoral, los
linfocitos B1 producen anticuerpos que reconocen las LDL oxidadas, siendo
protectores contra la aterosclerosis. Los linfocitos B2 promueven la produccién

de citoquinas inflamatorias (5).

1.1.4.2.  Proliferacion, migracion y muerte de las células musculares
lisas

Las CML en la intima ateroscleroética tienen un fenotipo menos maduro
gue las normales de la capa media de arterias normales, mostrando
caracteristicas embrionales, mas reticulo endoplasmico rugoso y menos fibras
contractiles. La replicacion de las células musculares lisas en la placa de
ateroma no parece constante, sino que se produce en oleadas. Las CML
juegan un papel importante en propagar la inflamacién durante el desarrollo de
la aterosclerosis, regulando la secrecion de citoquinas y receptores de
membrana (14). Los LTc que expresan Fas ligando, se pueden unir a Fas en
la superficie de las CML, lo que, junto con las citoquinas proinflamatorias,

induce la apoptosis de las CML (15,16).

1.1.4.3. Matriz extracelular

Una parte importante del contenido de la placa aterosclerética es la
matriz extracelular, sus principales componentes incluyen colageno (tipo I y IlI),
proteoglicanos (versicano, biglicano, agrecano y decorin) y elastina. Las CML
son las encargadas de producir estas sustancias, como lo harian para
mantener una arteria normal. Los estimulos para la produccién excesiva de
colageno incluyen el PDGF y TGF-B. Ciertos componentes de la matriz
extracelular, especialmente los proteoglicanos, se unen a las lipoproteinas,
aumentando su capacidad de permanecer en la intima y su sensibilidad a sufrir
estrés oxidativo y glicacidbn (unibn no enzimatica con azUcares). Estos
productos incrementan la inflamacion en la placa (17). En la placa también
existe destruccion de estas sustancias por procesos catabdlicos,

especialmente por metaloproteinasas de la matriz (MMPSs). La destruccién de



macromoléculas de la matriz extracelular contribuye a la migracion de CML,

gue penetran en la intima media, atravesando la lamina eléstica interna.

La destruccion de la matriz extracelular también juega un papel
importante en el remodelado arterial que acompafia al crecimiento de la lesion.
Al principio, las lesiones ateroscleréticas crecen hacia el exterior de las
arterias, lo que lleva a un aumento del calibre de la arteria, este llamado
remodelado positivo, implica cambios en la matriz extracelular que permita el

crecimiento circunferencial de la misma, sin afectar el area luminal.

En la Figura 2 se representa esquematicamente como la estenosis
luminal se puede apreciar sélo cuando la carga de la placa supera el 30 - 40%
del area de la arteria, definido por la lamina elastica interna (18). Lo que sucede
previamente es un remodelado positivo, que incluso incrementa la luz arterial
con respecto a una arteria sana. En un modelo de aterosclerosis en primates,
con dieta hipercolesterolémica durante un tiempo prolongado (4 a 6 afios), se
objetivdé un incremento de la luz arterial a pesar de un crecimiento intimal
importante, observandose ademas un adelgazamiento de la capa media,
efecto producido, al menos en parte, por la presion hemodindmica que reciben

los vasos (19).

Arteria ~40% ~90%
sana estenosis estenosis
P 2N

() (

= <7

Figura 2: Representacion esquematica de los cambios que suceden en la

pared arterial con la aterosclerosis

Los estadios iniciales se pueden asociar incluso con sobrecompensacion,

aproximadamente al alcanzar el 40% de estenosis la compensacion es

insuficiente y la luz se reduce. Modificado de Glagov y colaboradores (18).
1.1.4.4. Angiogénesis en las placas

El crecimiento de las placas aterosclerdticas genera hipoxia dentro de

la misma, lo que desencadena infiltracibn de células inflamatorias,
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promoviendo la produccién del factor inducido por hipoxia (HIF-1), que
finalmente promueve la produccion de péptidos angiogénicos, como son el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
placentario (PLGF) y la oncostatina M, lo que a su vez estimula su propia
microcirculacion conforme van creciendo (20). Estos microvasos permiten la
migracion de leucocitos en la placa. En placas humanas avanzadas, el
endotelio microvascular expresa moléculas de adhesion para células
mononucleares como VCAM-1, mas que en el endotelio macrovascular.
Ademas, permiten la nutricion de la placa. La administracion de inhibidores de
la angiogénesis en un modelo de aterosclerosis de raton limita el crecimiento

de las lesiones (20).

1.1.4.5. Mineralizacion de la placa
Las placas frecuentemente presentan calcificaciones durante su
evolucion. Algunas poblaciones de CML pueden fomentar la calcificacion de la
placa a través de la secrecién de citoquinas, como las proteinas morfogénicas
de hueso (BNP), homologos del TGF-B. La activacion del receptor NF-kB
ligando (RANKL) promueve la mineralizacion a través de la via de BNP-4.

Osteoprotegerin antagoniza la mineralizacion por inhibir RANKL (5).

1.1.5. Complicaciones de la aterosclerosis

El proceso aterosclerético dura muchos afios, etapa durante la cual los
pacientes se encuentran asintomaticos. Como ya hemos descrito, después de
gue la placa supera la capacidad de remodelado positivo de la arteria,
comienza a verse afectada la luz vascular (18). En este periodo, el crecimiento
de la placa no es continuo, alternando periodos de estabilidad con periodos de
rapido crecimiento. Lesiones de mas del 60% pueden causar alteraciones del
flujo cuando se incrementa la demanda. Los sindromes coronarios agudos en
muchos casos se producen sin episodios de angina previa, debido a ruptura

de la placa y formacion de trombo (17).

Existen diferentes modos en los que la ruptura de la placa provoca la
trombosis coronaria. El mas frecuente es la ruptura de la capsula fibrosa de la
placa; en segundo lugar, se encuentra la erosion superficial de la intima, mas

frecuente en mujeres (21). La ruptura de la placa probablemente refleja un
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desbalance entre las fuerzas que empujan la capsula y la resistencia mecanica
de ésta. Dado que las formas intersticiales del coldgeno son las encargadas
de dar la resistencia mecanica a la placa, es probable que el metabolismo del

colageno esté implicado en el riesgo de ruptura de la misma (17).

Las enzimas encargadas de degradar la matriz extracelular debilitan la
placa, haciéndola susceptible de romperse. Los macréfagos sobre expresan
metaloproteinasas y catepsinas elastoliticas que destruyen el colageno,
adelgazando la capsula con el consiguiente riesgo de ruptura. Ademas, existe
un relativo déficit de CML en placas causantes de infarto agudo de miocardio.
Es probable que mediadores inflamatorios locales provoquen la apoptosis de
las CML, y al ser estas las encargadas de mantener y reparar la capsula

fibrosa, exista mayor riesgo de ruptura (5).

Las placas que han sufrido una ruptura fatal muestran una importante
acumulacién de macréfagos y lipidos. Un nucleo lipidico grande es mas
propenso a romperse. Desde el punto de vista metabdlico existe mayor
produccion de citoquinas y enzimas que degradan la matriz. La capacidad de
los farmacos hipolipemiantes de disminuir el nUmero de infartos se debe, al
menos en parte, a una reduccién de la acumulacion de lipidos en la placa, un
efecto antinflamatorio y una disminucién de la trombogenicidad plaguetaria
(22).

La ruptura de una placa aterosclerdtica es un fendmeno complejo. La
mayoria de rupturas de la placa no producen un sindrome coronario agudo. El
estudio anatomo-patolégico de corazones obtenidos de pacientes que han
muerto por causa no cardiolégica, muestran un alto nimero de rupturas focales
de placa, con pequefios trombos locales. Lo mismo se observa en corazones
extraidos tras trasplante por cardiopatia isquémica. Se considera que los ciclos
repetidos de ruptura, trombosis in situ, y curacion probablemente contribuyan
a la progresion de la placa. Las plaquetas eliminan TGF-f y PDGF, lo que
promueve la curacion del sitio donde se ha producido la trombosis, estimulando

la migracion de CML y la produccion de colageno (23).
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En el pasado, estudios en placas que habian causado un evento
trombdtico fatal, introdujeron el concepto de “placa vulnerable” o de “riesgo
alto” (5). La evidencia actual muestra que la inflamacion que se pensaba
caracterizaba la placa vulnerable es difusa. En un estudio realizado con
resonancia magnética, evaluando placas carotideas de pacientes con un
sindrome coronario agudo, se encontré que el 95% tenian signos inflamatorios
(incremento >50% de la sefial en T2 y/o captacién de gadolinio), comparado
con un 33% en pacientes control (24). Mdltiples técnicas de imagen han
encontrado una asociacion entre las lesiones causantes de eventos con
remodelado positivo o crecimiento compensador del vaso, radiolucencia y

calcificaciones punteadas (5).

Multiples estudios han mostrado que existe un aumento de marcadores
inflamatorios, como la proteina C reactiva, en pacientes en riesgo de tener un
sindrome coronario agudo, e incluso podrian estar implicados en la
patogénesis de los eventos agudos (25). Al estudiar el transcriptoma
plaquetario, lo que da una idea de los genes transcritos los dias previos a un
evento, se observa un incremento importante de la transcripcion de proteinas
implicadas en la inflamacion (26). Estos hallazgos tienen implicaciones
terapéuticas; ademas de las estrategias de revascularizacion local se debe

actuar a nivel sistémico para estabilizar las placas y evitar eventos recurrentes.

1.1.6. Clasificacion de las lesiones aterosclerdticas
El comité de lesiones vasculares de la American Heart Association realiz6
una clasificacién de las lesiones aterosclerdticas que es Util para valorar y

entender la progresion de las mismas (27,28).

- Tipo | (lesién inicial): son los primeros depdésitos lipidicos en la intima y la
reaccion celular a dichos depositos. Son mas frecuentes en los nifios,
aunque también pueden aparecer en adultos, especialmente aquellos
con escasa aterosclerosis 0 en zonas que son resistentes a la
aterosclerosis. La acumulacion de macréfagos y de células espumosas
en la intima arterial también es el cambio inicial en animales que se les

induce hipercolesterolemia.
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- Tipo lI: incluyen las estrias grasas, que clasicamente se tifien de rojo
con Sudan Il y Sudan IV. Cuando estas lesiones se asocian a
engrosamiento intimal pueden no ser visibles como estrias grasas.
Microscépicamente se caracterizan por presentar células espumosas
estratificadas en diferentes capas, y ya se encuentran linfocitos T y
algunos mastocitos aislados.

- Tipo Il (lesion intermedia): se caracteriza por presentar lipidos
extracelulares, ya sea recubiertos o libres de membranas, que alteran
la estructura de la capa de CML.

- Tipo IV (ateroma): contiene un nucleo lipidico confluente, que ocupa una
region extensa pero bien definida de la intima, que ocasiona una
importante desorganizacion de su espacio extracelular. Suele ser una
lesién excéntrica, al menos al inicio. La capa entre el nucleo lipidico y el
endotelio es basicamente la intima, de aspecto practicamente normal.
Esta lesion, aungue no suele producir obstruccion al flujo, es susceptible
de fisurarse y convertirse en una lesion tipo VI.

- Tipo V: se caracterizan por contener capas gruesas de tejido conectivo
fibroso. Estas lesiones también son propensas a fisurarse, lo que les
confiere su importancia clinica.

o Tipo Va (fibroateroma): contienen un ndcleo lipidico importante.

o Tipo Vb: lesiones con calcificacion importante.

o Tipo Vc: lesiones con predominio de tejido conectivo fibroso, con
escasos lipidos y calcio. Son méas frecuentes en miembros
inferiores.

- Tipo VI (lesion complicada): placa complicada, puede ser:

o Tipo Vla: con ruptura de la superficie.

o Tipo Vib: hematoma o hemorragia.

o Tipo Vic: trombosis.

o Sipresenta las tres caracteristicas se cataloga como tipo Viabc.

En general las lesiones tipo IV y Va son las mas susceptibles de
complicarse. Las lesiones de los tipos IV, V y VI pueden causar dilatacion o

aneurismas del territorio vascular que ocupan.
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1.1.7. Caracteristicas de las placas ateroscleréticas de alto riesgo
Se han definido caracteristicas de la placa aterosclerética que se
considera le confieren un mayor riesgo de ruptura (16). Estas son:
- Capa fibrosa fina (<65 pm).
- Bajo contenido de colageno.
- Alta densidad de macrofagos.
- Escasas células musculares lisas.
- Ndcleo necrético grande, rico en lipidos.
- Microcalcificaciones punteadas.
- Neovascularizacion y presencia de hemorragia intraplaca.

-  Remodelado excéntrico.
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1.2.LAIMAGEN EN LA ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis subclinica se ha relacionado con un incremento del
riesgo de padecer eventos cardiovasculares (29). Mdltiples esfuerzos se van
realizando desde hace muchos afios para estudiar la aterosclerosis con el fin
de determinar mejor el riesgo individualizado de las personas. Por un lado, se
ha utilizado la imagen para poder caracterizar la placa aterosclerética, y por
otro para valorar la carga global en diferentes territorios, con la idea de que su
afectacion es fundamentalmente sistémica. Inicialmente, y en la actualidad en
la practica clinica, una de las principales formas de evaluar la presencia de
aterosclerosis es valorando la presencia de estenosis en la luz arterial. La
angiografia es el método tradicional para evaluar la luz vascular, pero no
permite ver la pared del vaso, por lo que no permite identificar lesiones
precoces o el volumen de la lesion. Ademas, las estenosis severas no son
necesariamente las que producen los eventos agudos como el ictus o el infarto
de miocardio. En los dltimos afios se han desarrollado varios métodos para
estudiar mejor la aterosclerosis. Dado que la aterosclerosis es una enfermedad
sistémica, no necesariamente se tienen que estudiar las arterias coronarias o

cerebrales para determinar el riesgo de infarto o ictus (30,31).

1.2.1. Técnicas no invasivas
Se refiere a aquellos métodos en los que no se requiere acceso

percutaneo para su valoracion.

1.2.1.1. Ecogrdfia

Es uno de los métodos mas utilizados para estudiar diferentes territorios
vasculares, dado que se utiliza ultrasonidos, no tiene el efecto de la radiacion
ionizante, ademas de ser facilmente accesible y de bajo coste. Por mucho
tiempo se consideraron las arterias carotidas el lugar idoneo para realizar la
ecografia (32), especialmente centrados en el estudio del grosor intima-media
(IMT [intima media thickness], por sus siglas en inglés) de la carétida comun,
gue se correlacion6 con envejecimiento vascular y la hipertension, utilizandose
como un marcador de riesgo de muerte cardiovascular (33). A pesar del uso
gue se le dio al IMT, tiene sus limitaciones, como por ejemplo que no permite

evaluar lo que sucede distalmente a la bifurcacion de la carotida, habiendo sido
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cuestionada su utilidad para la individualizacion del riesgo cardiovascular (31).
Han habido intentos de realizar una caracterizacién tisular con ecografia,
permitiendo determinar los componentes de la placa en base a su contenido
espectral especifico, con técnicas de procesamiento de imagenes offline, que
mejoran la pobre resolucion espacial de la ecografia hasta 300 um. Comparada
con la histologia, la sensibilidad y especificidad para detectar trombos,
contenido lipidico y tejido fibroso se encuentra entre 80-85% y 78-91%,
respectivamente, siendo la precision mayor cuando se trata de detectar
regiones calcificadas (sensibilidad 89%, especificidad 91%) (34). Las
mediciones de la placa aterosclerotica (grosor o area) por ecografia 2D han
demostrado ser un mejor predictor de eventos cardiovasculares, pero son muy
dependientes del operador, mostrando una alta variabilidad al medir el grosor
de la placa, con diferencias medias absolutas entre 0.25 y 0.55 mm (coeficiente
de variacion entre 13.8% y 22.4%) (35), lo que limita la reproducibilidad de los

resultados.

Recientemente se ha validado una nueva técnica de ecografia vascular
3D (3DVUS) utilizando una sonda que realiza un barrido automatico interno, lo
gue permite obtener medidas volumétricas muy precisas, independientemente
del tamafio de la placa; asi mismo, simplifica la adquisiciéon y disminuye la
variabilidad interoperador (36). Ademas, la resolucién que logra es alta, con
una distancia entre frames de hasta 0.1 mm, Esta tecnologia se ha utilizado
para cuantificar la carga aterosclerética en pacientes de mediana edad sin
enfermedad cardiovascular conocida, demostrando su capacidad para
determinar la carga aterosclerética, especialmente a nivel femoral, con una

buena correlacion con los factores de riesgo cardiovascular clasicos (37).

1.2.1.2. Ecografia con contraste
La presencia de neovascularizacién dentro de la placa aterosclerética
se considera un marcador de inestabilidad y vulnerabilidad de la placa,
especialmente cuando se trata de vasos irregulares, dismorficos, con células
altamente inmaduras y ausencia de células musculares lisas. Estas placas se
caracterizan por una alta permeabilidad, lo que permite el reclutamiento de

células inflamatorias (38). El contraste ecografico contiene microburbujas de
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gases inertes, de un tamafio menor que la longitud de onda de los ultrasonidos,
y bajo coeficiente de solubilidad en sangre; el uso de contraste, valorando el
grado de ecogenicidad, puede servir para caracterizar la angiogénesis
intraplaca, que no se relaciona con el grado de estenosis, incluso se considera
que puede ser util para cuantificar la inflamacion de la placa con una
correlacion moderada, siendo la ecogenicidad de las placas mayor en

pacientes sintomaticos (39).

1.2.1.3. Resonancia Magnética (RM)

Permite medir la pared y la luz del vaso. En multiples estudios se ha
utilizado el area de la pared como equivalente de la carga aterosclerdtica (40—
43). También se utiliza la relacion entre ambas, lo que se denomina el indice
normalizado de la pared (NWI), que se calcula dividiendo el volumen de la
pared entre la suma del volumen de la luz arterial con el volumen de la pared,
permite estimar la carga aterosclerética tomando en cuenta las diferencias en
el area luminal y dandole méas importancia a la carga aterosclerética, lo que
resulta especialmente importante en la aterosclerosis precoz, cuando el
volumen de la pared no es tan elevado (42). La correlacion entre las
mediciones manuales de la resonancia y la histopatologia se han descrito en
0.74 con el trazado manual y en 0.87 con un programa de medicion
semiautomatico (43). Otros estudios han estudiado su capacidad para obtener
informacion acerca del volumen y la composicién de la placa en diferentes
territorios arteriales, con la ventaja de no utilizar radiaciones ionizantes. Incluso
con analisis espectral se puede discriminar el nucleo lipidico, la capa fibrosa,
calcificaciones, hemorragia y trombos con valores de sensibilidad y
especificidad entre 76-92% y 65-86% respectivamente (44). Estudios con
resonancia magnética han mostrado que el uso de estatinas se asocia a un
incremento del porcentaje del tejido fibroso en la placa (7.77; IC 95%: 2.4 a
13.14, p = 0.005) y presenta una correlacion negativa con la hemorragia
intraplaca (OR = 0.34; IC 95%: 0.13 a 0.89, p = 0.028) y con el porcentaje de
ndcleo lipidico (-7.91; IC 95%: -13.6 a -2.22, p = 0.007) (45). Sin embargo, la
técnica de RM arterial es compleja con tiempos de exploracibn muy
prolongados, su interpretacion requiere de una gran experiencia, su

disponibilidad es limitada y el coste econémico elevado.
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1.2.1.4. Resonancia magnética con contraste

El contraste utilizado habitualmente es el gadolinio, asociado a un
guelante, para convertirlo en un material biocompatible. El gadolinio es un
metal raro, que tiene un tiempo T1 corto constante, que promueve la relajacion
de las moléculas de agua en su proximidad, lo que provoca un aumento de la
intensidad de sefal en las secuencias potenciadas en T1. Después de la
inyeccidn, el contraste se desplaza por el espacio vascular, posteriormente se
mueve al espacio extravascular, estando mas concentrado en lugares donde
el espacio extravascular esta aumentado, como son el tejido cicatricial o la
capsula fibrosa. El gadolinio se puede utilizar para mejorar la caracterizacion
tisular, diferenciando la capsula fibrosa del nucleo lipidico (coeficiente de
correlacién: 0.87) e identificar sitios de neoangiogénesis (coeficiente de
correlacién: 0.67), utilizando una secuencia especial combinando pre-pulsos
de inversion de la recuperacion y de supresion de flujo basado en difusion, una

hora tras la administracion de contraste (46).

1.2.1.5. Tomogrdfia axial computarizada (TAC)

La tomografia computarizada multicorte utiliza una fuente de rayos-X
rotacional capaz de obtener cortes de hasta 0.5 mm de grosor en un tiempo
corto. La deteccion y cuantificacion de aterosclerosis subclinica mediante TAC
coronario por el método del Score de Calcio, se recomienda para la valoracion
del riesgo cardiovascular segun las guias americanas y europeas (30,31).
Analisis realizados de la cantidad de calcio presente en las arterias coronarias
se han correlacionado con aterosclerosis coronaria y es un predictor de
eventos cardiovasculares (47). La realizacion de TAC tras la administracion de
contraste iodado intravenoso, permite la realizacion de una angiografia
coronaria no invasiva, en el tiempo que el paciente contiene la respiracién. Se
ha demostrado que pacientes que muestran placas en las arterias coronarias
con remodelado exceéntrico y baja atenuacion tienen mayor riesgo de presentar
un sindrome coronario agudo que aquellos que no tienen éstas caracteristicas
(48).

Estudios recientes han confirmado que la ausencia de calcio coronario

predice una supervivencia libre de eventos cardiovasculares en pacientes de
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bajo e intermedio riesgo CV por las escalas de riesgo tradicionales, con una
incidencia menor del 1% de mortalidad cardiovascular a los 15 afios (49). Sin
embargo, la evidencia es controvertida en ciertos grupos poblacionales, como
son los jovenes y las mujeres (50,51). También se discute su utilidad para
monitorizar los cambios en el perfil de riesgo cardiovascular en pacientes que
reciben tratamiento con estatinas (52), habiéndose demostrado que el
tratamiento incrementa la presencia de calcio intracoronario como efecto
estabilizador de la aterosclerosis, disminuyendo el nucleo lipidico y
aumentando la porcion fibrocélcica. Por otra parte, su uso en la poblaciéon
general sana no es facil de extender, al ser una técnica que utiliza radiaciones

ionizantes, aunque sea a dosis bajas.

1.2.1.6. Tomogradfia por emision de positrones (PET)

Permite detectar la actividad metabdlica de un tejido midiendo los
positrones emitidos por algunos isétopos, tipicamente is6topos de glucosa
unidos a una molécula trazadora. El trazador mas utilizado es la 8Fluor-
fluorodesoxiglucosa (*8F-FDG). Después de su administracion intravenosa es
captado por transportadores de glucosa (GLUT 1y 3) que lo llevan al interior
de las células que metabolizan glucosa. En el citoplasma la 8F-FDG es
fosforilada por la hexoquinasa en 18F-FDG-fosfato, que no puede ser
glicosilada por carecer del grupo 2’hidroxil, permaneciendo atrapada dentro de
la célula, acumulandose en funcién de la demanda de glucosa, por lo que actla
como un marcador de actividad metabdlica (53). También se ha relacionado la
captacion de ¥F-FDG con niveles de marcadores inflamatorios; por ejemplo,
los niveles circulantes de metaloproteinasa 1 de matriz, un marcador de
aterosclerosis avanzada, en pacientes con estenosis carotidea (54). En la
aterosclerosis se ha correlacionado con la presencia de macrofagos e

inflamacion (55,56).

Una de las limitaciones del PET es su resolucion espacial (efecto de
volumen parcial), por lo que se suele co-registrar con alguna otra técnica de
imagen, usualmente de tomografia computarizada (PET-TC), lo que permite
mostrar la distribucion del radiotrazador en una reconstruccion 3D, con

correcciones para atenuacion, tiempo muerto y dispersion. Para cuantificar la
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sefial PET se seleccionan las regiones de interés (region of interest [ROI]) y se
determinan los valores de la captacion media y maxima normalizados por el
peso y dosis de radiotrazador administrada (SUVmean y SUVmax), ademas
se puede realizar una correccion con la actividad de fondo (tissue-to-
background ratio, TBR).

Para la obtencion de imagenes Optimas en el estudio de la
aterosclerosis, se recomienda que el tiempo entre la administracién de 8F-
FDG y la obtencion de las mismas sea entre 2 y 3 horas después de la
administracion del trazador (mayor que en casos de neoplasias). Esto permite
gue una cantidad suficiente del trazador se acumule en la pared arterial y los
niveles de fondo decaigan, siendo un marcador subrogado de la actividad
metabdlica. También es importante conocer los niveles de glucemia previos a
la realizacion del PET, ya que la hiperglucemia, asi sea moderada, puede
disminuir la captacion de *F-FDG por las células de la placa (57).

En 2001 se demostrd, con una sonda para detectar positrones, en un
modelo de aterosclerosis de conejo (lesion con catéter de Fogarty y 3 semanas
de dieta hipercolesterolémica), comparando ex-vivo segmentos de la arteria
iliaca lesionada, con segmentos de la arteria que no habia recibido denudacién
endotelial, presentaban mayor captacion ®F-FDG (p < 0.001). En el estudio
histopatoldgico se vio que los segmentos lesionados tenian un grosor mayor
de las capas intima y media de la arteria, asi como més macrofagos y células
musculares lisas; mostrando correlacion entre la cuenta de positrones y el ratio
intima-media (r = 0.63, p = 0.03) (58).

Tawakol y colaboradores (59) publicaron en 2005 un estudio utilizando
un modelo de aterosclerosis de conejo (dieta hipercolesterolémica durante 6
meses y denudacion endotelial aortica), en el que describen que la captacion
de 8F-FDG es significativamente mayor en los conejos con aterosclerosis que
en los controles (p < 0.001). En el analisis ex-vivo con un contador gamma,
describen una correlacion significativa entre la actividad de 18F-FDG vy la
densidad de macréfagos valorada con la tincion de RAM-11 (r = 0.79, p <
0.0001), sin que exista correlacion con la tincion para muasculo liso (r = -0.03,

p = 0.98), el grosor de la pared arterial (r = 0.27, p = 0.37) o el grosor de la
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placa (r = -0.24, p = 0.42). En el analisis in-vivo encontraron con el PET una
buena correlacion entre la captacion y la tincion con RAM-11, muy significativa
al analizar en conjunto con los controles (r = 0.93, p < 0.0001) y algo menor,
pero también significativa al analizar sélo segmentos con aterosclerosis (r =
0.73, p <0.002). Como limitaciones cabe destacar que no describen el nimero
de cortes histoldégicos analizados por segmento, y la co-localizacion con

tomografia solo la realizan en 2 conejos.

La captacion de ¥F-FDG depende muy poco del flujo sanguineo,
especialmente cuando la obtencion de imagenes es tardia (>2 horas). Por
ejemplo, el miocardio isquémico, severamente hipoperfundido, es
hipercaptante; la respuesta celular al bajo flujo y la hipoxia parecen ser los
responsables de estos cambios en la captacion de ®F-FDG (57). En un estudio
por Folco y colaboradores se demostré que la hipoxia, mas no las citoquinas
proinflamatorias, estimulan potentemente la captacién de glucosa por los
macrofagos y las células espumosas. Estudios inmunohistoquimicos en placas
humanas muestran una expresion abundante de proteinas que regulan la
utilizacion de glucosa, especialmente en zonas de las placas ricas en
macrofagos que previamente estuvieron hipoxicas. Las células endoteliales y
las células musculares lisas también incrementan su captacién de glucosa
cuando estadn expuestas a citoquinas proinflamatorias, por lo que concluyen
que la captacion de *¥F-FDG puede reflejar mas macréfagos estimulados por
hipoxia que el grado de inflamacion (60). Mateo y colaboradores, utilizando un
modelo de aterosclerosis en conejo, el incremento progresivo de la captacion
de BF-fluoromisonidazol (**F-FMISO), un radiotrazador para detectar hipoxia,
sin incrementos significativos en la captacion de F-FDG (61); ademas,
encontraron que la presencia de macréfagos determinada con la tincion RAM-

11, era mayor en las zonas hipoxicas.

El primer estudio clinico usando PET-TC que analizé placas de ateroma
in vivo se realizO en 8 pacientes con aterosclerosis carotidea sintomatica
(tempo medio entre los sintomas y la realizacion del PET-TC: 3.5 meses),
encontrandose que la captacion de 18F-FDG, 3 horas después de su

administracion, era 27% mayor en el lado sintomético que en el lado
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contralateral (6 pacientes tenian placas bilaterales). No existia captacién de
BE-FDG en las car6tidas contralaterales de los dos pacientes que no
mostraban aterosclerosis en dicha zona. Se realizo6 endarterectomia carotidea
a los 8 pacientes (tiempo medio hasta la intervencion, 43 dias). La
autoradiografia de las placas extirpadas de tres de los pacientes confirmé la
acumulacion de deoxiglucosa en &reas de la placa ricas en macréfagos (62).

En un estudio con 17 pacientes, se les hizo un PET con ®F-FDG en el
mes previo a la realizacion de una endarterectomia carotidea. Se calculd la
proporciébn de actividad placa/sangre (target to background ratio, TBR),
demostrandose que existe una correlacion entre la sefial del PET y la tincion
de macréfagos con anti-CD68 (r = 0.85; p < 0.0001). La captacion de 8F-FDG
no se correlaciond con el area o el grosor de la placa, ni con el &rea de musculo
liso (63). Zhao y colaboradores realizaron un estudio para monitorizar la
evolucion del estado inflamatorio de la aorta en un modelo de aterosclerosis
de conejo con PET-TC con ®F-FDG, comparando dos grupos, uno de los
cuales recibia estatinas. Se midio el valor de captacién estandarizado maximo
(SUVmax) y el medio (SUVmean), posteriormente utilizaron inductores
farmacolégicos de trombosis a la semana 18, la captacion era mayor en los
conejos que hicieron trombosis, y ésta a su vez era mayor en el grupo sin
estatinas, por lo que consideran que el PET-TC se puede utilizar para predecir
eventos en pacientes con enfermedad aterosclerética (64). Aungue esto
resulta dificil de extrapolar a la utilidad que pueda tener en personas
asintomaticas, dado que la mayoria de estudios se han realizado en pacientes

gue ya han tenido eventos (57).

El grado de captacion de '8 F-FDG se ha correlacionado con un gran
numero de factores de riesgo cardiovascular (65), asi como con la escala de
riesgo de Framingham, la edad, marcadores inflamatorios (proteina C reactiva,
MMPs y adiponectina) y expresion genética de marcadores de glicdlisis e
inflamacion (como GLUT1, hexoquinasa tipo 2, CD68, catepsina K, MMP-9 e
IL-18). En las cardétidas, una captacion incrementada de ¥F-FDG se relaciona

con caracteristicas anatomicas de riesgo de la placa. También se relaciona con
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un incremento de la rigidez de la aorta determinada por la velocidad de pulso,
un importante indicador prondstico de eventos cardiovasculares (57).

La captacion de 8F-FDG tipicamente no esta en el mismo lugar que las
microcalcificaciones vistas en la TC, lo que sugiere que la inflamacién y la
calcificacion se producen en diferentes etapas de la aterosclerosis (66). En el
estudio de Fernandez-Friera y colaboradores (65) describen que la captacion
de 8F-FDG es coincidente sélo con el 11% de las placas, la mayoria de las
captaciones (61.5%) se producen en zonas libres de aterosclerosis, sugiriendo
que la captacion de 8F-FDG se anticipa a la presencia de aterosclerosis
detectable por resonancia. Se ha utilizado el PET para evaluar la respuesta a
diferentes tratamientos para la aterosclerosis, por ejemplo, en un estudio en
gue comparaban las dosis de 5 y de 20 mg de atorvastatina en pacientes con
dislipidemia, en los pacientes con la dosis de 20 mg, tras 6 meses de
tratamiento, se observo una reduccion del 7.9% (p = 0.007) en la captacion de
BE-FDG (TBR) en la aorta ascendente y del 9.9% (p = 0.012) en la arteria
femoral, siendo la reduccion no significativa en los pacientes que recibieron la

dosis de 5 mg de atorvastatina (67).

El uso del PET 8F-FDG en la valoracién del riesgo CV como estrategia
de prevencion primaria se limita a estudios de investigacion, al igual que la RM,
por su complejidad, su escasa disponibilidad y, ademas, por ser una técnica
gue administra una dosis de radiacion nada despreciable y lo hace a nivel
sistémico, la dosis aproximada de un estudio, utilizando un protocolo de baja

radiacion, es de 8.5 mSv (68).
1.2.2. Técnicas invasivas

1.2.2.1. Angiografia
Es la técnica basica de eleccion para la valoracién de las estenosis
arteriales, especialmente de las coronarias; en general permite valorar el grado
de estenosis y de forma cualitativa la presencia de calcificaciones, pero no
permite estudiar exhaustivamente las caracteristicas de la placa

aterosclerotica, ni tampoco predecir la evolucion de las mismas (69).
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1.2.2.2. Tomogrdfia de coherencia optica (OCT) intravascular

La OCT es una técnica de imagen intravascular con gran resolucion (10-
20 um). Permite determinar multiples caracteristicas morfoldgicas de la placa
aterosclerdtica de manera muy precisa, como son el area y el diametro
minimos, el porcentaje de estenosis, la longitud de la lesion y el indice de
excentricidad, también se ha utilizado para medir el grosor de la capa fibrosa
e identificar zonas de erosién endotelial. De manera cualitativa también permite
identificar los componentes de la placa con una sensibilidad y especificidad
gue vade 71% a 79% Yy 97 a 98% para placas fibrosas, 95% a 96% y 97% para
placas fibrocalcificadas, y 90% a 94% y 90% a 92% respectivamente para

placas con un nucleo rico en lipidos (70).

La OCT también se ha utilizado para determinar la presencia y cantidad
de diferentes tipos de células presentes en la placa lipidica, especialmente
macrofagos; en un estudio realizado en 26 placas ateroscleréticas obtenidas
de aorta y bulbo carotideo de cadaveres (dentro de 72 horas tras la muerte),
comparando OCT con histologia (tincion CD68) se vio una alta correlaciéon en
la densidad de macrofagos en la capsula fibrosa (r = 0.84, p < 0.0001) (71). La
importancia en determinar la presencia de macréfagos en la placa
aterosclerotica radica en que se ha descrito que placas ateroscleroticas de
pacientes que han tenido angina inestable o infarto no Q tienen un mayor
porcentaje de macréfagos que aquellas de pacientes con angina crénica
estable, 13.3 + 5.6%, 14.6 + 4.6% versus 3.14 £ 1% respectivamente (72).

1.2.2.3.  Ecogradfia intravascular (IVUS)

El IVUS es otra técnica de imagen intravascular, con menor resolucion
gue la OCT (100-200 um), pero que no requiere la administracién de contraste
para la obtencién de las imagenes. Utiliza ultrasonidos para la obtencién de las
imagenes, que se puede realizar de forma manual, o con desplazamiento
automatico utilizando un sistema mecanico, lo que permite realizar mediciones
de longitud y volumen de placa. Es el método mas sensible para valorar la
presencia de calcificaciones coronarias (73). Aunque las imagenes generadas
no se pueden utilizar para realizar determinar el contenido histologico de la

placa, se puede hacer un analisis cualitativo, diferenciando placas blandas,
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gue suelen tener alto contenido de lipidos; fibrosas, con una ecogenicidad
intermedia, que representan la mayoria de las placas; calcificadas, o mixtas;
asi como la presencia de trombo, que se observa como una masa intraluminal,
con una apariencia lobulada, en capas o con pedunculo (74). No existen
caracteristicas en el IVUS que definan la presencia de una placa como
vulnerable (75), las placas rotas tienen apariencias muy variadas en el IVUS,

pudiendo observar ulceracion o ruptura de la placa.

1.2.3. Retos actuales en la imagen de la placa aterosclerética

Identificar lesiones aterosclerdticas de manera precoz se esta
convirtiendo en un objetivo para poder estratificar mejor el riesgo
cardiovascular, especialmente en pacientes asintomaticos (2). Hemos descrito
previamente lo prolongada que resulta la etapa preclinica de la aterosclerosis,
detectandose recién en una etapa tardia, cuando ya se presenta un evento
clinico, que en muchas ocasiones es fatal. Existe claramente la necesidad de
diagnosticar esta enfermedad de manera precoz y poder aplicar estrategias de
prevencion y tratamiento dirigidas. Los factores de riesgo clasicos y las escalas
de riesgo ayudan en este sentido, pero sus limitaciones son ampliamente
reconocidas, especialmente en grupos considerados de bajo riesgo como
mujeres y jovenes (50,51). La evaluacibn no invasiva de la carga
aterosclerética en pacientes de mediana edad potencialmente puede mejorar
la valoracion del riesgo cardiovascular y determinar estrategias de prevencion
mas efectivas. Existen algunos estudios en marcha, como el estudio PESA
(Progression of Early Subclinical Atherosclerosis), disefiados para evaluar la
presencia de aterosclerosis en carotidas, aorta, coronarias y territorio ileo-
femoral, con diferentes técnicas no invasivas en pacientes asintomaticos de
mediana edad (76). El uso de técnicas de imagen no invasivas tiene mucho

potencial para el estudio de la aterosclerosis en pacientes asintomaticos.

Determinar la vulnerabilidad de la placa aterosclerdtica in vivo es otro
de los grandes objetivos de la imagen, aunque aun queda por definir la
correlacion real entre las diferentes técnicas y el riesgo real de los pacientes
de presentar un evento isquémico. Ademas, no existen estudios que comparen

las diferentes técnicas utilizadas entre ellas ni la correlacion que existe con
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hallazgos histologicos con el objetivo de determinar una asignacion mas
eficiente de los test de imagen para el screening de la enfermedad. Con la
evidencia que tenemos hasta el momento no esta recomendado en las guias
el cribado sistematico con imagen multimodal para la prediccion de eventos
cardiovasculares (77,78), aunque si se contempla, incluso se recomienda, la
utilizacién del score de calcio coronario como modificador del riesgo en la
evaluacion de personas con riesgo intermedio calculado con las escalas

convencionales (77).
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1.3.MODELOS DE ATEROSCLEROSIS EN ANIMALES

El desarrollo de modelos animales de las diferentes patologias
cardiovasculares, y en especifico de la enfermedad aterosclerotica ha
permitido tener mayores conocimientos de la fisiopatologia, y son esenciales
para evaluar nuevas tecnologias y nuevos tratamientos. En este apartado
presentamos los principales modelos que existen en relacion con la

aterosclerosis, y especialmente el modelo desarrollado en conejo.

Ventajas
Ré&pido desarrollo de placas
aterosclerdticas
Util para imagen no invasiva
(RM, PET, CT, US)

Relativa facilidad para
manipular el genoma

Desventajas

Semejanza parcial con los
humanos

Sirve como modelo més de
aterosclerosis que de
aterotrombosis

Niveles lipidicos muy altos en

sangre

Genoma conocido
Camadas grandes
Relativamente barato
Ciclo reproductivo corto
Amplia experiencia

Facil, disponible y barato No desarrollan placa de ateroma
Util para estudio de

reestenosis

Tamafno mediano Necesita niveles sanguineos de
colesterol altos

Lesiones de fibroateroma No sirve para ruptura de placa
Modelo til para reestenosis  Es un modelo méas de formacion
de neointima que de
aterosclerosis

Asequible
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Lesiones similares a las Costo elevado
humanas

=o1delatel ] Util para estudio de Dificil de manejar
reestenosis

Pocas herramientas genomicas

Tabla 1: Ventajas y desventajas de los diferentes modelos animales de
aterosclerosis

Modificada de: Zaragoza C, Gomez-Guerrero C, Martin-Ventura JL, y
colaboradores Animal models of cardiovascular diseases. J Biomed Biotechnol
(79).

1.3.1. Modelos en ratones

Estos modelos son utiles para el estudio del desarrollo y la progresion
de lesiones ateroscleréticas, especialmente los ratones knockout vy
transgénicos que han permitido entender los mecanismos moleculares y
celulares envueltos en la aterogénesis, asi como evaluar la efectividad de los
diferentes tratamientos antiateroscleréticos (80). Dado que los ratones en
general son resistentes al desarrollo de lesiones ateroscleroticas, los modelos
actuales se basan en modificaciones genéticas de lipoproteinas del
metabolismo asociados a cambios de dieta. Dentro de ellos, el ratdn con
ausencia del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR -/-) y el ratén
con ausencia de apolipoproteina E (apoE -/-) son los mas utilizados,
especialmente este Ultimo. Las lesiones que se producen en estos ratones se
pueden incrementar afiadiendo otros factores de riesgo como la hipertension y
diabetes (79). Existen diferencias importantes entre los ratones y los humanos
gue se deben mantener en mente al analizar los resultados; por ejemplo, el
numero de plaquetas en los roedores es 4 veces mayor que en los humanos y
el tamafio de éstas es aproximadamente la mitad de las plaquetas humanas
(81), es por ello que no resulta un buen modelo para estudio de farmacos

antitrombaoticos.

1.3.2. Modelos en conejos

En 1913 se describié que el colesterol causa cambios ateroscleroticos

en la intima arterial de los conejos, los cuales son similares a la aterosclerosis
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humana. La administracion de dieta hipercolesterolémica genera la formacion
de placas ateroscleroticas, que progresan a pesar de la suspension de la dieta,
y cuya produccion se acelera con la administracion intermitente de dieta rica
en colesterol (82). También se pueden desarrollar lesiones ateroscleroticas en
conejos con colesterol normal denudando la pared endotelial de las arterias
(79). La mayoria de estudios realizados en la actualidad con el modelo de
conejo utilizan ambas estrategias, lo que produce lesiones mas avanzadas en
menos tiempo. Las placas ateroscleréticas que se logran, se parecen, al
menos en parte, a las placas humanas, principalmente en lo que se refiere al
componente inflamatorio. Este modelo se ha utilizado ampliamente para
estudiar el efecto de diferentes tratamientos que modifican la formacion de la
placa y su estabilizacion, estudios que han contribuido a conocer mejor

diferentes aspectos de la inflamacién en el ateroma (83,84).

Por ejemplo, en el estudio realizado por Borja Ibafiez y colaboradores
(40), que trabaj6é con un equipo con amplia experiencia en este modelo,
utilizaban conejos machos de la raza New Zealand White, alimentandolos con
una dieta de colesterol al 0.2% durante nueve meses, se realizaban 2
denudaciones endoteliales adrticas, en las semanas 1y 12 de iniciada la dieta
hipercolesterolémica. Previo a las denudaciones se anestesian los conejos con
ketamina y xilasina intramuscular. Las denudaciones se realizaban bajo guia
fluoroscopica con catéteres Fogarty de 3-4 F. El catéter se introduce por la
arteria femoral, la cual se tiene que disecar con cuidado por el riesgo de
lesionar el nervio femoral. Se progresa el catéter hasta la aorta toracica
descendente, se infla el balon y se tracciona hasta llegar a la bifurcacion iliaca;
la denudacion se repite en 3 ocasiones. Posteriormente se liga la arteria
femoral, que no suele ocasionar complicaciones dado que la circulacion en

miembros inferiores tiene una adecuada red de colaterales.

En 2001, Helft y colaboradores (85) estudiaron la placa aterosclerética
en este modelo con resonancia magnética. Utilizaron la secuencia de fast-spin
echo con una resolucion de 350 por 350 micras y un grosor de corte de 3 mm.
Describen una correlacion altamente significativa (p < 0.001) entre el grosor

medio de la pared y el area de la pared del vaso con la histopatologia (r = 0.87
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y r = 0.85, respectivamente). También encontraron una correlacion significativa
respecto a la composicién de la placa (p < 0.05), al analizar su componente

fibroso y lipidico, analizando las imagenes potenciadas en T2.

1.3.3. Modelos en cerdos

El cerdo es un buen modelo de aterotrombosis debido a que puede
desarrollar lesiones ateroscleréticas de manera espontanea, la anatomia
cardiovascular se parece a la humana y permite evaluar las arterias coronarias
en lugar de vasos centrales como sucede con animales mas pequefios (81).
La aterosclerosis en cerdos se desarrolla lentamente, ya sea
espontaneamente (con comida regular) o inducida experimentalmente (dieta
aterogénica), su ubicacioén y desarrollo es similar a la aterosclerosis de los
humanos, tanto en composicion como en distribucion, incluso se logra la
formacion de circulacion colateral en caso de oclusion arterial progresiva con
el uso de ameorides (86,87). Con la dieta hipercolesterolémica los cerdos
alcanzan niveles de colesterol en sangre similares a los humanos,
desarrollando lesiones ateroscleréticas tempranas a los 50 dias (estrias
grasas) en la aorta abdominal, y en menor medida en las arterias coronarias
(88). El desarrollo de lesiones mas avanzadas incluye tiempos mas
prolongados de desarrollo del modelo, con el consiguiente problema de manejo
de cerdos de mayor tamafio; esto se ha logrado solventar en los ultimos afios
con el uso de minipigs, aunque €stos son MAas caros y requieren un manejo

especifico (81).

30



1.4.EL CONCEPTO DE LA PLACA VULNERABLE

Estudios de anatomia patolégica han demostrado la asociacion entre el
infarto agudo de miocardio y la ruptura de una placa aterosclerotica,
especialmente fibroateromas de pared delgada, que se caracterizan por tener
un nadcleo lipidico o necrotico separado de la luz de la arteria por una cipsula
fina (89). Los mecanismos que llevan a las consecuencias clinicas de la
aterosclerosis son mas complejos de lo que se asumia inicialmente (90).
Ademas de la presencia, extension y actividad metabdlica de la aterosclerosis,
resultan criticas la adaptaciéon individual y la respuesta trombogénica del
individuo (91). Se han realizado multiples estudios con diferentes técnicas de
imagen para intentar determinar la presencia de placas aterosclerética
vulnerables, dejando fuera gran parte de la complejidad de la enfermedad (91).
Por ejemplo, en el estudio PROSPECT (Providing Regional Observations to
Study Predictors of Events in the Coronary Tree), se investigé las tasas de
eventos adversos cardiovasculares en casi 700 pacientes a los que se les
habia realizado histologia virtual con IVUS, determinando que el riesgo de
infarto de miocardio o muerte subita cardiaca en relacién con lesiones
‘vulnerables” era muy bajo, sin diferencias con aquellos que presentan
engrosamiento intimal (92). Se han realizado multiples estudios que concluyen
determinando la placa como un factor de riesgo independiente, pero tienen la
limitacién de no considerar la carga total de placa como un factor de confusion
(92).

Un punto muy importante que hay que tener en cuenta es que muchas
(si no la mayoria) de las rupturas de placa ocurren sin un sindrome clinico
asociado. El porcentaje de pacientes que presentan rupturas subclinicas de la
placa varia segun el perfil de riesgo y el método de evaluacion, con un rango
gue va del 4% al 79% (91). Muchos estudios longitudinales con imagen han
demostrado que la morfologia de las placas ateroscleréticas se modifica con
el tiempo, ganando y perdiendo las caracteristicas de vulnerabilidad (93,94).
Cierto volumen de placa parece necesario para desencadenar una trombosis
vascular; sin embargo, la falta de beneficio de implantar stents, asi como el
gran numero de lesiones obstructivas encontradas en autopsias de personas

sin sintomas de sindrome coronario agudo, lleva a considerar que el grado de
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estenosis no altera el riesgo por encima de un determinado nivel. La
enfermedad coronaria obstructiva y la no obstructiva se asocian con un riesgo
similar de infarto de miocardio y muerte si la afectacion de la primera es en un

mayor numero de segmentos coronarios (95).

Se necesita entender mejor que combinacién de informacién entre la
imagen y los factores de riesgo cardiovascular clasicos permite una mejor
valoracion individual del riesgo; ademas, se necesita entender los mecanismos
gue influencian al sistema de coagulacion para producir las diferentes

respuestas observadas frente a la ruptura de la placa.

1.5.JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Como se ha ido describiendo existen multiples formas de evaluar la
aterosclerosis a través de la imagen, dada la necesidad de encontrar un
método mas fiable para determinar el riesgo individual de las personas de
presentar un evento isquémico agudo. Los métodos actuales para valorar el
riesgo cardiovascular ain son imperfectos, sin que exista un acuerdo general
en cudl es la estrategia Optima, ni el punto de corte idoneo para iniciar
tratamiento en pacientes asintomaticos (96). Se ha demostrado que la
enfermedad aterosclerética es un continuo, en el que la presencia de
aterosclerosis, aunque no sea obstructiva, representa un mayor riesgo de

eventos isquémicos (97).

Las pruebas de imagen se han ido evaluando de manera individual y
describiendo su aportacion en el estudio de la placa aterosclerética, pero hasta
ahora no se ha realizado una comparacion ad hoc entre ellas, estudio que
puede resultar complicado a nivel clinico, dada la limitada disponibilidad de
algunas de las técnicas, ya sea por los costes, 0 el tiempo de exposicion
necesario, y en algunos casos, por la limitacion para indicar un procedimiento
invasivo o el uso de radiaciones ionizantes que implicaria. Por lo que
consideramos la utilizacién de diferentes técnicas de forma simultanea para
determinar su contribucion en detectar la enfermedad en sus estadios
precoces, asi como en predecir la progresion de la enfermedad aterosclerotica

en un modelo de conejo es de gran utilidad. Asi mismo, un estudio extenso del
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modelo permite describirlo de manera méas detallada y sirve de base para el

andlisis de futuros estudios que se realicen a nivel preclinico.
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2. HIPOTESIS

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria progresiva. La
ecografia vascular 3D y la resonancia magnética pueden ser Utiles para la
deteccion y cuantificacion de la carga de la aterosclerosis precoz. Asi mismo,
el PET con ¥FFDG, que permite evaluar la actividad metabdlica de la placa,

podria ser de utilidad para predecir la progresion de la aterosclerosis.

Asi este estudio esta basado en dos hipétesis principales. La primera es
gue la deteccion y cuantificacién de la carga de aterosclerosis precoz es mas
precisa con ecografia vascular 3D comparada con la resonancia magnética.
Como segunda hipotesis, predecir la progresion de la carga de enfermedad
cuantificada con ecografia 3D y resonancia magnética es posible mediante la
evaluacion de la captacion de *F-FDG con PET.
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3. OBIJETIVOS

El objetivo del estudio es valorar la capacidad de la ecografia vascular
tridimensional y la resonancia magnética de detectar la presencia y las
caracteristicas anatémicas de la placa aterosclerotica precoz, comparadas con
la histologia, y correlacionar los hallazgos de ambas técnicas. Asi mismo, se
correlacionara la actividad metabdlica determinada por la captacion de 8F-
FDG, con los hallazgos anatémicos e histologicos y se valorara su utilidad en
predecir la progresién de la enfermedad aterosclerdtica en el modelo de

conejo.

Para cumplir este propdsito establecimos los siguientes objetivos
concretos:

1. Comparar de forma seriada la presencia y los cambios en la
aterosclerosis precoz en territorio de aorta abdominal de conejo, con

ecografia vascular tridimensional y resonancia magnética.

2. Determinar la captacion de 8F-FDG en aorta abdominal evaluada por

PET en conejos con dieta rica en grasa comparada con conejos control.

3. Correlacionar la actividad metabdlica determinada por la captacion de
BE-FDG con la presencia y carga de la aterosclerosis en la aorta de
conejo determinadas por ecografia vascular tridimensional, resonancia

e histologia.

4. Determinar la utilidad de la captacion de '®F-FDG en predecir la
progresion de la enfermedad aterosclerdtica en el modelo de conejo

medida con ecografia vascular tridimensional y resonancia magnética.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.DISENO DEL ESTUDIO

Los procedimientos realizados se incluyeron dentro de un proyecto
aprobado por la Comunidad Auténoma de Madrid (CAM ES28079000176) para
testar la eficacia de un nuevo farmaco frente a la aterosclerosis cuyo
investigador principal es el Dr. Borja Ibafiez. Todos los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo en las instalaciones del animalario del
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC), donde se cuenta
con la infraestructura y los equipos necesarios para la realizacion del proyecto,
previa autorizacién del proyecto por el comité ético para la realizacion de
estudios con animales, siguiendo la directiva europea 2010/63/UE y el Real
Decreto 53/2013.

El disefio del estudio se resume en la Figura 3. La aterosclerosis
experimental se indujo en 10 conejos machos de la raza “New Zealand White”
(Charles Riber Laboratories, L'arbresle Cedex, France). Los animales, que a
su llegada al centro tenian pesos entre 1000 y 1250 gramos, recibieron dieta
estandar especifica para conejos (LabDiet 5321, TestDiet®, Londres, Reino
Unido) durante 2 semanas para lograr su adaptacién al nuevo entorno y
descartar la presencia de patologias previas; posteriormente se inicié la dieta
hipercolesterolémica (LabDiet 5321 [86,8%] con 0.2% de colesterol y 13% de
mantequilla de cocoa, TestDiet®, Londres, Reino Unido), administrada ad
libitum, que se mantuvo durante el resto del estudio. Entre 2 y 3 semanas (2.66
+ 0,24 semanas, promedio + desviacion estandar) después de iniciar la dieta
hipercolesterolémica, teniendo los conejos un peso promedio de 3,06+0,47 kg,
se procedié a realizar la denudacion endotelial de la aorta abdominal con
catéter Fogarty (posteriormente se describe el procedimiento en detalle). La
mortalidad durante el estudio fue del 20%, un conejo murid en relacion con
complicaciones del procedimiento de denudacién y otro en relacién a dafio
hepatico por una respuesta exagerada a la dieta rica en colesterol, mortalidad

similar a lo descrito en estudios previos (40).
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Dieciocho semanas tras el inicio de la dieta hipercolesterolémica (18.8
+ 1.0 semanas), se realiz6 RM, ecografia vascular 3D y PET/TAC con 8F-FDG
de la aorta abdominal, tomando como centro de referencia la arteria renal
derecha, determinando las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la
placa, asi como analisis de colesterol y marcadores inflamatorios. En torno a
las 35 semanas de iniciada la dieta (16.3 = 1.2 semanas después de las
primeras pruebas de imagen) se repitieron la RM, la ecografia 3D y el
PET/TAC, pasando posteriormente al sacrificio de los animales, previa
inyeccion de heparina sodica, para la extraccion de la porcién de aorta
estudiada e incluirla en formalina al 10% para realizar el estudio histolégico.

Se utilizaron 4 conejos NZW con dieta estandar, con pesos entre 4y 4.5
kg, para la realizacion de resonancia magnética de aorta abdominal como
control y se utilizaron los datos histéricos de 5 conejos NZW con pesos entre
3y 3.5kg, alos que se les realizé PET con *¥F-FDG, con un protocolo igual al

utilizado en este estudio, como control.

DISENO DEL ESTUDIO

10 conejos NZW

o
e

Denudacion
endotelial adrtica

PET 18F- “PET 18F-
FDG FDG

Adaptacién

Dieta hipercolesterolémica al 0,2%

SemAanas // /I
2 0 2 /4 18 7

Histologia

Figura 3: Disefio del estudio

4.2.DETALLE DE LOS METODOS

4.2.1. Denudacién endotelial de aorta
Se realiz6 la denudacion endotelial adrtica segun lo descrito en estudios

previos (40,98). Se anestesiaron los conejos con ketamina 20 mg/kg y xilacina
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10 mg/kg, intramuscular. Ademas, se administroé buprenorfina a 0.05 mg/kg via
intramuscular como analgésico. Se coloc6é pomada ocular tras la anestesia
para prevenir el dafio corneal. Posteriormente se colocé en la region femoral 5
mg de bupivacaina como anestésico local. ElI procedimiento se realizo
mediante diseccion quirargica para localizar la arteria femoral derecha,
teniendo especial cuidado de no dafar el nervio femoral. Se introdujo un
catéter de embolectomia tipo Fogarty de 3 — 4 F (Edwards Lifesciences, Irvine,
CA, Estados Unidos) que se progreso hasta el tercio medio de aorta toracica
descendente bajo guia fluoroscopica. Se insufld el balén con contraste iodado
para documentar adecuadamente la posicion del balon. Se realiz6 una retirada
cuidadosa con el objeto de denudar la intima de la aorta sin producir mayor
dafo. Se denud¢ la aorta abdominal desde el nivel del diafragma hasta antes
de la bifurcacién en las arterias iliacas. El procedimiento de retirada se repitio
en 3 oportunidades. Posteriormente se retird el catéter y se procedi6 a ligar
completamente la arteria femoral, suturando posteriormente la piel con una
sutura reabsorbible (Figura 4). Esta ligadura no provoca isquemia en el
miembro inferior, ya que los conejos tienen un sistema de circulacion colateral

muy desarrollado (99).

Figura 4: Procedimiento de denudacion arterial con balon

A, zona inguinal derecha preparada para la cirugia. B, diseccion por planos. C,
en el plano profundo del trigono femoral se localizan la arteria y vena femoral
envueltas en la vaina femoral y el nervio femoral por fuera de ésta. D, se aisla
la arteria femoral, ligando su porcion distal y colocando una sutura a nivel
proximal. E, se introduce el catéter Fogarty en la arteria femoral y se avanza
de forma retrégrada hasta el diafragma. F, globo inflado con contraste,
localizado justo por debajo del diafragma (flecha blanca). G, se retrae el catéter
con el balon inflado hasta antes de la bifurcacion iliaca. H, tras retirar el catéter
se procede ala ligadura de la porcion proximal de la arteria femoral y a la sutura
de la herida quirargica.
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4.2.2. Ecografia vascular

Los conejos fueron sedados con una combinacion de ketamina (10
mg/kg IM) y xilacina (2.5 mg/kg). Se colocaron en una mesa de exploracion en
decubito supino, con el abdomen afeitado (Figura 5). La obtencion de
imagenes se realizé con un equipo de ultrasonidos iU22 (Philips Health Care,
Andover, MA, Estados Unidos). Para la ecografia vascular 3D se utilizd un
transductor lineal-volumétrico VL13-5 3D (Philips Health Care, Andover, MA,
Estados Unidos), que cuenta con un mecanismo interno mecanico que permite
obtener datos volumétricos 3D cuantificables. Manteniendo una posicion fija el
transductor realiza un barrido automatico con una velocidad angular constante.
El transductor opera con una amplia variedad rangos de frecuencias (de 5 a
; 13 MHz), y la distancia entre

cuadros se controla ajustando

el angulo de barrido de 10 a

entre cuadros entre 0.1y 0.3

% S — 30°, para obtener distancias
f’:;‘a,

v

ﬂ mm. La longitud del vaso
o - del

estudiado  depende
— angulo elegido. En nuestro
5 -y o protocolo de adquisicion

B r— e utilizamos un angulo de 30°,

_ _ _ lo que da una longitud de
Figura 5: Preparacién del conejo para la

ecografia vascular 3D (Cortesia de B. Lépez) escaneado de unos 6 cm,

centrando el transductor en la
arteria renal derecha, paralelo al eje longitudinal de la aorta. El barrido incluyé

el origen de ambas arterias renales.

El analisis de las imagenes se realizO posteriormente utilizando la
aplicacion de cuantificacion de placa vascular (Vascular Plaque Quantification,
VPQ) del QLAB 10.2 (Philips Health Care, Andover, MA, Estados Unidos). Esta
aplicacién detecta los bordes interno y externo de la pared del vaso y los limites
de las placas ateroscleroticas, permitiendo calcular el volumen de placa. Para
analizar las placas se utilizé una herramienta semiautomatica que requiere se

delinee el borde interno y externo de la pared del vaso en los cortes inicial y
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final, asi como algunos cortes intermedios, y el programa automaticamente
extrapola los contornos a lo largo del vaso, posteriormente se corrige
manualmente los contornos, especialmente en zonas con artefactos o donde
la ventana acustica es deficiente. Este software limita su cuantificacion al
volumen de placa sin incluir las regiones de pared sanas. Tras la visualizacion
completa de los 6 cm de arteria renal adquiridos, se identificaron las placas de
aterosclerosis procediéndose a estimar su volumen. El volumen global de
aterosclerosis se definio como la suma de los volimenes de todas las placas

visualizadas en la adquisicion.

4.2.3. Resonancia Magnética

Las medidas de la aorta abdominal se realizaron mediante RM de alta
resolucién. Las imagenes fueron obtenidas en un equipo de RM de 3 Teslas
(Philips Health Care, Andover, MA, Estados Unidos; Figura 6). Los animales
fueron sedados con una combinacion de ketamina (10 mg/kg IM) y xilacina (2.5
mg/kg), manteniendo la anestesia
durante la resonancia con isoflurano
(1.2-1.5%) a través de una mascara
ambiental. Los conejos se pusieron
en decubito prono en un coil de
rodilla, que es de un tamafo
adecuado para el abdomen del
conejo. De manera similar como se
hizo con la ecografia, se localiza
como punto de referencia la arteria
renal derecha, obteniéndose
imagenes secuenciales de 2 mm de
espesor, cada 2 mm, sin gap, con 20
cortes proximales a la arteria renal

Figura 6: Preparacion del conejo para derecha y 20 cortes distales a la
la resonancia

Se coloca el conejo en decubito prono
en un coil de rodilla para la realizacion
de la RM. tanto en secuencia T2W (TR/TE

misma, cubriendo un total de 8 cm de

longitud. Se obtuvieron imagenes

2300/62 ms), con supresion de grasa y saturacion de flujo, y en T1 (turbo spin
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echo, resolucion 0,4x0,4 mm; TR/TE 1000/15 ms). Tras el estudio se realizé
un analisis de la carga de placa (area delineada por la membrana elastica
externa-area luminar) tanto por segmentos, como la sumatoria del volumen de
pared en los segmentos a estudiar, divididos en dos regiones, una por encima

de la arteria renal derecha y otra por debajo de la misma.

Para este analisis se utiliz6 el programa VPDiagnostics (Seattle,
Estados Unidos), delineando el borde interno y externo de la pared arterial en
cada uno de los cortes obtenidos en T2W y confirmando los trazados con las
imagenes obtenidas en T1, lo que permite obtener datos del volumen total de
la pared arterial (se incluye el volumen de pared y el de la placa propiamente
dicha) y de la luz del vaso, asi como la relacién entre ambos, denominado el
indice normalizado de pared (Normalized Wall Index, NWI), que se calcula
dividiendo el volumen de la pared entre el volumen total del vaso (incluyendo
luz y pared) y multiplicado por 100, con la intencion de eliminar la influencia de
la luz arterial en el resultado. Ademas, se analizaron los espesores minimo,

medio y maximo de la pared arterial.

4.2.4. Tomografia computarizada/tomografia por emision de positrones
con 8F-fluorodeoxiglucosa

La actividad metabdlica de la placa de ateroma fue evaluada mediante
esta técnica. Para su realizacion se dejaban los animales en ayunas durante
al menos 8 horas. Se realizaba glucometria para asegurar niveles normales de
glucemia. Se inyectd 8F-FDG (37 MBqg/kg [1 mCi/kg]) intravenoso, después de
180 minutos, se sedaban con una combinacién de ketamina (10 mg/kg IM) y
xilacina (2.5 mg/kg) y se procedia a obtener las imagenes con un equipo
combinado de PET/TC (Gemini TF 64, Philips Health Care, Andover, MA,
Estados Unidos). Se colocaron los conejos en decubito prono en un soporte
especialmente disefiado, sobre la camilla del equipo. Se obtuvieron imagenes
de TC sin contraste a baja dosis (120 kV, 200 mA, tiempo de rotacion 0.5 s,
colimacién 64 x 0.625 mm, indice de desplazamiento de 0.703, grosor de corte
2.0 mm) antes de realizar el PET para obtener imagenes anatdmicas y realizar
la correccion de los datos. Se obtuvieron las imagenes de PET de toda la aorta

en 3 posiciones diferentes de la camilla, con una superposicion del 50% (5
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minutos por posicion), para asegurar una sensibilidad adecuada en toda la
region de interés. Las imagenes obtenidas se reconstruyeron con el algoritmo
LOR-RAMLA del equipo. La matriz final de imagenes contenia 174 cortes de
128 x 128 voxels, cada voxel de 2.0 x 2.0 x 2.0 mm, se realizé correcciones
para normalizacion, tiempo muerto, atenuacion, dispersion, coincidencias

aleatorias, sensibilidad y pérdida de actividad.

Para el analisis de las imagenes de PET se utilizo el programa OsiriX
Imaging Software (Pixmeo, Génova, Suiza), donde se dibujaron de forma
manual las regiones circulares de interés (Circular Regions of Interest, ROISs)
englobando la pared del vaso correspondiente a los 8 cm de aorta abdominal,
centrado en la arteria renal derecha, basado en las imagenes de TC. Se
cuantificaron los valores de captacion estandarizados (Standardized Uptake
Values, SUV). Se obtuvieron los valores maximos de cada ROI (SUVmax) y se
calculo el promedio a lo largo de los segmentos supra- e infrarrenal
(SUVmean).

4.2.5. Histologia

Después del sacrificio del animal se disec6 de manera cuidadosa la
aorta de cada conejo y se fijo en formalina al 10%. Posteriormente,
manteniendo como referencia la arteria renal derecha al igual que en las
técnicas de imagen, se obtuvieron 4 cm de aorta por encima de la arteria renal
derecha y 4 cm por debajo de la misma (Figura 7). Se realizaron cortes de 4
mm de espesor, marcando su orientacion fueron embebidos en parafina. Se
realizaron cortes seriados de 4 micrémetros de espesor y se tifieron con
hematoxilina-eosina para el estudio histolégico y con RAM-11 (dilucion 1:1000,
Dako, Glostrup, Dinamarca), un anticuerpo monoclonal de raton contra
macrofagos de conejo que permite su marcaje en tejido conectivo y vascular
(100). Hay evidencias que sugieren que el cociente macréfago/célula muscular
lisa estd altamente relacionado con la inestabilidad de la placa. El analisis
histologico del tamafio de la placa se realizO mediante planimetria
informatizada de las preparaciones histoldgicas con el programa NDPviewer®
(NDP.view2 Hamamatsu Photonics, Reino Unido). La presencia de

macrofagos se describio como el porcentaje del area de la pared ocupada por
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macrofagos por segmento.

Para la comparacion histologica en el caso de la ecografia vascular se
realizé un analisis especifico del segmento interrenal de un conejo con placa
aterosclerdtica evidenciada a ese nivel. Se realizaron 20 cortes consecutivos
simulando la resolucién ecogréafica 3D, determinando la suma de las areas de
placa en mm?2. El volumen de placa en mm?3 se obtuvo multiplicando la suma

de las areas por la distancia entre las secciones (Figura 8).

RAM-11

Slice number
in MRI, PET/ICT
(macrophages)

{2 mm thickness)

Blocks for Histology
{4 mm thickness)

Anatomical Reference:
Right Renal Artery

Block 10

* MRI, FDG-PET/CT, Histology

Figura 7: Preparacién de las muestras para histologia

Fotografia de la aorta de conejo obtenida en bloque, donde se pueden observar
las arterias renales. Se utilizd la arteria renal derecha como marcador
anatémico, a partir del cual se midieron 4 centimetros en craneal y 4
centimetros en caudal; posteriormente se seccionaba la pieza en bloques de 4
mm para correlacionar las diferentes pruebas de imagen in vivo con la
histologia (Cortesia de J. Mateo).
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Figura 8: Correlacion entre la ecografia 3D y la histologia
Para determinar la correlacion entre la ecografia vascular 3D y la histologia se
realizaron 20 cortes histoldgicos en el segmento interrenal donde previamente
se habia objetivado placa aterosclerotica por la ecografia 3D.

4.2.6. Andlisis del plasma

Se obtuvieron muestras de sangre en ayunas de una vena marginal de
la oreja en tubos con EDTA tanto a las 18 semanas como a las 35 semanas.
Las muestras fueron centrifugadas (2000 x g por 20 minutos a 4°C) y las
alicuotas se almacenaron a -80°C hasta realizar el andlisis del perfil lipidico de
cada conejo.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Basandose en la experiencia previa del laboratorio receptor y del doctor
Ibafiez (40), la mortalidad global de un modelo de aterosclerosis similar al
propuesto, con estudios de imagen gque requieren la anestesia de los animales,
esta en torno al 30-35%. Se decidioé incluir 10 conejos en el estudio, siendo la
mortalidad final del 20%, menor a la esperada, se analizaron 8 conejos,
separando, en el caso de la resonancia, la aorta en los segmentos supra- e

infrarrenal, donde se obtuvieron 16 segmentos para analizar.

Los resultados descriptivos cuantitativos se presentan como media y
desviacién estandar o mediana y rango intercuartilico segun corresponda. Las
diferencias entre grupos se calculan como medias y las comparaciones

evolutivas con el test t-student para muestras apareadas. Para un sub-analisis
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de la captacion de ¥F-FDG en el PET se desarrollé un método automatico para
eliminar las regiones de interés (ROIs) “contaminadas” por captacion externa
a la aorta, principalmente tubo digestivo (Matlab®, The MathWorks, Natick,

Massachusetts, Estados Unidos).

Se determinaron las diferentes correlaciones con el método de Pearson. La
concordancia entre diferentes técnicas se representa graficamente con el
método de Bland-Altman. Para el analisis estadistico se utilizo R, version 3.4.0
(The R Foundation for Statistical Computing). Los valores de probabilidad
menores de 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Las
distribuciones de los valores recogidos se muestran a través de diagramas de

cajas.
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5. RESULTADOS

Se incluyeron 10 conejos en el estudio, completando el mismo 8, una
mortalidad del 20%; un conejo muri6 en relacién al procedimiento de
denudacién adrtica y otro a consecuencia de la dieta hipercolesterolémica. Se

describen los resultados de los animales que completaron el estudio.

5.1.Estudio de la aorta con ecografia 3D

El volumen promedio de placa en la primera ecografia vascular 3D fue
de 7.75 £ 6.17 mm?3 (IC 95%: 1.58 — 13.92), con una mediana de 6.11 mm? (RI:
4.33 —9.41). El volumen promedio en la ecografia final fue de 21.71 + 10 mm?3,
con una mediana de 24.91 mm?3 (RI: 18.84 — 29.01), siendo las diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.0024). Las diferencias relativas en el
cambio de placa no siguen una distribucién normal (test de Shapiro-Wilk p =
0.001). La mediana del crecimiento relativo fue del 171.6% (RI: 63.8 — 361.4)
(Figura 9).

Se evalué la concordancia con la histologia, comparando las medidas
del area de placa en el segmento interrenal de un conejo en el que se objetivod
placa por la ecografia, siendo la medida por histologia 2.5 mm? mayor que con
la ecografia, pero manteniendo una buena concordancia entre dichas medidas
(Figura 10). Se analiz6 la correlacion entre el volumen total de las placas
visualizadas en la adquisicién por ecografia, con el volumen de la pared del
segmento evaluado por resonancia sin que existiera una correlacion
significativa (r = 0.20, p = 0.454, Figura 11), al realizar la comparacién limitada
a las zonas donde se observo placas con la ecografia 3D, si que existe una
correlacion moderada, que es estadisticamente significativa (r = 0.55, p =
0.028, Figura 12).
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Evolucion de Volumen Placa por Eco3D

p = 0.002
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Ecografia 3D N

Figura 9: Evolucion del volumen de placa por ecografia 3D

Evolucion del volumen de placa estudiado con ecografia 3D, evidenciando un
incremento del 171.6% (p = 0.002) entre el T1 y T2. T1: tiempo 18 semanas,
T2: tiempo 35 semanas.

Histologia Ecografia 3D

Grosor 1,45mm Grosor 1,22mm

Figura 10: Comparacién de la medicion por histologia con la ecografia
vascular 3D

Segmento representativo de la region de la salida de la arteria renal derecha,
comparando la histologia con la imagen obtenida por ecografia vascular 3D,
se observa que el grosor de la pared es mayor en la histologia que en la
ecografia.
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Correlacion Volumen de Pared RM con Placa Eco3D
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Figura 11: Correlacion entre el volumen de placa por ecografia 3D y el
volumen total de la pared adrtica
Evaluacion de la correlacion entre el volumen de la placa aterosclerotica
medida por ecografia 3D con el volumen de la pared arterial medida por
resonancia. No se objetiva correlacion significativa entre ambas técnicas.

Correlacién Volumen Placa RM vs. Eco3D
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Figura 12: Correlacién entre el volumen de placa por ecografia 3D y el
volumen de pared de sus segmentos correspondientes por resonancia
Correlacién entre el volumen de placa medido por ecografia 3D y el volumen
de la pared en los segmentos donde se observo la placa por ecografia,
apreciandose una correlacion moderada, estadisticamente significativa.
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5.2.Estudio de la aorta con RM

Completaron el estudio un total de 8 conejos, siendo analizados 16
segmentos de aorta (Figura 13). Los datos se describen en la Tabla 2. Ademas,
se analizaron 4 resonancias de conejos sanos que sirvieron de control. El
volumen promedio de la pared del vaso en la primera resonancia fue de 414 +
97 mm?3, mediana 422 mm? (RI: 347 — 478) con un coeficiente de variacion de
23.4% (Figura 14). La evolucion del area promedio se muestra en la Figura 15.
El volumen promedio de la luz del vaso fue de 564 + 222 mm?3, mediana 589
(Rl 387 — 760) con un coeficiente de variacion de 39.4% (Figura 16). La
evolucion del area luminal promedio se muestra en la Figura 17. El volumen
total de la aorta fue de 979 + 310 mm? (Figura 18). El indice normalizado de la
pared (NWI), que correlaciona el volumen de la pared con el volumen de la luz
del, fue 44.4 = 6.8, con una mediana de 43.1 (RI: 38.7 — 48.3) (Figura 19). El
espesor maximo de la pared fue de 1.04 £ 0.15 mm (Figura 20). El espesor
medio de la pared fue de 0.68 £ 0.08 mm, mediana 0.69 (R10.67 — 0.72) (Figura
21). El espesor minimo de la pared fue de 0.40 £ 0.07 mm, mediana 0.39 (RI:

0.34 — 0.45) con un coeficiente de variacion de 17.13% (Figura 22)

Lumen Area: 9.87 mnt’
Wall Area: 7.49 mn?

Lumen Area: 8.12 mnr
Wall Area: 6.71 mn?

Figura 13: Medicion de la pared arterial con la resonancia
Ejemplo de medicion del area de la pared y el area luminal de la aorta de conejo
en los dos tiempos del estudio. T1: tiempo 18 semanas, T2: tiempo 35
semanas.

Se compar¢ las diferentes medidas realizadas con el test t de student

para muestras relacionadas en el caso de los conejos con aterosclerosis, y con
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t de student para muestras independientes en las comparaciones con los
controles: Comparando la primera resonancia en los conejos con
aterosclerosis respecto a los controles, el volumen de pared es 96% mayor (p
< 0.001), el volumen luminal es 40% mayor, aunque la diferencia no es
estadisticamente significativa (p = 0.214). El volumen total aértico es un 45%
mayor (p = 0.009). También existen diferencias significativas respecto al
espesor maximo de la aorta que es un 70% mayor (p < 0.001). Las diferencias
en el espesor medio y minimo, también son importantes (65.8% y 74%), ambas

con p <0.001.

Entre la resonancia inicial y final hubo una pérdida del 6.3% del volumen
total de la pared (p = 0.023, Figura 14), una pérdida del 22.9% del volumen de
la luz de la aorta (p < 0.001, Figura 16), y una pérdida del 15.9% del volumen
aortico total (p < 0.001, Figura 18). Hubo un incremento del 11.9% del indice
normalizado del volumen de la pared (p < 0.001, Figura 19). El espesor maximo
se incrementd en 17.3% (p = 0.008, Figura 20). El espesor medio de la pared
se incrementd un 4.4% (p = 0.120, Figura 21). El espesor minimo se
incremento un 12.5% (p = 0.063, Figura 22). Existe una alta correlacion entre
el NW1y el volumen de pared inicial con el final, mostrando que las mediciones
se mantienen concordantes en el tiempo (Figura 23). Al valorar la evolucion del
NWI se observd que a mayor indice en la primera resonancia habia un menor

incremento del mismo en la segunda resonancia (Figura 24).

Se evalud la concordancia de las mediciones del area de la pared con
los cortes equivalentes en la histologia, observando una buena concordancia
al comparar los cortes a nivel del segmento interrenal, con un indice de
correlacion intraclase de 0.72, en los cuales la co-localizacion anatémica es
mas exacta (Figura 25-A). Al comparar todos los cortes, disminuye ligeramente
la concordancia, con un indice de correlacion intraclase de 0.53 (Figura 25-B).
Los mismos datos se correlacionaron con el método de Pearson, mostrando
gue la correlacion entre ambas técnicas es alta (r = 0.74, p =0.038 y r = 0.53,
p < 0.001, respectivamente; Figura 26).
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Resonancia Magnética

- RM Control RM T, RM T, % variacion p % variacion p

Media £ DE Media + DE Media + DE  Control — T; Control-T; Ti-T2 T1-T2
211 + 53 414 + 97 388 + 94 96.2% <0.001 -6.3% 0.023
528+1.32 10.36+2.46 9.70+2.35 96.2% < 0.001 -6.3% 0.023
463 + 159 564 + 222 435 + 184 21.8% 0.214 -22.9% < 0.001
1158 +3.97 14.11+556 10.88 + 4.60 21.8% 0.214 -22.9% < 0.001
674 + 205 979 + 310 823 + 275 45.3% 0.009 -15.9% <0.001
NWI 32.1+4.6 44.4+6.8 49.7+ 6.5 38.3% <0.001 11.9% <0.001
061+0.04 1.04+0.15 1.22+0.23 70.5% < 0.001 17.3% 0.008
0.41+0.06 0.68+0.08  0.71+0.05 65.9% <0.001 4.4% 0.120
0.23+0.07 0.40+0.07 0.45+0.10 73.9% < 0.001 12.5% 0.063

Tabla 2: Mediciones de resonancia magnética control, 18 semanas y 35 semanas

Se observan diferencias significativas en la disminucién del volumen de pared, volumen luminal y volumen aértico total; asi mismo
se observa un aumento estadisticamente significativo del NWI y el grosor maximo de la pared. DE: desviacion estandar; NWI:
Normalized Wall Index, RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T»: resonancia magnética a las 35 semanas; RM control:

resonancia magnética en el grupo de conejos control.
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Evolucion Volumen de Pared
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Figura 14: Evolucién del volumen total de la pared de la aorta

Evaluacion por resonancia magnética en los dos tiempos estudiados, y
comparado con los controles. El volumen es un 96.2% mayor a los controles
(p < 0.001). Evoluciona reduciéndose un 6.3% entre ambos estudios, con una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0.023). RM T1: resonancia
magnética a las 18 semanas, RM T2: resonancia magnética a las 35 semanas;
RM control: resonancia magnética en el grupo de conejos control.

Evolucion Area Pared Media
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Figura 15: Evolucién del area promedio de la pared de la aorta
Evaluacion por resonancia magnética en los dos tiempos del estudio y
comparado con los controles. Se evidencia que el area de la pared es mayor
en los conejos con aterosclerosis que en los controles, reduciéndose
ligeramente, de forma estadisticamente significativa (p = 0.023) entre los dos
tiempos estudiados. RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T2:
resonancia magnética a las 35 semanas; RM control: resonancia magnética en
el grupo de conejos control.
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Evoluciéon Volumen Luminal
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Figura 16: Evolucién del volumen luminal de la aorta

Evaluacion por resonancia magnética en los dos tiempos estudiados, y
comparado con los controles. El volumen luminal en la primera resonancia es
un 21.8% mayor que en los controles, aunque no alcanza la significacion
estadistica (p = 0.214). Existe una disminucion del 22.9% del volumen luminal
en la evolucién, siendo la reduccion estadisticamente significativa (p < 0.001).
RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T2: resonancia

magnética a las 35 semanas; RM control: resonancia magnética en el grupo
de conejos control.
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Figura 17: Evolucién del &rea luminal media de la aorta

Evaluacion en las dos resonancias realizadas, y comparada con los controles.
El area promedio es mayor que en los controles, sin que la diferencia sea
estadisticamente significativa. La evolucion es a una disminucion significativa
del 22.9% del area (p < 0.001). RM T1: resonancia magnética a las 18
semanas, RM T2: resonancia magnética a las 35 semanas; RM control:
resonancia magneética en el grupo de conejos control.
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Evoluciéon Veolumen Adrtico Total

p = 0.009 p < 0.001

1250 -

1000~

750-

3
YWolumen aorta mm

500 -

RM Clontrol RMIT‘l RMITE
Resonancia

Figura 18: Evolucién del volumen total de la aorta

Evaluacion del volumen adértico total; es decir, incluyendo el volumen luminal y
el volumen de la pared, comparado con los controles. Se observa que en la
primera resonancia es significativamente mayor que en los controles (p =
0.009). En la segunda resonancia hay una reduccion del 16% del volumen
aortico total (p < 0.001). RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM
T2: resonancia magnética a las 35 semanas; RM control: resonancia
magnética en el grupo de conejos control.
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Figura 19: Evolucién del indice normalizado de la pared (NWI)

Evaluacion por resonancia magnética en los dos tiempos estudiados, y
comparado con los controles. EI NWI es mayor en los conejos con
aterosclerosis comparado con los controles (p < 0.001). Existe un aumento del
11.9% entre ambas resonancias (p < 0.001). RM T1: resonancia magnética a
las 18 semanas, RM T2: resonancia magnética a las 35 semanas; RM control:
resonancia magneética en el grupo de conejos control.
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Evelucién Espesor Maximo de la Pared
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Figura 20: Evolucion del grosor maximo de la pared arterial

Evaluacion por resonancia magnética en los dos tiempos estudiados y
comparado con los controles. Las diferencias son significativas respecto a los
controles (p <0.001). En la evolucion existe un aumento significativo del 17.3%
(p = 0.008). RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T2:
resonancia magnética a las 35 semanas; RM control: resonancia magnética en
el grupo de conejos control.
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Figura 21: Evolucién del grosor medio de la pared arterial

Evaluacion por resonancia magnética de la evolucion en los dos tiempos de
estudio y comparada con los controles. El espesor medio es significativamente
mayor que en los controles (p < 0.001). Se observa un ligero incremento del
mismo en la evolucion (4.4%) que no es estadisticamente significativo (p =
0.120). RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T2: resonancia
magneética a las 35 semanas; RM control: resonancia magnética en el grupo
de conejos control.

55



Evolucién Espesor Minimo de la Pared
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Figura 22: Evolucion del grosor minimo de la pared arterial

Evaluacion por resonancia magnética de la evolucion del grosor minimo de la
pared arterial, comparada con los controles. Se observa que éste es
significativamente mayor que en los controles. Entre ambas resonancias existe
un incremento del 12.5%, aunque no alcanza la significacion estadistica (p =
0.063). RM T1: resonancia magnética a las 18 semanas, RM T2: resonancia
magnética a las 35 semanas; RM control: resonancia magnética en el grupo
de conejos control.

Correlacion entre NWI inicial y final Correlacion entre volumen de pared inicial y final
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Figura 23: Correlacion de las mediciones iniciales con las finales del NWI
y el volumen de pared aortica
Evaluacion por resonancia magnética del NWI y del volumen de la pared, que
muestra una alta correlacion entre las medidas obtenidas en la primera y
segunda resonancia, mostrando que los cambios observados en la primera
resonancia se mantienen en el tiempo. NWI: indice normalizado de la pared.
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Correlacion entre NWI inicial y la variacion del NWI
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Figura 24: Correlacion entre el NWI inicial y su variacion en el tiempo
Evaluacion del indice normalizado de la pared (NWI) medido en la primera
resonancia y la variacién del mismo en el seguimiento, muestra una tendencia
a una correlacion negativa, es decir, a mayor NWI inicial, menor variacion del
mismo en el seguimiento. NWI: indice normalizado de la pared.
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Figura 25: Concordancia del area de la pared entre resonancia e
histologia

Grafico de Bland Altman que muestra una adecuada concordancia entre el
area de la pared medida por resonancia y el area medida por histologia. En la
figura A evaluando solo los cortes a nivel del segmento interrenal. En la figura
B se muestran todos los cortes evaluados por histologia con su
correspondiente corte en la resonancia. La concordancia es mejor a nivel del
corte interrenal ya que la co-localizacién anatomica es mas exacta.

57



Correlacion area de pared, segmento interrenal Correlacion RM con histologia
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Figura 26: Correlacion del area de la pared entre resonancia e histologia
Correlacion entre las medidas de la pared realizadas por resonancia y los
cortes histoldgicos. En el panel A se analiza solamente el segmento interrenal
en el que la co-localizacion con la histologia es mas exacta, siendo la
correlacién alta (r = 0.74, p = 0.038). En el panel B se observa la correlacién
de todos los cortes histologicos con su equivalente en resonancia, observando
una adecuada correlacion (r = 0.53, p < 0.001).
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5.3.Estudio de la aorta con PET

En el estudio de PET con ¥F-FDG (Tabla 3), se objetiva que la
captacion es significativamente mayor en los conejos con aterosclerosis que
en los controles. En los conejos del estudio la captacion maxima (SUVmax) se
incremento un 15.3%, de 0.72 a 0.83, y la captacion media (SUVmean) en un
13.2%, de 0.53 a 0.60, aunque sin que las diferencias sean estadisticamente
significativas (p = 0.115 y 0.103 respectivamente). Al analizar las medidas
corregidas, el porcentaje de variacion es similar en la captacion maxima
(15.4%) y ligeramente mayor en la captacion media (16.3%), con una mayor
tendencia a la significacion estadistica (p = 0.072, Figura 27 y Figura 28).
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PET Control PET T,
Media + DE = Media = DE
0.44+0.13 0.72+0.24
0.34+0.05 0.53+0.16
SUVmax, corregido - 0.65+0.12
SUVmean, corregido - 0.49+0.11

PET T,
Media + DE
0.83+0.17

0.60+0.13
0.72 +£0.08
0.57 £0.07

Tabla 3: Captacién de 8F-FDG en el PET inicial, final y control

Se observan diferencias significativas entre la captacion en los controles y los conejos con aterosclerosis. Existe un incremento de
la captacion entre la semana 18 y la semana 35 que no llega a ser estadisticamente significativo. DE: desviacion estandar; PET Tx:
tomografia por emision de positrones a las 18 semanas; PET T»: tomografia por emision de positrones a las 35 semanas; PET
control: tomografia por emisién de positrones en el grupo de conejos control.

Tomografia por emisién de positrones con 8F-FDG

% variacion
Control - Ty
63.6%

55.9%

p
Control-T;

0.009
0.003

% variacion

T1-To
15.3%

13.2%
15.4%
16.3%

T1-To
0.115

0.103
0.230
0.072
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Evolucién Captacion Maxima PET
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Figura 27: Evolucién de la captacion maxima en el PET

En la evolucion de la captacibon maxima en el PET en los dos tiempos
estudiados, comparado con los controles. Se observa un incremento del 23%,
sin que las diferencias sean estadisticamente significativas (p = 0.115). La
captacion maxima es 63.6% mayor que en los controles (p = 0.009). PET T1:
tomografia por emision de positrones a las 18 semanas, PET T2: tomografia
por emisién de positrones a las 35 semanas; PET control: tomografia por
emision de positrones en el grupo de conejos control.
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Figura 28: Evolucién de la captacién media en el PET

A la izquierda, en rojo, se muestra la captacion de los controles, la captacion
en el primer PET de los conejos con aterosclerosis es 55.9% mayor que en los
controles (p = 0.003), incrementandose un 13.2 % en el PET a las 35 semanas,
sin llegar a ser estadisticamente significativo (p = 0.072). PET T1: tomografia
por emision de positrones a las 18 semanas, PET T2: tomografia por emision
de positrones a las 35 semanas; PET control: tomografia por emision de
positrones en el grupo de conejos control
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Se evalu6 la concordancia entre las mediciones de la captacion maxima
y media con el método de Bland-Altman, tanto en valores brutos, como los
valores corregidos. Se observa principalmente la correccion de un valor en la
captacion maxima inicial, que es la que sale del 95% de valores de confianza.
Los valores de captacibn maxima son consistentemente 0.2 puntos mayores
que los valores de la captacion media como corresponde al método, tanto en

el PET inicial como en el PET final (Figura 29 y Figura 30).

Cencordancia entre SUVmax y SUVmean inicial Concordancia entre SUVmax y SUVmean final
Wttt +—+—+t+—+—
04-
_______________________________ 0.4 - ISPyt RSy SpRUR ISP pRySy SRy ISy PRy PR SRS S
0.3-
__________________________________________________________________________________________________________________________
03-
................... S P S S F—
® o
5 2
e el [ g [ - - oY= Iy SR 5 PR AP Pty AP I
£ = £ .
O e e P PSS SV T R R S — o SRV ISV, SRSV IS SN (S SO @ S
0 m g m B e e eeemmmmmmmmmmemmmmmmmame ST m o e -esoooooooooooeo-oo--e-
0.1
0. - ik s ok it ik Gkt N R I I B R R B
00-
04 06 08 10 05 07 08 09 10
A mean of measurements B mean of measurements

Figura 29: Concordancia entre la captacion maximay media en el PET

Graficos de Bland-Altman para valorar la concordancia entre las medidas
obtenidas al medir la captacion maxima (SUVmax) y la captacion media
(SUVmean), observandose una buena concordancia entre ambas mediciones.
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Concordancia SUVmax inicial con el corregido Concordancia SUVmean inicial con el corregido
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Figura 30: Concordancia entre las medidas del PET corregidas y sin
corregir

Gréficos de Bland-Altman valorando la concordancia de las medidas maxima
y media del PET corregidas, con las medidas sin corregir, tanto en el PET inicial
(A'y B), como en el PET final (C y D). Muestra que la media en las medidas sin
corregir es ligeramente mayor que en las medidas corregidas, con buena
concordancia, salvo casos aislados donde la correccion ha sido mayor,
representando los artefactos eliminados por el método de correccion.

Se estudié la correlacion de la captacion del PET final con el area de la
pared medida por histologia, sin que exista ninguna correlacion (r = -0.094,
Figura 31). Se evalud la correlacion entre el area relativa de macrofagos
medida con la tincion RAM-11 y la captacion del PET, sin que exista una

correlacion significativa (r = 0.179, Figura 32).
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Correlacion SUVmax final con area de la pared por histologia
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Figura 31: Correlacion entre el PET y el area por histologia
Correlacion entre el area de la pared adrtica medida por histologia y la

captacion maxima en el PET, sin que exista ninguna correlacion entre ambas
mediciones.
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Figura 32: Correlaciéon entre el PET y area relativa de macrofagos por

inmunohistoquimica
Correlacién entre la captacion maxima en el PET final con el area relativa de

macrofagos con la tincion de RAM-11 en la histologia, sin que exista una
correlacion significativa (r = 0.179, p = 0.506).
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5.4.Correlacion del PET con los estudios anatdmicos de placa

Se correlaciond la captacion del PET con la presencia de aterosclerosis
evaluado por las diferentes técnicas de imagen. También se estudio la relacion
gue tiene con la variacion del volumen de las mismas, para determinar su
capacidad de predecir la progresion de la aterosclerosis en el modelo. Ni la
captacion méaxima del PET inicial, ni del PET final presentan correlacion con el
volumen de la pared medido por resonancia (r = 0.332 y r = 0.321,
respectivamente, Figura 33). Al analizar el volumen de pared de las dos
resonancias en conjunto, con la captacion del PET, existe una ligera tendencia
a una correlacién positiva, que no es estadisticamente significativa (r = 0.193,
p = 0.289, Figura 34). La relacién con el espesor maximo inicial presenta
tendencia a una correlacion inversa, sin ser estadisticamente significativa (r =
-0.430, p = 0.096), que es neutra en el PET final (r = 0.030, p = 0.912, Figura
35). Al comparar la captacion con el NWI, presenta una correlacién global
inversa no significativa (r = -0.268, p = 0.139) similar si se analizan por

separado ambos tiempos (p = 0.109 y 0.106, Figura 36).

Correlacion Captacion PET T1 con Volumen de Pared RM T1 Correlacién Captacion PET T2 con Volumen de Pared RM T2
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Figura 33: Correlacién entre la captacion en el PET y el volumen de pared
por resonancia

Correlacion entre la captacion maxima en el PET y el volumen de pared
valorado con resonancia, tanto en el estudio inicial (figura A) como en el estudio
final (figura B), sin que exista correlaciéon entre ambas variables.
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Correlacién Captacién PET con Volumen de Pared RM
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Figura 34: Correlacién entre la captacion en el PET y el volumen de la

pared por resonancia, datos agrupados
Se correlacionaron en conjunto los datos del volumen de pared en la
resonancia y la captacion maxima en el PET en T1 y T2, sin que exista una

correlacion significativa (r = 0.193, p = 0.289).

Correlacion PET T2 con Grosor Maxime Pared RM T2

Correlacion PET T1 con Grosor Maxime Pared RM T1
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k]
SVmax final
L]

0.50- - 05-

r=-0.430 » r=0.030
p = 0.096 p=0912
U.‘E 'I.‘U 1.‘2 1 60 1.‘25 1 IEU
A Grosor maximo inicial de la pared adrtica B Grosor maximo final de la pared adrtica

Figura 35: Correlacion entre la captacion en el PET y el grosor maximo de

pared por resonancia

Correlacion entre el espesor maximo de la pared aortica en la resonancia y la
captacion maxima en el PET. En el estudio inicial (figura A) se observa una
tendencia a una correlacion negativa, sin ser estadisticamente significativa (p
= 0.096). En el estudio final no existe correlacion entre ambas medidas (p =

0.912).

66



Correlacion Captacion PET T1 con NWI T1 Correlacion Captacion PET T2 con NWI T2
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Figura 36: Correlacién entre la captacion en el PET y el indice
normalizado de la pared (NWI)

Correlacion entre la captacion maxima en el PET y el indice normalizado de la
pared, tanto en el estudio inicial (figura A) como en el estudio final (figura B).
Se observa una tendencia a una correlacion negativa, sin ser estadisticamente
significativa (p = 0.109 y 0.106, respectivamente).

La correlacion con el volumen de placa por ecografia, muestra una ligera
tendencia negativa no significativa (r =-0.212 y -0.137, en la primera y segunda
resonancia respectivamente, Figura 37). Al comparar en conjunto el volumen
de placa valorado por ecografia 3D en los tiempos estudiados con la captacion
en el PET si que existe una correlaciéon positiva ligera, aunque no es

estadisticamente significativa (r = 0.342, p = 0.195, Figura 38).
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Figura 37: Correlacion entre la captacion en el PET y el volumen de placa
por ecografia 3D

Correlacion entre la captacion maxima editada en el PET y el volumen de placa
medido por ecografia 3D, tanto en el estudio inicial (figura A) como en el
estudio final (figura B), sin que exista correlacion entre dichas mediciones.
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Correlacion SUVmax Corregido con Volumen de Placa Eco3D
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Figura 38: Correlacion entre la captacion en el PET y el volumen de placa
por ecografia 3D

Correlacién entre la captacion maxima en el PET (corregida) y el volumen de
placa medido por ecografia 3D, incluyendo el estudio inicial y final para valorar
su relacion en conjunto, sin que exista una correlacion significativa, aunque se
observa un cambio de tendencia hacia una correlacion positiva entre mayor
volumen de placa y mayor captacion.

Se utilizé la captacion en el primer PET para comparar con las
variaciones anatdémicas que se obtuvieron con ecografia 3D y resonancia. No
se encontré correlacién entre la captacion inicial y la variacion del indice
normalizado de la pared (r = 0.119, p = 0.660, Figura 39), ni con la variacion
del grosor maximo de la pared (r = 0.053, p = 0.848, Figura 40). En cuanto a la
variacion del volumen luminal existe una ligera correlacién negativa que no es
estadisticamente significativa (r = -0.342, p = 0.195, Figura 41). No existe
correlacion con las variaciones en el volumen de la pared (r =0.044, p = 0.871,
Figura 42). Existe la tendencia a una correlacion positiva con la variacion del
volumen de placa determinada por ecografia vascular 3D, aunque no es

estadisticamente significativa (r = 0.547, p = 0.160, Figura 43).
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Correlacién Captacion PET T1 con Variacién del NWI
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Figura 39: Correlacion entre la captacion maxima en el PET inicial y la
variacion del indice normalizado de la pared (NWI)
No existe correlacion entre la captacion maxima en el PET inicial y la variacion
del NWI entre la primera y la ultima resonancia magnética (p = 0.660).
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Figura 40: Correlaciéon entre la captacion en el PET inicial y la variacion
en el grosor maximo de la pared arterial

Correlacién entre la captacion maxima en el PET inicial y la variacion del
espesor maximo de la pared adrtica medido por resonancia magnética, se
observa que el nivel de captacion en el primer PET no predice los cambios en
el grosor maximo de la pared (p = 0.848).
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Correlacién Captacién PET T1 con Variacion Volumen Luminal
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Figura 41: Correlacion entre la captacion en el PET inicial y la variacion

en el volumen luminal
Correlacidon entre la captacion en el PET inicial y la variacion en el volumen

luminal medida por resonancia, observandose una tendencia a una mayor
pérdida luminal cuando existe una mayor captacion inicial (r = -0.342, p =

0.195).
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Figura 42: Correlacion entre la captacion en el PET inicial y la variacion

en el volumen de pared
Correlacion entre la captacion maxima en el PET inicial y la variacion en el

volumen de pared medido por resonancia, sin que exista ninguna correlacion
(r=0.044, p =0.871).
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Correlacién PET T1 con Variacién Volumen de Placa
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Figura 43:Correlacion entre la captacién en el PET inicial y la variaciéon
del volumen de placa por ecografia

Correlacién entre la captacion maxima en el PET inicial y la variacion del
volumen de placa medido por ecografia 3D, existe cierta tendencia a una
correlacion positiva sin significacion estadistica (p = 0.160).

71



5.5.Determinaciones analiticas

Se obtuvieron muestras para determinaciones analiticas de perfil
lipidico al momento de hacer la primera y la ultima resonancia magnética. Los
resultados se describen en la Tabla 4. Los valores normales de colesterol en
conejos New Zealand White, machos, de 10 semanas se describen entre 13y
287 mg/dL (101). Los niveles de colesterol total y LDL se encuentran
aumentados en la primera determinaciéon. Se observa un incremento no
significativo del 17.5% del colesterol total (p = 0.071) y un aumento del 21.7%
del LDL (p = 0.028). Las variaciones de los niveles de HDL vy triglicéridos no
fueron significativas (Figura 44).

Andlisis T Andlisis T, Diferencia % de

Media = DE Media = DE T:-T> variacion
Colesterol 545 + 257 640 + 257 95 175%  0.071
total
LDL 542 + 253 660 + 242 118 21.7% 0.028
HDL 187 + 71 170 + 46 -17 -9.3% 0.507
Triglicéridos 94 + 35 107 = 74 13 13.8% 0.572

Tabla 4: Determinaciones analiticas iniciales y finales

Perfil lipidico realizado a las 18 y las 35 semanas, que muestra los niveles
severamente elevados de colesterol, LDL y HDL, con un incremento significativo
de la concentracion de colesterol LDL entre las dos determinaciones (p = 0.028),
el colesterol total y los triglicéridos también se incrementan, aunque no es
significativa la diferencia (p = 0.071 y 0.572 respectivamente). El colesterol HDL
sufre una ligera disminucion entre las dos determinaciones. Analisis T1: muestra
de sangre obtenida a las 18 semanas; Analisis T2: muestra de sangre obtenida
a las 35 semanas; LDL: lipoproteinas de baja densidad; HDL: lipoproteinas de
alta densidad.
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Evolucion del Perfil Lipidico
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Figura 44: Evolucion del perfil lipidico

Evolucién de los niveles de colesterol total, LDL, HDL y triglicéridos. Existe un
incremento del colesterol del 17.5% que no llega a ser estadisticamente
significativo (p = 0.071) y un incremento del LDL del 21.7% del LDL que es
significativo (p = 0.028). Andlisis T1: muestra de sangre obtenida a las 18
semanas; Analisis T,: muestra de sangre obtenida a las 35 semanas; LDL:
lipoproteinas de baja densidad; HDL.: lipoproteinas de alta densidad.
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6. DISCUSION

La aterosclerosis subclinica se ha relacionado con un incremento del
riesgo de padecer eventos cardiovasculares. El detectar y cuantificar la
aterosclerosis en éstos estadios es una necesidad en la medicina actual, para
lograr una mejor estadificacion del riesgo cardiovascular (30,31). Existen
multiples técnicas de imagen que permiten el estudio de la placa
aterosclerdtica, aunque actualmente solo el score de calcio por TAC vy la
cuantificacion de la carga de aterosclerosis por ecografia han demostrado
mejorar la valoracion del riesgo cardiovascular individual, por encima de las

escalas de riesgo habituales (29,51,102).

Las mdltiples técnicas de imagen que permiten el estudio de la placa
aterosclerdtica, evalian diferentes aspectos de la misma, resultando dificil
realizar una comparacion directa entre ellas en pacientes, considerando lo
costoso tanto en tiempo como en dinero, asi como el hecho de someter a los
pacientes a radiaciones ionizantes con algunas de las técnicas. Tampoco se
conoce la capacidad de las mismas en predecir la progresion de la
enfermedad, aunque existen proyectos importantes en seres humanos que se

encuentran actualmente en desarrollo (76).

Este trabajo de tesis doctoral, centrado en la valoracién de las etapas
iniciales de la aterosclerosis, nos ha permitido comparar de forma directa la
ecografia vascular 3D, la resonancia magnética y el PET. Para ello hemos
utilizado un modelo de aterosclerosis ampliamente utilizado en estudios
previos (40,83,84).

En primer lugar hemos utilizado la ecografia vascular tridimensional
realizada con una sonda lineal volumétrica, que cuenta con una guia mecanica
interna, lo que permite hacer un barrido angular automatico y calcular con
fiabilidad el volumen de placa tanto in vitro como in vivo, incluyendo placas
pequefias (36). Esta técnica ha demostrado ser util para detectar la carga
aterosclerotica en diferentes territorios vasculares, en estadios tempranos de

la enfermedad (37). En nuestro estudio vemos un claro incremento del volumen
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de placa de 7.75 = 6.17 mm? en la ecografia inicial a 21.71+10 mm?3 en la
ecografia final, con un crecimiento relativo del 171.6%, resultado notoriamente
diferente a lo observado con la resonancia, donde el volumen de la pared
disminuyo6 en un 8,2%, esto demuestra la diferencia que existe entre ambas
pruebas; al analizar la resonancia toda la pared del vaso, con el remodelado
negativo observado, se observa una disminucién del valor total del volumen
medido, mientras que la ecografia sblo analiza las placas que protruyen de la
pared del vaso (Figura 45). Lopez-Melgar y colaboradores (36) demostraron
que existe una alta correlacion entre el volumen de placa medido por ecografia
3D con la histologia (r = 0.998, p < 0.001). El volumen de placa presenta una
tendencia a correlacionarse con la captacion del PET, pero esta no es

estadisticamente significativa (r = 0.34, p = 0.195).

Hemos utilizado la resonancia que permite medir de forma directa el
volumen de la pared adrtica y de la luz de la arteria (85,98). Se observa como
se produce un aumento significativo del volumen de la pared respecto a los
controles, que posteriormente disminuye ligeramente en la evolucion; asi
mismo, hay un aumento no significativo del volumen Iluminal, que
posteriormente se reduce. Esta mayor reduccion del volumen luminal que de
la pared se refleja como un incremento del indice normalizado de la pared,

utilizado en varios estudios preclinicos (40-43).

Helft y colaboradores (103) realizaron un estudio con resonancia
magnética para valorar la evolucion de la aterosclerosis, y su regresion con un
modelo de conejo similar al nuestro (salvo la realizacion de doble denudacion
endotelial aortica). El area de pared basal que describen es de 4.62 + 0.09
mm?, y un grosor medio de pared de 0.38 + 0.01 mm?, ligeramente menores
que los controles de nuestro estudio (5.28 + 1.32 mm? y 0.41 + 0.06 mm?,
respectivamente). El area luminal media basal es de 9.56 mm?2, comparada con
11.58 mm? en nuestro estudio. A los 9 meses, tiempo similar al T2 de nuestro
estudio, el area de pared es de 7.59 + 0.26 mm?, y un grosor medio de pared
de 0.65 + 0.02 mm?. Igualmente, son ligeramente menores a lo que registramos
en nuestro estudio (9.70 + 2.35 mm? y 0.71 + 0.05 mm?, respectivamente).

Respecto al area luminal es de 8.58 mm?, 10% menor que el area basal. En
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nuestro caso el area luminal en el T2 es 10.88 mm?, 6% menor que en los
controles. Sus resultados y los nuestros son similares, las diferencias
observadas probablemente se justifican en que ellos utilizaron el segmento de
aorta localizado entre las arterias renales y la bifurcacion iliaca, mientras que
nosotros estudiamos la aorta 4 cm proximal y 4 cm distal a la arteria renal
derecha. La resonancia T1 realizada representa un tiempo intermedio respecto

al estudio de Helft, siendo un punto precoz comparado con este estudio.

En el estudio de Worthley y colaboradores (98) describen el remodelado
gue se produce en la aorta de conejo en el modelo de hipercolesterolemia
hereditaria de Watanabe y denudacion endotelial. Se realiz6 una resonancia
basal y otra a los 6 meses. La correlacion entre la resonancia y la
histopatologia era buena (r = 0.84). Nuestra correlacién a nivel del segmento
interrenal es ligeramente menor (r = 0.74), aunque altamente significativa. A
los 6 meses describen un incremento significativo en el area de la pared de
3.61 = 0.07 mm? a 5.57 + 0.09 mm? (p < 0.0001) y un incremento ligero en el
area luminal, de 4.36 £ 0.16 mm? a 4.89 + 0.12 mm? (p = 0.006), considerando
gue existe un aumento de la carga aterosclerética con remodelado positivo de
la pared. Cabe resaltar que estos dos estudios so6lo evaluaron la aorta
infrarrenal, lo que justifica las areas descritas sean menores a las obtenidas en
nuestro estudio. Si consideramos solo el segmento infrarrenal para hacerlo
comparable con los estudios descritos, el area de la pared en nuestro estudio
progresa de 9.12 a 8.18 mm?. La luz adrtica progresa de 9.03 a 6.65 mm?,
siendo la luz adrtica final bastante similar, aunque el area de la pared en
nuestro modelo es mayor. La progresion observada, comparada con los dos
descritos previamente, concuerda con la teoria de Glagov, de que en los
estadios iniciales de la aterosclerosis existe una dilatacion de la arteria, con
remodelado positivo, que posteriormente progresa a la estenosis luminal
(18,19).

En nuestro estudio evidenciamos que inicialmente se produce un
remodelado positivo, con una media de area de la pared de 10.36 + 2.46 mm?,
gue en la resonancia final es 9.70 = 2.35 mm? (p = 0.023), existiendo un

progresivo remodelado negativo de la luz del vaso que pasa de una media de
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area inicial de 14.11 + 5.56 mm? a 11.58 + 3.97 mm? (p < 0.001), valores muy
similares a los descritos por Ibafiez y colaboradores (40).

En cuanto al grosor medio de la pared medido por resonancia en nuestro
estudio encontramos un incremento no significativo del 4.4% entre la semana
18 y la semana 35, de 0.68 £ 0.08 mm a 0.71 £ 0.05 mm, incremento similar a
lo que describen Chen y colaboradores (104) en su estudio de resonancia
describen un 8.9% de incremento en el grosor medio, que pasa de 0.45 = 0.09
mm a los 3 meses a 0.49 £ 0.02 mm a los 6 meses (p = 0.62), aunque los
grosores medios son llamativamente menores a los observados en nuestro
estudio, diferencia que podria estar en relacion con que nosotros hicimos tres
pasadas de denudacion endotelial, mientras que en este estudio sélo

realizaron dos pasadas.

En un estudio realizado en 68 pacientes, a los que previamente se habia
diagnosticado la presencia de estenosis carotideas entre 50 y 79% por
ecografia, se realizd seguimiento de las placas ateroscleréticas con resonancia
magnética, observandose una reduccion del area de la luz del 1.9 + 6.7%, un
crecimiento de la pared del 2.2 + 5.2% y un incremento del NWI del 1.7 £ 3.3%,
tendencia similar a lo que sucede con el area luminal y el NWI en nuestro
estudio (42).

En relacion a la poca correlacién que existe entre la ecografia vascular
3D y la resonancia, se pueden justificar por las diferencias técnicas de las
mismas. La resonancia mide toda la pared arterial, quitandole valor a las placas
gue sobresalen en la luz arterial; mientras que la ecografia es muy atil para ver
las placas que protruyen en la luz arterial, pero no valora la pared arterial, esto

se representa esquematicamente en las Figura 45 y Figura 46.
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Figura 45: Comparacion entre laresonanciay la ecografia en lo referente
a aterosclerosis precoz y tardia

Esquema que muestra las diferencias entre la resonancia magnética y la
ecografia vascular 3D al estudiar la aterosclerosis en una fase precoz,
comparado con lo que sucede en una fase avanzada de la misma. Con la
resonancia se obtienen un numero inferior de cortes (lineas azules), y se
incluye toda la pared del vaso. Con la ecografia se analizan mas cortes,

valorando soélo las placas que sobresalen de la pared arterial (lineas punteadas
verdes).

PRECOZ

RESONANCIA

ECOGRAFIA 3D

f

Figura 46: Comparacién de las imagenes obtenidas en aterosclerosis
precoz, entre laresonanciay la ecografia

Representacion esquematica e imagen obtenida en una zona similar a la
representada con la linea roja. En el panel superior se observa un corte de
resonancia, y el area analizada corresponde a toda la pared arterial; en el panel
inferior se representa un corte de la ecografia donde se aprecia que el analisis

se realiza sélo de la placa que protruye en la luz arterial (espacio comprendido
entre el contorno verde y rojo).
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En la Figura 12 se observa una correlacion moderada entre la ecografia
y la resonancia al analizar segmentos donde se evidencia placa aterosclerotica
por la ecografia y correlacionarlos con la resonancia; dadas las diferencias en
el andlisis que existen, con placas mas grandes por ecografia, con mas cortes
analizados, también se incluyen mas cortes de la resonancia, lo que

indudablemente lleva a que el area de pared arterial sea mayor (Figura 47).

;

I
N

Figura 47: Representacion esqueméatica de la medicion de placas
ateroscleroticas de diferente tamafo con ecografiay resonancia
Sombreado en verde se representa el area de la placa aterosclerética medida
con ecografia vascular 3D. Las lineas punteadas representan los cortes de la
resonancia, resaltados en rojo los cortes que coinciden con la localizacion de
la placa determinada por ecografia. En el panel superior se representa una
placa pequefia que se relaciona con dos cortes de resonancia; en el panel
inferior una placa grande que se relaciona con 5 cortes de resonancia y mayor
area de pared.

La tomografia por emisiéon de positrones con *¥F-FDG se ha utilizado
para cuantificar la actividad inflamatoria de las placas ateroscleroticas,
correlacionandolo con la presencia de macrofagos (105). El riesgo de ruptura
de la placa aterosclerética se encuentra mas en correlacion con la composicion
de la placa que con su tamafio (72). La deoxiglucosa y el ¥F-FDG son
analogos de la glucosa y compiten con ella para ser captados por células
metabdlicamente activas, el 1®F-FDG se acumula en estas células y sirve como

medida de la actividad metabdlica de las mismas.
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En nuestro estudio hemos estudiado la progresion de la captacion de
BFE-FDG y su correlacion con la variacién anatémica de la aterosclerosis. Se
objetiva una captacion significativamente mayor respecto a los controles, con
un incremento progresivo de la captacion de ®F-FDG a lo largo del estudio
(SUVmean de 0.53+0.16 a0.60£0.13; SUVmaxde 0.72+£0.24a0.83 £ 0.17),
sin que las diferencias lleguen a ser estadisticamente significativas (p = 0.103
para SUVmean), los valores son ligeramente menores a los descritos por Zhao
y colaboradores (64) que describe la evolucién de la captacion de ¥F-FDG en
un aorta de conejo, que da valores basales de SUVmean y SUVmax 0.45 *
0.11 y 0.55 £ 0.13, a las 8 semanas 0.69 + 0.12 y 0.75 £ 0.13 y a las 18
semanas de 0.79 £ 0.12 y 0.86 + 0.14. Mateo y colaboradores (61) describen
un SUVmean basal de 0.35 + 0.02 y de 0.43 £ 0.02 después de la induccion
de la aterosclerosis. Lobbato y colaboradores (106) describen en conejos NZW
una captacion media basal bastante menor, de 0.23 £ 0.03, y de 0.65 = 0.03
en conejos con aterosclerosis. Se realizaron analisis para demostrar la
adecuada concordancia entre SUVmax y SUVmean, y las diferencias con los
valores corregidos estadisticamente, que principalmente alteraron un valor del

SUVmax en el PET inicial, sin cambios significativos en los otros estudios.

Se realizaron analisis en busca de correlaciones de la captacion del PET
con medidas anatdomicas. No se observé ninguna correlacion entre la captacion
de 8F-FDG con el volumen de la pared ni con el indice normalizado de la pared
estudiados por resonancia. Tampoco se encontrd correlacion con el volumen
de placa medido por ecografia. La confirmacion de estos hallazgos se hizo con
la histologia, que no mostro relacién entre el area de la pared y la captacion
del PET final, datos compatibles con otros estudios (107). Un estudio reciente
en el que se realizd PET/RM a adultos con aterosclerosis demostrada por
ecografia, mostrd escasa correlacién entre el numero de placas y la captacion
de ®¥F-FDG (r = 0.25), siendo la mayoria de captaciones (61.5%) en segmentos
arteriales libres de placa, solo el 11% de las placas tenian captacion
coincidente (65).

En nuestro estudio no se encontré correlacion entre la captacion del

PET y la presencia de macréfagos determinada por la tincion RAM-11 (r = 0.18,
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p = 0.62). En el caso del estudio de Zhao y colaboradores (105) encontraron
una correlacién moderada (r = 0.48, p < 0.0001) entre la captacion del PET y
la presencia de macrofagos determinada con la tincion de RAM-11; a diferencia
de nuestro estudio, incluyeron un 33% de animales control basal en el analisis,
gue tienen menor captacion y ausencia de macrofagos en la pared aértica. En
el estudio de Vucic y colaboradores (108), donde demostraron que la
pioglitazona disminuye la captacion de ®F-FDG, también describen una
correlacion entre la captacion en el PET y la tincion de RAM-11; para realizar
esta correlacién incluyen tres conejos control, con ausencia de macréfagos en
la pared arterial. Si realizamos un analisis hipotético, incluyendo la captacién
del PET de los cuatro conejos control, asumiendo ausencia de macréfagos en
la pared adrtica como se describe en otros estudios (63,108,109), obtenemos
una correlacion significativa entre la captacion del PET vy la tincion de RAM-11
(r = 0.653, p = 0.015, Figura 48). En otro estudio realizado en conejos NZW
con un modelo similar al nuestro, en el que también describen correlacion entre
la captacion de 8F-FDG y RAM-11, las mediciones las realizaron ex-vivo con
un contador gamma, directamente en la aorta aislada (63); otro detalle
interesante en este estudio es la captacion significativamente mayor que existe
en zonas donde se ha realizado denudacién endotelial, respecto a otros

territorios.
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Correlacién SUVmax con area RAM-11
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Figura 48: Correlacion de la captacion del PET con el area de la tincién
de RAM-11
En azul se representan los datos de la captacion del PET incluyendo los
conejos control. Al hacer la correlacién con la tincion de RAM-11, asumiendo
ausencia de macrofagos en la pared adrtica en los controles, como se describe
en otros estudios (63,109), se obtiene una correlacion significativa (r = 0.653,
p = 0.015). En rojo las mediciones realizadas en nuestro estudio, sin que se
observe una correlacion significativa (r = 0.077, p = 0.856).

Zhao y colaboradores (64) realizaron un estudio con el modelo de

aterosclerosis de conejo (dieta con colesterol 1.5% y denudacion adrtica), en
el que objetivan una elevacién progresiva de la captacion de FDG, siendo
mayor en los conejos con mayor riesgo de ruptura de la placa. Asi mismo
describen una correlacion moderada (r = 0.413, p = 0.002 para SUVmax, y r =
0.386, p = 0.005 para SUVmean) entre la captacion del PET y la presencia de

macrofagos con tincion CD-14 en su estudio, con 22 conejos analizados.

La resolucién espacial de las imagenes reconstruidas es baja
comparada con el tamafio de las zonas de hipercaptacion, lo que
independientemente del tipo de reconstruccion lleva a infraestimar el grado de
captacion (110). Considerando estas caracteristicas y los resultados obtenidos
podemos decir que la captacidén en el PET es util para determinar la presencia
de actividad inflamatoria, donde van incluidos los macro6fagos, en la pared

aortica, pero no es lo suficientemente sensible y especifica para mostrar una
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correlacién significativa entre la cantidad de macrofagos presentes en el tejido
y el grado de captacion de 8F-FDG.

En otro estudio, realizado en conejos con hiperlipidemia hereditaria de
Watanabe, por Ogawa y colaboradores (109), evaluaron la captacion de 18F-
FDG en la aorta de los conejos, siendo mayor en la aorta toracica que en la
abdominal, evidenciando una mayor infiltracion de macréfagos en dicha region.
Describen una alta correlacion entre el recuento de macréfagos y la captacion
del de 8F-FDG con un contador de radioisétopos ex-vivo (r =0.81, p < 0.0001),
en este mismo estudio, también describen que observan zonas con gran
cantidad de macréfagos y escasa captacion de 8F-FDG. Utilizaron conejos
New Zealand White de control, observando ausencia de macréfagos en la
pared de la aorta sana, teniendo una captacion muy baja en el PET. No se

encontro relacion entre el nimero de macréfagos y el grosor de la intima.

En el estudio realizado por Mateo y colaboradores (61) evaluaron la
aterosclerosis en aorta de conejo con un modelo similar al nuestro, aunque a
mas largo plazo, analizando la captacion de 8F-FDG y de 18F-
fluoromisonidazol (*¥F-FMISO), un radiotrazador que permite detectar zonas
de hipoxia tisular. La captacion de 8F-FMISO se incrementd progresivamente
durante todo el estudio, con una alta correlacion con la tincion de pimonidazol,
especifica para hipoxia. La captaciéon media de ®F-FDG era mayor que en los
controles, pero permanecio6 estable a lo largo del estudio. Ademas, encontraron
una intensa correlacion entre las areas hipoxicas y la presencia de macréfagos
determinada por la tincion de RAM-11 (r = 0.87, p < 0.0001), sugiriendo que la
captacion puede estar mas en relacién con la hipoxia dentro de la placa que
con la actividad inflamatoria de la misma. Folco y colaboradores (60) realizaron
un estudio in vitro donde demostraron que la captacion de glucosa era mayor
en macréfagos sometidos a hipoxia que en macréfagos estimulados con

citoquinas proinflamatorias.

Son pocos los estudios que se han centrado en cambios anatomicos
con relacion a la captacion en el PET, y la mayoria se han focalizado en placas
complicadas. En nuestro estudio, al analizar las correlaciones entre las

medidas anatdmicas realizadas y la captacién del PET, con la intencién de
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valorar su capacidad de predecir la progresion de la enfermedad, observamos
que la captacion de 8F-FDG no se correlacioné con el crecimiento de la pared
aortica por resonancia. Se observd una correlacion moderada entre la
captacion inicial y el aumento de placa determinado por ecografia 3D, aunque
no alcanzé la significacion estadistica (r = 0.547, p = 0.160). Un sub-estudio
con 42 pacientes del ensayo clinico dal-PLAQUE (estudio fase 2b que
evaluaba el efecto de dalcetrapib en las caracteristicas inflamatorias vy
estructurales de la aterosclerosis), donde se realizaron PET alos 0y 6 meses;
y RM alos 0 y 24 meses, a pacientes con aterosclerosis carotidea, se objetivo
gue el aumento de la captacion en el PET a 6 meses se correlacionaba con un
mayor crecimiento de la placa aterosclerética a dos afos; sin embargo, ni la
captacion en el PET inicial, ni la variacion de la captacion entre los 0 y 3 meses
(dato disponible en 41 de los 42 pacientes) se correlaciond con la progresion
de la aterosclerosis (111), estos ultimos datos concuerdan con nuestro estudio.
Es posible que las diferencias con nuestros resultados radiquen en el tiempo
transcurrido entre las pruebas, que en el ensayo clinico se realizaron PET
basal y a los 6 meses, y resonancia basal y a los 2 afios, mientras que nosotros
hicimos tanto el PET como la RM a los 4 y 8 meses, en fases muy precoces
de la enfermedad. Existe también una tendencia a una mayor pérdida del

volumen luminal a mayor captacion en el PET inicial (r = 0.342, p = 0.195).

Un estudio retrospectivo de 94 pacientes que tenian 2 PET-CT
realizados, en la mayoria de casos como seguimiento de enfermedades
oncoldgicas, con una diferencia promedio de 14.5 meses, en este tiempo
observaron una tendencia a la disminucién de la captacion de 8F-FDG en la
mayoria de territorios vasculares (-2.07%) con un incremento del volumen de
pared calcificada detectada por TC del 15.4% y una disminucion del area
luminal aédrtica (-1.07%) y carotidea (-10.5%) (112), comportamiento similar al
gue presenta la aorta de conejo en nuestro estudio. La captacion del PET s6lo
se correlaciono6 con la pérdida luminal aortica, tendencia que observamos en
nuestro estudio (Figura 41). Los autores justifican sus hallazgos en que la
inflamacion es un evento precoz en la fisiopatologia de la enfermedad y que
en estos pacientes ya se esta valorando una etapa mas tardia de la

aterosclerosis.
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Rudd y colaboradores (62) realizaron el co-registro de PET-FDG y
angioCT carotidea en 8 pacientes con estenosis de al menos 70% de la
cargtida interna y un ataque isquémico transitorio (AlT), comparando el lado de
la arteria sintomatica con el contralateral, las 8 placas sintomaticas mostraban
captacion de 8F-FDG, asi como 6 placas asintomaticas, la captacion era un
27% mayor en las placas sintomaticas que en las contralaterales. En otro
estudio por el mismo grupo (113), comparando el PET con resonancia
magnética de alta resolucién de carétidas, en pacientes con un AIT reciente,
encontraron placas con alta captacion de ®F-FDG, en la arteria responsable
del AIT, sin que exista estenosis significativa, lo que va en relacién con nuestro
estudio, que el volumen de la placa no se correlaciona con la captacion de
FDG. Otro estudio en humanos, Okane y colaboradores (114), estudiaron
diferentes territorios arteriales de 15 pacientes con AIT, con 8F-FDG-PET y
RM. Observaron que la captacion de ¥F-FDG en la carétida responsable era
mayor que en la vena cava, pero sin diferencias significativas con la carétida
contralateral; asi mismo, evidenciaron en 14 de 15 pacientes captacion de 8F-
FDG elevada en el origen de ramas laterales, donde suelen formarse placas
aterosclerdticas, pero sin que existiesen placas visibles.
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/. LIMITACIONES

Nuestro estudio se disefié para evaluar cambios de aterosclerosis
incipiente y muchos de los hallazgos observados pueden variar con la
progresion de la aterosclerosis en el tiempo, por lo que nuestros resultados no

son extrapolables a aterosclerosis avanzada.

Aunque consideramos los tres meses de iniciado el estudio como un
momento precoz de la aterosclerosis para la realizacion de las pruebas de
imagen, buscando un equilibrio respecto al dafio agudo que se produce por la
denudacién endotelial, datos recientes del estudio PESA (65) muestran
captacion en la pared arterial sin evidencia de placa aterosclerotica, sugeririan
gue el PET se deberia realizar mas precozmente en este modelo o utilizar un
modelo con dieta hipercolesterolémica sin denudacién endotelial que genera

aterosclerosis pero en plazos mas prolongados (82).

No se adquirieron imagenes basales de los animales estudiados, la
comparacién es con imagenes de animales diferentes. El estudio se realiz6 en
un espacio temporal relativamente estrecho, que muestra la evolucién de la
aterosclerosis en una etapa temprana, en el que las variaciones pueden ser
pequefias, y no podamos determinar correctamente la evolucién a largo plazo

de la misma, ni la utilidad de las pruebas en un seguimiento mas prolongado.

Al utilizar técnicas de imagen diferentes, con resolucion y capacidad de
adquisicion diferente, existe cierta dificultad en lograr una adecuada co-
localizacion entre las mismas. Se utilizaron referencias anatémicas constantes,
especialmente las arterias renales, para disminuir esta limitacion, aunque no
se puede descartar pequefios desfases entre las diferentes técnicas,
especialmente en lo que se refiere a la histologia, en la que se analizan cortes

histoldgicos finos en puntos determinados.

El analisis de la captacion en el PET se puede ver influenciada por la

captacion que presentan los 6rganos adyacentes, especialmente las asas
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intestinales. Se aplic6 un método estadistico para su correccion. Las

diferencias encontradas tras la correccién no fueron significativas.

La poblacién estudiada puede ser insuficiente para detectar diferencias
estadisticamente significativas, especialmente en lo referente a la ecografia y

la captacion en el PET.

En cuanto a la composiciébn de las placas ateroscleréticas no se
realizaron tinciones especificas, por lo que no se puede comparar la influencia
gue tiene su composicion con las diferentes imagenes obtenidas y la captacion
de ®¥F-FDG.

Una limitacion inherente a todos los trabajos que utilizan la histologia
para realizar mediciones, en relacion con la retraccion que sufren las muestras
histolégicas durante su procesado, en el caso de vasos con escasa
enfermedad la fijacion no produce grandes cambios, pero el procesado de la
muestra produce una reduccién importante del area luminal, aunque sin afectar
significativamente el &area de la pared (115), siendo nuestro modelo
principalmente de aterosclerosis incipiente con volimenes de placa pequefios,
por lo que la retraccién que afecte las mediciones de pared por histologia debe
ser pequefia. Aun asi, no se puede descartar cierto efecto de retraccion ya que

el efecto de la fijacion no fue evaluado en nuestras muestras.

En la evaluacién inmunohistoquimica se utiliz6 RAM-11, un anticuerpo
monoclonal contra los macréfagos de conejo, lo cual le da alta especificidad
para determinar la presencia de macrofagos en el corte estudiado, pero no
permite evaluar la viabilidad ni la actividad de esos macréfagos, aln asi es uno

de los métodos de referencia utilizados en multiples estudios en conejos.
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8. CONCLUSIONES

1. En un modelo de aterosclerosis en conejo inducida con dieta grasa y
denudacion endotelial, la ecografia vascular tridimensional permite detectar
y cuantificar la aterosclerosis precoz en territorio de aorta abdominal, asi
como cuantificar el volumen de placa aterosclerética (y por tanto sus

cambios) con mayor precision que la resonancia magnética.

2. La captacion de ¥F-FDG en aorta abdominal evaluada mediante PET es
significativamente mas elevada en conejos que ha recibido una dieta rica

en grasa que en aqguellos que han recibido dieta control.

3. La captacién de ¥F-FDG en aorta abdominal evaluada mediante PET no
esta correlacionada con el volumen ni con el grosor de pared arterial. Esta
ausencia de correlacion existe cuando la pared arterial se cuantifica por
ecografia vascular tridimensional, por resonancia magnética o por

histologia.

4. La intensidad de captacion de ®F-FDG en aorta abdominal evaluada
mediante PET no se asocia con la tasa de crecimiento de las placas
aterosclerdticas cuantificada tanto mediante ecografia vascular

tridimensional como mediante resonancia magnética.
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